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Caro Leitor,

E com grande prazer que anuncio a Edicdo Especial dos trabalhos de revisdo bibliogréafica
dos estudantes do Curso de Biomedicina, referentes aos anos de 2022 e 2023, onde se
observa o grande crescimento e desenvolvimento dos estudantes através da pesquisa
cientifica. A investigacdo cientifica € essencial na vida académica e profissional dos
biomédicos, pois permite descobrir e tracar diferenciais e competéncias éticas, criticas e de
dominio dos temas abordados. A dedicagéo nesta etapa final da graduacao permitira estimular
os colegas, como também servira de alicerce para dar continuidade e profundidade aos temas

de relevancia atual.

Minha mencgéo especial aos estudantes, orientadores, revisores e ao Editor chefe que
realizaram um grande e significativo trabalho, onde para muitos deles é sua primeira

publicag&o de artigo cientifico.

Parabéns, queridos estudantes, Ihes desejamos muitas conquistas futuras e muitas pesquisas

bem fundamentadas com grandes argumentos cientificos.

Para finalizar trago uma frase de Claude Lévi-Strauss, referindo-se que “O cientista ndo é a
pessoa que da as respostas certas, mas quem faz as perguntas certas”, ... questionem,

perguntem e vao atras das respostas em fontes confidveis, que assim chegaréo muito longe.

Uma boa leitura a todos,

Charlotte Cesty Borda de Saenz

Profa. Dra. do Curso de Biomedicina do Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas — FMU, Brasil



Fatores inibitorios do Quorum sensing e sua relacao
com o biofilme

Inhibitory factors of Quorum sensing and its relationship
with biofilm
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RESUMO

O Quorum sensing € o sistema de comunicagdo celular amplamente utilizado na natureza
responsavel pela expressao de fatores de viruléncia, resisténcia e formacao do biofilme em
ambientes que demandam maior prevaléncia bacteriana. Esta comunicacdo bacteriana,
presente nos biofilmes, também ¢é frequentemente encontrada em pacientes com doencas
crbnicas. A partir do levantamento bibliografico, avaliar os fatores inibitérios do Quorum
sensing e producdo de biofilme foi o objetivo do presente estudo, no qual busca avaliar o
potencial terapéutico da inibigdo dos respectivos mecanismos, assim como potencial atuagao
nos tratamentos ja empregados apresentados na literatura. Foram identificadas as enzimas
AHL-lactonases e AHL-acilases que atuam como inibidoras capazes de limitar a liberagéo de
sinais, através da clivagem de moléculas liberadas ou através da competi¢cdo por receptores
de membrana. Por outro lado, também foram identificadas as enzimas antagonistas do
Quorum sensing, sendo elas, furanonas halogenadas que atuam na deslocacdo das
moléculas e impedindo o funcionamento dos sinais liberados. Pode-se concluir que o
tratamento especifico pode gerar impacto positivo ao paciente, auxiliando na efetividade do
tratamento e facilitando a recuperagcéo do paciente.

Descritores: percepcéo de Quorum, bioluminescéncia, biofilme

ABSTRACT

Quorum sensing is the cellular communication system widely used in nature responsible for
the expression of virulence factors, resistance and biofilm formation in environments that
demand greater bacterial prevalence. This bacterial communication, present in biofilms, is also
frequently found in patients with chronic diseases. Based on the bibliographical survey,
evaluating the inhibitory factors of Quorum sensing and biofilm production was the objective
of the present study, which seeks to evaluate the therapeutic potential of inhibiting the
respective mechanisms, as well as the potential effect on treatments already used presented
in the literature. The enzymes AHL-lactonases and AHL-acylases were identified that act as
inhibitors capable of limiting the release of signals, through the cleavage of released molecules
or through competition for membrane receptors. On the other hand, enzymes that are
antagonistic to Quorum sensing were also identified, namely halogenated furanones that act
to displace molecules and prevent the released signals from functioning. It was concluded that
specific treatment can generate a positive impact on the patient, helping to make the treatment
more effective and facilitating the patient's recovery.

Descriptors: Quorum sensing, bioluminescence, biofilm

INTRODUCAO

No meio ambiente, os microrganismos estdo constantemente em situacdes cuja necessidade
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de administrar seu crescimento e consumo de nutrientes, assim como o reconhecimento uns
dos outros, é fundamental para sua prevaléncia, sendo comunicacao a peca chave para o
direcionamento e sobrevivéncia da coldnia frente aos mais diversos ambientes em que estdo
inseridas.®® Através da comunicacdo, especificamente, as bactérias, podem receber
instrucdes externas ou de sua propria colénia, havendo mudancas diretas na expressao de

genes especificos, bem como para o controle de crescimento e o metabolismo.*?

O Quorum sensing (QS) é o mecanismo de comunicacdo de extrema importancia para a vida
bacteriana, sendo encontrado ndo s6 em populagbes com ascendente crescimento, mas
também em col6nias onde a expressdo de genes especificos é necessaria 34, permitindo a
transmissdo de informacdes, que por sua vez possibilitam uma resposta aos estimulos
externos.! O mecanismo de QS é baseado em autoindutores que penetram a membrana
celular e desencadeiam uma série de respostas, por exemplo: a bioluminescéncia em V.
Fischer i’ ou a producéo de biofilme em situacdes de estresse 3, bem como a transcricéo de
fatores de viruléncia.®>* Os autoindutores sdo moléculas as utilizadas que atuam na
sinalizacéo e possuem diferencas quando encontrados em diferentes tipos de bactérias, ou
seja, em Gram-positivas sdo baseados em peptideos, enquanto em Gram-negativas,

majoritariamente, sdo regidas por acil-homoserina lactona (AHLs).!

Respectivamente, o mecanismo QS € populacdo-dependente, necessitando de determinadas
quantidades de microrganismos para que as moléculas atinjam a densidade necessaria para
alteracées significativas na col6nia. ? Em grandes populagées, em situacdo de competicdo
ou estresse 12, a transcricdo de genes em toda a col6nia é necessaria e deve ser realizada
de forma conjunta, de modo que ndo haja apenas bactérias isoladas expressando genes
especificos, mas toda a colbnia, possibilitando uma resposta acentuada ao estimulo.* Um
exemplo de atuagédo do mecanismo de QOS séo as colbnias de Vibrio fischeri, cujo processo
de bioluminescéncia é realizado através de AHL’s transcritas pelo gene LuxL, onde, as
moléculas sintetizadas sdo liberadas e detectadas por outras bactérias da col6nia.?” A
deteccgdo dos sinais externos é realizada através de receptores da superficie bacteriana que
permitem a entrada das moléculas compartilhadas e, apés entrarem, as moléculas, agregam-
se & proteina transcrita pelo gene LuxR, sendo o produto da sua interagdo a estabilidade
proteica para ativar o operon que libera novos autoindutores a partir de LuxL e Luciferases a
partir do gene luxCDABE.?" A partir da andlise bibliogréafica, foi notado que a utilizacdo de QS
nos tratamentos demonstra possibilidade no enfrentamento preciso contra 0s microrganismos
e, tanto em pacientes com doencas crbnicas quanto em infec¢cdes agudas, a inibicdo de
Quorum sensing e biofilme através de novos métodos podem ser de grande auxilio nos

tratamentos convencionais, bem como precursores dos novos.
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OBJETIVOS

Avaliar os fatores inibitérios do Quorum sensing e sua relacdo com o biofilme.

METODOLOGIA

A metodologia utilizada para a realizagdo do presente estudo foi baseada na reviséo literaria
de artigos cientificos disponiveis em algumas das principais plataformas de divulgacdo, sendo
elas: PUBMED, SciELO, e demais revistas e livros relacionados a microbiologia e biologia
molecular. As palavras-chave utilizadas para a busca foram: Quorum sensing, comunicagao

bacteriana, inibicdo da comunicacéo, autoindutores, bioluminescéncia e biofilme.

DESENVOLVIMENTO

Além dos processos de bioluminescéncia, QS também atua na expressdo de fatores de
viruléncia em colbnias de Pseudomonas aeruginosa (Figura 1), bactérias estas que possuem
uma diversidade de moléculas que, em conjunto e hierarquia 4, atuam na expressao de fatores
de viruléncia e de sobrevivéncia quando encontradas em hospedeiro infectado ou no meio-
ambiente onde estéo inseridas.®>* Apesar de semelhantes os mecanismos, em P. aeruginosa
had uma diversidade maior de genes a serem transcritos quando necessario, sendo um
exemplo os genes LasA e LasB, respectivamente, precursores de Proteases e Elastases que
facilitam a infeccdo e sobrevivéncia da bactéria a partir da absorcdo do ferro.* Para a
expressao de determinados fatores de viruléncia, P. aeruginosa, como descrito anteriormente,
possui um sistema de sinalizacao dividido e hierarquico que trabalha em conjunto, sendo Las
0 sistema mais operante, possuindo a capacidade de interferir nas demais cascatas de
sinalizacdo.* Em Las, os autoindutores séo transcritos pelo gene LasL e trabalham juntamente
com a proteina do gene LasR, deste modo, possibilitando a expressao de LasA, LasB e outros
genes dos sistemas Rhl e Pgs responséaveis pela sobrevivéncia e viruléncia de Pseudomonas

aeruginosa.*
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Figura 1 — Rede hierarquica de Quorum sensing presente em Pseudomonas aeruginosa, sendo
representados 0s genes e moléculas expressas na sinalizagdo dos respectivos sistemas. Fonte: Lee
and Zhang, 2015. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4286720/

Por ser um mecanismo amplamente distribuido entre microrganismos e apresentar papel
fundamental na sobrevivéncia de bactérias, Quorum sensing abre oportunidade para novos
tratamentos frente a constante necessidade dos mesmos, cuja atenuagdo da viruléncia das
bactérias urge conforme adquirem resisténcia aos tratamentos convencionais.® Estudos
sugerem que tratamentos hibridos utilizando a inibicdo de QS e farmacos podem ser uma
saida em potencial no desenvolvimento de novas terapias, tornando possivel o controle da
viruléncia e acentuando o resultado em cada paciente, visto que a inibicdo de QS impede a
comunicagao e, consequentemente, a transcricdo de genes com potencial de prejudicar o
tratamento.® O biofilme, processo intimamente ligado a QS e que confere viruléncia as
bactérias capazes de forma-lo em infeccdes 2, € um dos mecanismos que porventura pode
ser combatido através de terapias conjuntas ° e, em pacientes com doencas cronicas cuja
infeccdo possui alto indice de letalidade, o impedimento na comunicac&o dos microrganismos
e o0 bloqueio da expresséo de fatores de viruléncia podem tornar a recuperacédo facilitada e
melhorar a qualidade de vida do individuo.®

Sendo produto da expresséo de genes especificos, o biofilme possui grande participagéo na
sobrevivéncia bacteriana, ndo somente conferindo viruléncia a bactérias como P. aeruginosa
em infecgbes 41° como permitindo a sobrevivéncia dos microrganismos em situacdes de
estresse, caréncia nutricional e demais outros fatores externos do ambiente no qual estdo
inseridos 1°. Quando em seu habitat natural ou meio artificial, as bactérias capazes de formar
biofilme se aderem as superficies para adquirirem nutrientes e prote¢ao, iniciando o processo
gue sera capaz de proporciona-las a estabilidade necessaria para sua sobrevivéncia através

de uma série de mecanismaos. 1011


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4286720/
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A formacao do biofilme (Figura 2) acontece em etapas, comecando com a adesdo de um
pequeno grupo de microrganismos numa determinada superficie, em seguida, € iniciada a
comunicacdo entre as bactérias colonizadoras e realizada sintese de polissacarideos
fundamentais a formacdo da matriz.'® A formagcdo da matriz primaria é seguida do
desenvolvimento da colbnia, onde ha crescimento bacteriano e aumento da matriz e, ao final
do processo, acontece a dispersdo ativa dos microrganismos, podendo também ser
relacionada a fatores ambientais.®® Quando formado, o biofilme é capaz de gerar protecédo
contra danos as bactérias em seu interior e difundir nutrientes®? fundamentais ao crescimento
das mesmas, tornando a prevaléncia elevada em ambientes com caréncia ou disponibilidade

nutricional minima. 1%t

Liberagao
de
células

Biofilme maduro
Células Agregados ou
planctonicas | microcoldnias

-

Inicio do QS

i:’é%‘ 5‘

| Adesio reversivel H Adesio irreversivel ‘

Figura 2 — Etapas do desenvolvimento do biofilme, demonstrando a adeséo e formacao da estrutura,
bem como a utilizacdo da rede Quorum sensing. Fonte: Adaptado de Macedo and Abraham, 2019

Dentre os ambientes em que o biofilme pode ser encontrado, os que possuem nutrientes
limitados podem ser propensos ao crescimento destes respectivos microrganismos, bem
como no meio hospitalar em cateteres contaminados e pacientes com doengas crénicas como
a fibrose cistica. %! O biofilme nos casos de contaminacéo ou colonizacdo em hospedeiros
infectados pode dificultar o tratamento e até mesmo ser letal, visto que sua disseminag&do em
pacientes com fibrose cistica impede a penetracdo acentuada dos antibiéticos empregados
nas terapias convencionais. * Além de dificultar a penetracédo de antibiéticos, alguns genes
reguladores de bombas de efluxo podem ser positivamente afetados na presenca de biofiime,
bem como o ganho da resisténcia aos antibiéticos através da disseminagcado de plasmideos
através da matriz.'! Visto que o biofilme, intimamente ligado ao Quorum sensing e a viruléncia
de bactérias* possui tamanha relevancia no resultado dos tratamentos atuais, a inibicdo de
ambos se torna indispensavel no desenvolvimento de novos tratamentos, havendo
necessidade da criacdo de novas terapias envolvendo mecanismos de inibicdo da deteccéo
dos autoindutores e agentes anti-biofilme, podendo haver também a sua aplicagdo em

conjunto com os antibiéticos ja conhecidos pela industria e usados nos tratamentos atuais.
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RESULTADOS
Fatores de Inibicdo de Quorum sensing

Quando necessaria, a comunicacdo bacteriana permite que haja expressédo de genes que
possibilitam a sobrevivéncia da colbnia, e por meio de autoindutores que atravessam a
membrana das bactérias é realizada a sintese de biofilme e demais fatores de viruléncia que
direcionam esses microrganismos.'® A captacdo desses sinais é realizada por receptores
especificos de cada bactéria e podem ser usados também como alvo na inibicdo de QS, bem
como o bloqueio dos sinais através de enzimas, moléculas produzidas por outras bactérias
ou demais técnicas que realizem a inibicdo do mecanismo e seus derivados, sendo
denominados de acordo com sua funcionalidade: inibidores de Quorum sensing (QSI -

Quorum Sensing Inibitor) e extingdo de Quorum (QQ - Quorum Quencher).t?

Para a inibicAo da comunicagdo, o uso de enzimas pode ser escolhido para determinados
tipos de moléculas expressas por bactérias, gerando a sua degradacéo ou inativagdo.'?** Os
sinais liberados pelas bactérias podem ser degradados através do uso de enzimas que clivam
em locais especificos dos autoindutores, de modo que as moléculas sejam inativadas e se
tornem incapazes de agir na col6nia. Por serem capazes de clivar a por¢do de ligacdo amida
das moléculas, AHL-lactonases e AHL-acilases degradam moléculas e impedem a
comunicacdo, havendo limitacdo também em fatores de viruléncia.'> Outro exemplo de
degradacédo de sinais pode ser observado também na natureza, onde bactérias como P.
aeruginosa e K. pneumoniae possuem a capacidade de produzirem moléculas homologas,

cuja finalidade é atuar como mecanismo de defesa contra invasores.*?

O bloqueio dos sinais também pode ser realizado a partir de solugées ndo-enziméticas, as
quais possuem finalidade de bloquear a captacdo dos sinais através dos receptores.'® A
inibicdo acontece a partir de moléculas analogas naturais ou sintetizadas que possuem
capacidade de bloquear os sinais recebidos, por exemplo, a producdo de furanonas
halogenadas por Delisea pulchra que atuam como antagonistas de QS, inibindo AHLs através
de deslocacéo.*?!® Demais modificacdes e analogos de furanonas podem ser utilizados como
inibidores, demonstrando efetividade na reducéo da patogenicidade em ratos infectados com
P. aeruginosa, inibicdo da formacéo de biofilme em S. epidermidis e atividade significativa em

col6nias de E. coli.1?13

Além de serem produzidas de forma sintética ou naturalmente por bactérias como mecanismo
de defesa, as moléculas que possuem a capacidade inibitéria podem ser encontradas também
em plantas rotineiramente observadas.'?>* Um exemplo de potencial inibitério é o extrato de

alho, tendo a capacidade de controlar a expressdo de genes responsaveis por Quorum
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sensing em P. aeruginosa e podem auxiliar no tratamento com antibiéticos através de sua

interacéo com o biofilme, tornando-o mais susceptivel ao tratamento.*®
Fatores de Inibicdo do biofilme

O crescimento do biofilme possui uma série de implicacbes na natureza, sendo de suma
importancia para as bactérias em ambientes hostis'® e, guando submetidas a tratamentos com
antibiéticos, o biofilme pode gerar maior resisténcia e prevaléncia as bactérias. * Quando
formado, possibilita que as bactérias permanecam por um periodo maior de tempo no
ambiente que estdo inseridas, tornando vantajoso o uso de agentes antibiofilme para lidar
com esse tipo de viruléncia e inibir a prevaléncia bacteriana. Os agentes antibiofilme, de forma
similar aos inibidores de Quorum sensing, podem ser encontrados naturalmente ou
produzidos de forma sintética,'*!” atuando de forma direta ou indiretamente na produgéo do

biofilme?®.

Um dos mecanismos encontrados € a clivagem por enzimas, sendo um alvo o peptidoglicano
presente na parede celular das bactérias que gera efeitos inibitérios ao biofiime quando
clivado.” O galato de epigalotequina, composto encontrado naturalmente no cha-verde,
possui a capacidade de ligar-se ao peptidoglicano e causar morte as bactérias através de
danos a membrana, impedindo a ancoragem e, consequentemente, a formagéo do biofilme.
17Danos a parede celular podem ser observados também a partir das reacGes entre hidrolases
de bacteriéfagos, cujas endolisinas expressas possuem a capacidade de causar danos a
parede celular e lise hipotbnica, porém, por serem especificos a cada bactéria, dependem da
identificacdo do microrganismo para que o tratamento seja eficaz.'’ Por serem capazes de
gerar efeitos adversos, os fagos ainda ndo sdo empregados nos tratamentos hospitalares,

porém, possuem capacidade promissora para terapias contra biofilme.*

Nao s6 na formagdo do biofilme estdo concentrados os fatores inibitérios, mas também
qguando ja formada pelas bactérias, a matriz pode ser degradada * e possui grande relevancia
nos tratamentos, visto que atua de forma conjunta com diversos outros fatores relacionados
a resisténcia bacteriana ao tratamento empregado, atuando em conjunto com as bombas de
efluxo bacterianas, por exemplo.'® A degradacéo da matriz pode ser obtida através de enzimas
que degradam o DNA extracelular**'’, sendo a atuacédo das DNases um fator que possibilita
a penetracdo de antibidticos e, em bactérias patogénicas como S. aureus, P. aeruginosa e V.
cholerae, a-amilase possui a capacidade de inibir a formacéo do biofilme e degradar matrizes
ja formadas.* A atividade antibiofilme, apesar de possuir carater especifico para determinados
tipos de bactérias!’, pode ser observada em diversas moléculas in vitro, possibilitando a
avaliacdo das mesmas como potenciais alternativas em tratamentos contra bactérias e o

combate a formacédo do biofilme, apresentando até 86% de inibicdo!’ e, deste modo,
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possivelmente poderéo ser utilizadas em novas terapias ou farmacos.

CONSIDERACOES FINAIS

Terapias envolvendo Quorum sensing e seus inibidores possuem potencial significativo na
area clinica, sugerindo ndo s6 uma opc¢éao alternativa de tratamento, mas possibilitando o
enfrentamento de microrganismos de forma efetiva e, consequentemente, a recuperacéo do
paciente com doencas cronicas. A utilizacdo de mecanismos ja presentes nas bactérias
possibilitam uma precisdo nos tratamentos e, em alguns casos, podem evitar o uso de altas
concentracdes de antibioticos. Além da inibicdo de QS, o biofilme também é um obstaculo em
determinados tratamentos, havendo necessidade de novas terapias inibitérias que permitam
a agdo dos outros farmacos, evitando a contribuicdo na resisténcia dos microrganismos a

partir da utilizacéo de grandes quantidades de antibidticos.
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RESUMO

Alguns fatores aceleram o envelhecimento da pele, tais como 0s extrinsecos que sdo
causados por agdes relacionados ao meio ambiente, estilo de vida, tabagismo, alcool, entre
outros e fatores intrinsecos que sdo causados pela acdo do tempo, fatores genéticos,
hormonais e metabdlicos. Esses fatores, isolados ou em conjunto, podem levar a perda de
firmeza e sustentagdo da pele, absorcao 6ssea e diminuicao do volume dos compartimentos
de gorduras faciais. A busca por procedimentos que possam desacelerar ou reverter esses
efeitos continua crescendo a cada ano no mundo e € nesse cenario que entram 0s
bioestimuladores de colageno, com a promessa de melhorar a firmeza, sustentacdo e
elasticidade da pele e com isso trazer o rejuvenescimento facial. O objetivo deste trabalho é
avaliar a eficacia dos principais bioestimuladores de colageno injetaveis, biodegradaveis e
absorviveis no tratamento da flacidez e rejuvenescimento facial. A metodologia baseia-se na
revisdo de literatura com analise de artigos cientificos. Pode-se concluir que o0s
bioestimuladores de coladgeno demonstram ser eficazes como um produto capaz de prevenir
ou reverter os sinais do envelhecimento.

Descritores: bioestimuladores de colageno, envelhecimento da pele, rejuvenescimento

ABSTRACT

Some factors accelerate skin aging, such as extrinsic factors that are caused by actions related
to the environment, lifestyle, smoking cigarettes, alcohol, among others, and intrinsic factors
that are caused by the action of time, genetic, hormonal, and metabolic factors. These factors,
alone or together, can lead to loss of firmness and support of the skin, bone absorption, and
decrease in the volume of facial fat compartments. The search for procedures that can slow or
reverse these effects continues to grow every year in the world and it is in this scenario that
collagen biostimulators come in with the promise of improving firmness, support and elasticity
of the skin and thus bring facial rejuvenation. The aim of this study is to evaluate the efficacy
of the main injectable, biodegradable, and absorbable collagen biostimulators in the treatment
of facial sagging and rejuvenation. The methodology is based on a literature review with
analysis of scientific articles. It can be concluded that collagen biostimulators have proven to
be effective as a product capable of preventing or reversing the signs of aging.

Descriptors: collagen biostimulators, Skin Aging, rejuvenation

INTRODUCAO

A busca pelo ideal de beleza faz com que cada vez mais aumente o nimero de pessoas em
busca de procedimentos estéticos que possam retardar ou reverter o envelhecimento
cutaneo, sendo uma das principais preocupacfes a flacidez facial, pois com o passar do

tempo a pele passa por mudan(;as na sua estrutura decorrentes de Processos intrinsecos que
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sdo as mudancas que ocorrem em decorréncia da passagem do tempo, fatores genéticos,
hormonais e metabdlicos e os fatores extrinsecos que sao causados por a¢cdes relacionados
ao meio ambiente e estilo de vida, tais como umidade do ar, poluicdo, exposicdo solar,
tabagismo, entre outros, que isoladas ou em conjunto podem favorecer a perda de colageno
e elastina desencadeando a flacidez da pele, perda da sustentacdo 6ssea e compartimentos

de gorduras que podem provocar alteracdes nos contornos e estruturacdo da face.

O envelhecimento facial acontece principalmente pela diminuicdo da capacidade sintética e
funcional dos fibroblastos o que consequentemente leva a diminuicédo da elastina e fibras de
colageno, diminuicdo da matriz extracelular que vem acompanhada de mudancgas na estrutura
e integridade da pele, tais como perda de volume, flacidez e diminuicdo na qualidade da
textura da pele *

Os fibroblastos dérmicos sdo responsaveis por sintetizar importantes proteinas da matriz
extracelular que tém papel fundamental na sustentacdo da pele tais como colagenos, fibras

elasticas, proteoglicanos e oligossacarideos.?

O envelhecimento cutaneo é classificado em processo intrinseco e extrinseco. O intrinseco,
também conhecido como cronoldgico, € o inevitavel, sendo decorrente da passagem do
tempo, fatores genéticos, estado hormonal e metabdlico. O extrinseco é causado por agbes
do meio ambiente, estilo de vida, polui¢cdo, exposicdo solar, tabagismo, alimentacéo, alcool

entre outros.?’

Com o passar do tempo a pele ird sofrer mudangas decorrentes desses fatores, sendo as
mais notadas através da musculatura, flacidez da pele, perda de sustentacdo éssea,

compartimentos de gordura, gerando alteragdes nos contornos e estruturacédo facial.”

Como meio de desacelerar ou reverter esses sinais de envelhecimento e flacidez facial
encontram-se 0s bioestimuladores de coldgeno que séo substéncias a serem injetadas na
derme profunda, subderme ou camada supraperioeteal que ao ser injetada estimulara a
producdo de colageno, sendo um tratamento minimamente invasivo, tendo efeito gradual e

com resultados visiveis apds alguns meses da aplicagdo, melhorando a flacidez da pele.>®

Os bioestimuladores de colageno sao classificados de acordo com a sua durabilidade e
absorcao pelo organismo existindo os semipermanente que sdo biodegradaveis e absorvidos
pelo proprio organismo por um determinado periodo de tempo por mecanismos fagocitarios
e nessa categoria temos a hidroxiapatita de calcio (caHA), o acido Poli-L-lactico (PLLA) e a
policaprolactona (PCL) e existem os bioestimuladores que séo classificados como né&o
biodegradavel como é o caso do polimetilmetacrilato (PMMA) que néo sera objeto de estudo

deste trabalho.*®
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O mecanismo de acao consiste basicamente na interacdo de células fagocitarias com as
particulas de bioestimuladores que resultam em uma resposta inflamatéria controlada
induzindo fibroblastos na deposicéo de colageno no local lesionado. A aplicacéo é feita com
canula na forma diluida ou pura em locais onde h& perda de colageno e tem indicacdo do

fabricante para aplicacéo.’

Inicialmente, no local lesionado ha deposi¢éo de colageno tipo Il em torno das microesferas
de bioestimuladores e deposicao de colageno tipo | na periferia e com o passar do tempo ha
uma remodelacdo do colageno tipo Il que resultard no predominio de colageno tipo | no tecido

neoformado.®

A hidroxiapatita de calcio (CaHA) é um bioestimulador de colageno que ha mais de 20 anos
vem sendo utilizada para corregfes de defeitos 0sseos e incontinéncia urinaria de estresse,
mas em 2006 obteve aprovagéo do FDA (Food and Drugs Administration) para tratamento de

portadores de HIV para lipoatrofia facial e em 2009 para tratamentos estéticos.?

A (CaHA) é composta por microesferas lisas e uniformes produzidas sinteticamente e
suspensas em um gel a base de carboximetilcelulose de sédio tendo uma propor¢édo de 30%
das microesferas com diametro entre 25 pm a 45 pum e 70% do gel carreador, sendo o
Radiesse® a marca mais utilizada, podendo ser utilizada na sua forma pura na apresentagéo
de seringa de 1,5 ml ou diluida. As microesferas formam uma estrutura suportando o
crescimento interno de fibroblastos que de forma gradual depositam componentes na matriz
extracelular. O gel se dissipa, deixando as microesferas no local da inje¢do, estimulando a
producao do colageno, podendo ser injetados em sulco nasogeniano, comissura oral, mento,
malar, arco zigomatico, fossa temporal, podendo utilizar no rosto em sua férmula natural na
seringa ou diluida com soro. Existem algumas marcas comerciais do produto: Biocrystal,
Cientific, Crystalys, Diamond e Radiesse, sendo esse Ultimo o mais conhecido fabricado pela

Merz Pharma.!

A hidroxiapatita de célcio € um produto biocompativel e biodegradavel, semipermanente que
possui durabilidade de doze a dezoito meses, variando de acordo com o0 metabolismo e idade,
sendo os eventos adversos mais comuns leves edemas, hematomas, eritemas e dor no local

da aplicacdo, desaparecendo de 1 a 5 dias.”°

Os fibroblastos naturais e aqueles envelhecidos quando sofrem acdo da hidroxiapatita de
calcio em rugas e sulcos apresentam for¢a contratil maior que na auséncia deles, sendo que

alguns estudos mostraram efeito positivo da (CaHA) no envelhecimento cutaneo.®
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O acido poli-I-latico (PLLA) é um bioestimulador de coladgeno descoberto em 1954 pelo Centre
Nacional de la Recherche Scientifique, em Lyon na Franca, sendo produzido primeiramente

para contracdo muscular, sendo derivada do acido latico.’

O PLLA foi originalmente desenvolvido na Europa com a marca comercial New-fill e vem
sendo utilizado na estética desde 1999 em mais de 30 paises. Em 2004 foi aprovado pela
Food and Drug Administration para tratamento da lipoatrofia associada ao HIV com a marca
comercial Sculptra®, consistindo em um polimero sintético da familia dos &cidos alfa-
hidroxidos, o &cido latico sendo um bioestimulador absorvivel, semipermanente sendo
apresentado em forma de p¢ liofilizado PLLA na concentragéo de 150 mg e com 0s excipientes
carmelose sodica a 90 mg e manitol 127,5 mg em frasco estéril transparente que comporta
até 10ml. O didmetro das particulas é de 40 um a 63 um. A durabilidade depende do
metabolismo de cada individuo, mas em média 12 a 18 meses. As marcas mais utilizadas é o

Rennova Elleva® da Innovapharma e o Sculptra® da Galderma.>"#

O PLLA deve ser diluido em 8 ml de agua destilada 24h a 72h antes da aplicacdo, sendo sua
estabilidade alcancada ap6s 72h em temperatura ambiente e é indicado para depressdes
cutaneas, sulcos, rugas, corre¢cdes volumétricas, flacidez, contorno facial, regido malar,
pescoco, mento, mandibula, entre outras, mas € contra indicada em regides perioral e

periorbitais, bem como regido labial.18°

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em 2021 aprovou a utilizagdo do
Scuptra® sem a necessidade de aguardar 24h a 72h antes da aplicacdo. Com a utilizacéo de

um agitador para homogeneizacéo das particulas do PLLA é possivel a aplicacédo imediata.!

Os efeitos adversos podem ocorrer principalmente nos locais de aplicagdo, como equimoses,
hematomas, edemas, papulas, nédulos ou granulomas. Apds cada tratamento o paciente
deve ser orientado a massagear a area por cinco vezes ao dia, cinco minutos durante cinco

dias, garantindo a distribuicdo do produto e prevenindo a formacéo de nédulos.®

O PLLA se decompde por hidrélise ndo enzimatica convertendo o polimero de &cido polilatico
em mondmero de acido latico, sendo metabolizado em diéxido de carbono (CO) e agua (H20)

e excretado pela urina e fezes, bem como sistema respiratério.**

A policaprolactona (PCL) é um bioestimulador de colageno que surgiu na Holanda com o
nome comercial de Ellansé® sendo fabricada pela Sinclair Pharmaceuticals trazendo uma
proposta inovadora de um produto absorvivel. O peso molecular correspondente do polimero
determina o tempo de sua degradacéo via hidrélise, sendo assim pela sua formulacao a
microesfera é garantida pelos prazos em anos de um (S), dois (M), trés (L) e quatro(E). A

microesfera apresenta na sua composicdo 30% de PCL e 70% um gel carreador
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carboximetilcelulose (CMC) que provém de fontes ndo animais, ndo humanas, nao

bacterianas e ndo é reticulado.***

O Ellansé® promete duas acdes em uma, sendo preenchedor e bioestimulador. E
apresentado em uma seringa de 1ml, trazendo resultados duradouros e naturais, tratando a
flacidez facial. As microesferas tém o tamanho de 25 pym a 50 pm sendo seguro para
aplicacdo. Essas esferas se degradam e sdo metabolizadas em CO; e H>O e excretadas por
vias normais com o tempo a depender da versao (S,M,L,E) do produto. A versao de 4 anos

foi retirada do mercado, porém ainda sdo comercializadas nos Estados Unidos e Europa.>!!

As principais indicacbes sdo face, regido malar, submalar, sulco nasolabial, sulco
labiomentoniano, sulco mentual, mento, angulo da mandibula e as areas contraindicadas sédo

glabela, palpebras e labios.»51

Os efeitos adversos incluem infeccao, inchaco, erupgéo cutédnea, edema, eritema, hematoma,

nédulos e dor na aplicagdo, sendo transitérios.®

A busca por procedimentos estéticos que possam retardar ou reverter os efeitos do
envelhecimento, bem como a promessa de produtos bioestimuladores de colageno que
possam tratar da flacidez da pele dao relevancia ao estudo que tem por objetivo analisar a

eficacia dos bioestimuladores de colageno no tratamento da flacidez facial.

METODO

O presente trabalho foi desenvolvido com base em reviséo de literatura, cujo levantamento
bibliogréfico foi realizado nas bases de dados da Revista USP, Mendeley, Google Académico
e livros. Para sele¢céo dos artigos foram considerados os mais recentes de 2020 a 2022 e foi
selecionado um de 2013 por sua relevancia neste trabalho. Como critérios de inclusdo dos
artigos foram considerados os temas tais como bioestimuladores de colageno, hidroxiapatita

de calcio, acido poli-I-latico e Caprolactona.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na reviséo de literatura e estudos dos artigos selecionados, os bioestimuladores
de colageno a base de hidroxiapatita de calcio (Radiesse®), acido poli-I-latico (Sculptra®) e
policaprolactona (Elansé®), por meio de seus mecanismos de acéo, induzem os fibroblastos

a producao de colageno e consequentemente a melhora dos tecidos e das propriedades
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mecéanicas, aumentando a firmeza, melhorando a flacidez facial e a qualidade da pele, sendo

capazes de prevenir ou reverter os efeitos do processo de envelhecimento da face.

Vale ressaltar que, apesar de serem produtos seguros, os bioestimuladores podem apresentar
efeitos adversos tais como edema, hematoma, eritema, ndodulos, entre outros, que

desaparecem em alguns dias.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os bioestimuladores de coldgeno estudados neste artigo demonstram ser produtos eficazes
no tratamento da flacidez facial e, apesar de alguns efeitos adversos, se mostram seguros

quando utilizados por profissionais habilitados.
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RESUMO

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia, o cancer de pele é a neoplasia de
maior incidéncia no Brasil, correspondendo a 33% de todos os diagndsticos. O Instituto
Nacional do Cancer (INCA) registra, a cada ano, em torno de 180 novos casos. Os mais
comuns sdo os carcinomas basocelulares e os espinocelulares, jA o0 melanoma é o mais
agressivo e representa cerca de 3% dos canceres. Entre os fatores de risco que contribuem
para o aparecimento deste tipo de cancer estdo: fatores genéticos e radiacdo ultravioleta. E
estudos epidemioldgicos que mostram uma forte associa¢cdo entre o desenvolvimento de
melanoma e a frequéncia de episédios de queimadura grave induzida pela radiacdo
ultravioleta. Sendo o uso de filtro solar uma das principais medidas de prevencdo como
prevencédo do cancer de pele, os filtros solares sdo substancias capazes de absorver, refletir
ou refratar a radiacdo ultravioleta e assim proteger a pele da exposicao a luz solar. Esse artigo
tem como objetivo, através de revisdo de estudos ja realizados, verificar a eficacia e a maneira
correta do uso de fotoprotetores para prevenir o aparecimento de lesdes neoplasicas.

Descritores: fotoprotetores solares, cancer, pele

ABSTRACT: according to the Brazilian Society of Dermatology, skin cancer is the most
prevalent neoplasm in Brazil, accounting for 33% of all diagnoses. The National Cancer
Institute (INCA) registers around 180 new cases each year. The most common are basal cell
and squamous cell carcinomas, melanoma is the most aggressive and represents about 3%
of cancers. Among the risk factors that contribute to the appearance of this type of cancer are:
genetic factors and ultraviolet radiation. And epidemiological studies show a strong association
between the development of melanoma and the frequency of episodes of severe burn induced
by ultraviolet radiation. Being the use of sunscreen one of the main measures of prevention as
skin cancer prevention, the sunscreen, are substances capable of absorbing, reflecting or
refracting ultraviolet radiation and thus protecting the skin from exposure to sunlight. This
article aims to verify the efficacy and correct way of using photo protectors to prevent the
appearance of neoplastic lesions.

Descriptors: sunscreen agents, cancer, skin

INTRODUCAO

O cancer de pele é a doenca mais comum em caucasianos em todo o mundo. Dentre todos
os tipos de cancer de pele, o0 melanoma € o mais agressivo e a mundial desse cancer vem
aumentando anualmente a uma taxa mais rapida em comparacao com qualquer outro tipo de

cancer 12
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Entre os fatores de risco que contribuem para o aparecimento deste tipo de cancer estédo:
fatores genéticos e radiacdo ultravioleta. E estudos epidemioldégicos, mostraram uma forte
associacao entre o desenvolvimento de melanoma e a frequéncia de episddios de queimadura

grave induzida pela radiac&o ultravioleta 2.

Tendo como uma das principais medidas de prevencéo o uso de filtros solares, que sdo
substancias capazes de absorver, refletir ou refratar a radiag&o ultravioleta e assim proteger

a pele da exposicéo a luz solar®.

Estudos documentaram que a utilizacao do filtro solar tem sido feita de maneira inadequada
e insuficiente, especialmente em feriados e em locais ensolarados. Para proteger a pele contra
a radiacao UV é importante aplicar uma quantidade suficiente de protetor solar em todos os

locais expostos do corpo e nédo esquecer nenhuma area®.

A pele é o maior 6rgdo do corpo, representando quase 12% do peso total do corpo. As
radiagcbes UV, causam mutacdes genéticas no DNA das células podendo gerar células
neoplésicas e o principal método de prevencdo contra o aparecimento de les6es malignas, é

0 uso correto do filtro solar ©.

Estudos realizados anteriormente pela Food and Drug Administration, comprovam que para
uma real protecdo, os filtros solares devem ser aplicados em 2mg/cm? de pele de forma

homogénea’.

Percebe-se um descuido dos consumidores quanto ao uso correto de protetores solares:
grande parte ndo segue as orientacbes de uso descritas no rotulo da embalagem; na
aplicacdo, a mesma é realizada em apenas algumas partes do corpo; muitos se esquecem de

usa-lo e, quando o usam, néo ocorre a reaplicacdo ao longo do dia®.

METODO

Trata-se de uma pesquisa bibliografica de carater exploratério por meio das bases de dados
Scientific Eletronic Library online - Scielo, Pub Med/Medline, e literaturas relacionadas a

cancer de pele e uso de protetor solar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pele é composta por duas camadas: a epiderme e a derme. A epiderme é composta por

epitélio pavimentoso, queratinizado e estratificado, com uma camada basal subjacente
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apoiada na derme. Na maioria das regides do corpo a epiderme é dividida em quatro camadas:

basal, espinhosa, granular e cornea®.

Zonas com maior atrito como palmas das mé&os e pés apresentam uma quinta camada
chamada de licida, entre as camadas cérnea e granulosa, composta por uma fina camada
de células achatadas parcialmente preenchidas por queratina e sobre elas existe uma

cobertura glicolipidica, ambas garantindo impermeabilidade a membrana plasmaética®®.

A camada basal € a mais profunda da epiderme, apresenta morfologia colunar, citoplasma
basdfilo e nicleo grande e oval. Apresenta filamentos de queratina na sua superficie. O
melandcito, que € a célula responsavel pela formacdo de melanina, encontra-se nesta
camada. A renovacao da epiderme desde a divisdo de células basais até a eliminacdo das

laminas cérneas é de 52 a 75 dias®.

A camada espinhosa ou de Malpighi € composta por varias células poligonais que se unem
por ligagBes intercelulares entre os queratinécitos adjacentes, nesta camada encontram-se as
células de Langerhans que séo responsaveis por participar da resposta imune a apresentar

antigenos. Compdem de 2 a 8% das células da epiderme?®.

A camada granular torna-se achatada devido ao processo de diferenciacdo células das
camadas basais. No interior das células granulosas localizam-se diversas proteinas que
posteriormente serdo ativadas no processo de formagdo de envelopes celular dos

corneocitos®.

A camada lacida € observada nas regifes de palma das méaos e planta dos pés, entre as
camadas granulosa e coérnea, composta por aproximadamente cinco camadas de

gueratindcitos achatados garantindo a impermeabilidade da pele™®.

A camada cOrnea, possui um formato plano e largo, nesta fase ja perderam o nucleo e o
citoplasma, gerando assim o processo de descamacédo natural, ndo gerando dano ao tecido.
A apoptose dessas células faz com que liberem as proteinas que estavam presentes na
camada granular formando a barreira lipidica extracelular hidrofébica, que tem como

responsabilidade manter a homeostase do tecido®.

Durante as ultimas décadas, a camada protetora de 0zo6nio foi danificada e resultou em um
aumento significativo da radiacdo solar que chega a Terra. Como consequéncia, a incidéncia
de varias doencas e distarbios relacionados com a exposicdo excessiva a radiacao ultravioleta
solar (UV) aumentou assustadoramente nos ultimos anos, como as neoplasias cutaneas

malignas®.
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Os raios solares contém a radiacdo UV A, B e C. Os raios UVC incidem em um comprimento
de onda que varia entre 180 e 290 nm, enquanto os raios UVB incidem entre 290 e 320 nm,
e os raios UVA entre 320 e 400 nm. Os raios UVA e UVB s&o os principais responsaveis pela

maior parte das les6es cutaneas devido a excessiva exposicdo a radiacéo solar’.

A fotocarcinogénese consiste no desenvolvimento de cancer de pele induzido pela radiacdo
ultravioleta que produz complexos radicais, como hidroxila, elétrons aquosos, radicais
hidrogénio e superoxido. Esses produtos, sdo produzidos por reacdes fotossensiveis diretas
e indiretas, que levam a quebra do DNA e danos na base, sendo, letais e mutagénicas. Na
pele, a melanina € um importante croméforo, que age como filtro na absorcéo das radiacdes
UVA, UVB e VL. A melanina é quem absorve a radiag&o visivel, auxiliando na transformacao
dessa energia em calor e distribuindo entre o0s cabelos e vasos sanguineos
(capilares). Também ajuda a eliminar radicais, como as moléculas de hidroxila e oxigénio,

preservando o DNA contra a formac&o de bases de pirimidina?2.

O cancer de pele pode ser classificado em dois grandes grupos: o melanoma e o nao-
melanoma. O melanoma € originario dos melandcitos, e é raro se comparado ao nao
melanoma. No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), no ano de 2016, houve 5.670 novos casos de melanoma (sendo 3 mil homens

e 2.670 mulheres) e em torno de 1.547 6bitos’.

Como a pele é heterogénea, o cancer de pele ndo-melanoma pode apresentar tumores de
diferentes linhagens. Os mais frequentes sdo o carcinoma basocelular e o carcinoma

espinocelular. O carcinoma basocelular, apesar de mais incidente, € o0 menos agressivo?.

Estudos desenvolvidos nos EUA mostraram que a taxa de carcinoma basocelula aumentou
com a idade e os homens tiveram uma incidéncia significativamente maior de CBC do que as
mulheres. A incidéncia entre os americanos com menos de 40 anos, particularmente entre as

mulheres?s.

O carcinoma de células escamosas cutaneas (CEC) é o segundo tipo de cancer mais comum
na Australia. A maioria dos CCEs surgem de lesdes de ceratose actinica pré-maligna (QA)

que se formam na pele exposta ao sol cronicamente 4.

O melanoma em si corresponde ao estagio final da carcinogénese melanocitica, na qual a
instabilidade genética das células iniciadas leva a um aumento da sua capacidade proliferativa
e de invasao. Individuos que se expdem a radiacdo UV, tém aumentado a quantidade de
melandcitos, gerando mudancas proliferativas, e essas mudancas séao classificadas de acordo

com a agressividade’.
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O cancer de pele é um dos canceres mais comuns no mundo. A maioria dos canceres de pele
se desenvolve a partir da exposicdo a radiacao ultravioleta, principalmente da exposi¢cdo ao
sol. As maiores taxas de incidéncia de cancer de pele em todo o mundo estdo na Australia e

na Nova Zelandia, onde duas em cada trés pessoas séo diagnosticadas em sua vida*® 6,

O uso de protetores solares previne queimaduras na pele e evita danos mais graves para o
ser humano. No entanto, evitar a exposicdo solar entre as 11 horas e as 17 horas, usar
vestuario adequado, adequar a exposicao ao fototipo da pele, ingerir agua durante os
periodos de exposicao, usar 6culos escuros e renovar a aplicacdo do protetor solar a cada

duas horas, sdo algumas formas de complementar o efeito preventivo do protetor solar'’.

A cor de pele é tradicionalmente definida pelo sistema de tipos de pele proposto por Fitzpatrick
em 1988 (Tabela 1), que caracteriza os individuos em seis fototipos de pele (I-VI) e a

susceptibilidade a queimadura solar®.

Classificacio daos fototi

Fototipos Caracteristicas Sensibilidade ao Sol

| - Branca Queima com facilidade,  Muito sensivel
nunca bronzeia

Il - Branca Queima com facilidade, Sensivel
bronzeia muito pouwco

Il - Morena Clara Queima moderadamente, Mormal

bronzeia moderadamentea
IV - Morena Moderada  Queima pouco, bronzeia  Mormal
com facilidade

V- Marena Escura Queima raramente, Pouco sensivel
bronzeia bastante

V¥l - Megra MNunca queima, totalmente
pigmentada Insensivel

Quadro 1- Classificagéo dos fototipos conforme Fitzpatric?8.

Em nosso pais, a tendéncia cultural da exposi¢do solar nas praias ainda é muito popular. A
maioria dos turistas vao as praias no periodo de maior incidéncia de radiacdo ultravioleta,
estando suscetiveis a grandes quantidades de radiacdo ultravioleta e seus riscos

relacionados*?.

Peles mais morenas sdo mais melanocompetentes e reduzem a penetracdo de UVR e as

taxas mais rapidas de reparo de DNA, quando comparadas a peles mais claras *2.

Evidéncias cientificas demonstram o impacto da luz UV nos diferentes fototipos, sendo assim
necessario utilizar da tecnologia dos fotoprotetores, prevenindo cancer de pele além da

protecdo contra fotodermatoses e fotoenvelhecimento?®: 2%

A radiagdo ultravioleta (UV) da luz solar pode levar a multiplos efeitos adversos, incluindo

fototoxicidade cutadnea (queimadura solar), fotoenvelhecimento e carcinogénese. O UVB
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induz diretamente dimeros de ciclopirimidina (CPDs) dentro do DNA gendmico (gDNA) de
queratinécitos e melandcitos, e tanto a exposi¢cdo UVA como UVB aumentam a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que lesam uma variedade de componentes celulares,
incluindo o gDNA, e induzir citocinas imunossupressoras. Por este motivo a radiacdo UV esti

ligada ao desenvolvimento do cancer cutaneo de melanoma e ndo-melanoma *

A fotoprotecdo é um conjunto de medidas que visam reduzir a exposi¢do solar e prevenir 0

desenvolvimento de dano agudo e crénico na pele??,

As formulacdes fotoprotetoras topicas apresentam acao fisica ou quimica que diminuem o
efeito da radiacdo UV por mecanismos de absor¢ao acado quimica, por dispersao ou reflexdo
da radiacdo acéo fisica. A qualidade de um fotoprotetor depende do seu FPS (Fator de
Protec&o Solar) a radiacdo UVB, da medida de prote¢do PPD (Persistent Pigment Darkening)
ou UVA-PF (Fator de Protecao a radiacdo UVA), e das suas propriedades fisico-quimicas
como: formagdo de pelicula ideal sobre a pele, estabilidade, baixa hidrossolubilidade e

hipoalergenicidade’.

Temos também o uso de fotoprotetores orais como nicotinamida, que em diversos estudos
vém demonstrando efeitos fotoprotetores contra carcinogénese. Assim, 0s pesquisadores
sugerem o uso de fotoprotetores topicos associados a fotoprotetores orais na prevengéo do

cancer?,

A utilizac&o de protetor solar €, cada vez mais, uma necessidade, por desempenhar um papel
importante na protecdo a radiagdo solar, na prevencdo do cancer de pele. Assim sendo, se
tornou fundamental desenvolver novos protetores solares, no sentido de incorporar
preparacdes que oferecam maior eficacia na absorcao da radiacdo UV, ou seja, que permitam

uma maior protecdo oferecida pelo protetor solar®’.

E possivel observar grande importancia da aplicacdo do filtro solar para prevenir o
aparecimento de lesdes neoplasicas causadas pelo ndo uso ou uso inadequado do filtro solar

que gera lesdes celulares e no DNA.

Estima-se que, ho mundo todo, 45% dos canceres que podem ser prevenidos sdo cutaneos
e que a maioria das mortes causadas pelo melanoma pode ser evitada. Varios estudos
mostram a necessidade de medidas educativas de fotoprotecéo para a populacdo. Mesmo os
pacientes que ja foram diagnosticados com neoplasias cutdneas nem sempre mudam sua

rotina, incluindo os habitos de bronzeamento'2.

Autores como Leonrad?, Marques'’e Marzuca®® afirmaram diversas vezes a importancia do

uso correto do fotoprotetor para a prevencao dos danos causados pela radiacéo ultravioleta.
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Com base no levantamento de dados, foi avaliado que o niUmero de pacientes diagnosticados
com cancer de pele no mundo tem aumentado, principalmente em regifes onde a populacéo

apresenta fototipos mais baixos como paises da Oceania, Europa e Canada.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que com o aumento da incidéncia em casos de cancer de pele, como carcinomas
espinocelulares e basocelulares, relatados em todo o mundo, o uso de agentes fotoprotetores
tem aumentado ao longo dos anos. Houve melhora sintomética e reducdo nos casos de
cancer de pele quando agentes fotoprotetores sdo utilizados de forma terapéutica ou
profilatica, indicando a necessidade de promover e regularizar sua aplicacdo? O uso de
protetor solar € um comportamento que pode ajudar a reduzir o risco de cancer de pele, entre
outras doencas®. O alto indice de melanomas e ndo melanomas atribuidos a exposicéo solar

UVR ressalta o potencial de prevencéo desses canceres >
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RESUMO

Com o avango de pesquisas foi ampliado o entendimento e a relacdo da genética com o
transtorno do espectro autista (TEA), que € compreendido clinicamente como um conjunto de
condi¢gbes que sao representadas pelo comprometimento do comportamento social. Atualmente
0 cenario clinico para diagnésticos ainda é considerado um desafio pois ndo existe um teste
definitivo. Apesar do TEA ter causas multifatoriais que € o principal obstaculo para o seu
diagndstico, a genética € um potencial agente influenciador, com centenas de genes candidatos.
Genes estes que frequentemente sédo responsaveis por agdes no sistema nervoso, sendo que a
ocorréncia de uma variante genética pode influenciar em seu funcionamento a partir de vias de
sinalizacdo sinapticas especificas. Visto isso, este trabalho tem como objetivo realizar uma
revisdo bibliografica do uso do sequenciamento completo do exoma para diagnéstico de casos
de TEA com foco no quadro ndo sindrémico, debatendo seus beneficios bem como limitacdes e
perspectivas. Foi realizada uma revisao bibliogréafica de artigos cientificos com as palavras-chave:
TEA, sequenciamento completo do exoma e sequenciamento de nova geracdo, TEA ndo
sindrbmico. As pesquisas aqui reunidas elaboram e reforcam a importancia do uso de
sequenciamento do DNA para pesquisa e diagnéstico do autismo ou outras condicbes que
possam ser afetadas por tal.

Descritores: autismo, transtorno do espectro autista, sequenciamento do exoma,
sequenciamento de nova geracao

ABSTRACT

With the advancement of research, the understanding and relationship between genetics and
autism spectrum disorder (ASD) has been expanded, which is clinically understood as a set of
conditions that are represented by the impairment of social behavior. Currently, the clinical
scenario for diagnoses is still considered a challenge because there is no definitive test. Although
ASD has multifactorial causes, which is the main obstacle to its diagnosis, genetics is a potential
influencing agent, with hundreds of candidate genes. These genes are often responsible for
actions in the nervous system, and the occurrence of a genetic variant can influence its
functioning. Given this, this work aims to carry out a literature review of the use of whole exome
sequencing for the diagnosis of ASD cases with a focus on non-syndromic conditions, debating
its benefits as well as limitations and perspectives. A bibliographic review of scientific articles was
performed with the keywords: ASD, whole exome sequencing and next generation sequencing,
non-syndromic ASD. The research gathered here elaborates and reinforces the importance of
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using DNA sequencing for research and diagnosis of autism or other conditions that may be
affected by it.

Descriptors: autismo, autism spectrum disorder, exome sequencing, next generation
sequencing

INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € definido como a ocorréncia de comprometimento social
e comportamentos ou interesses restritos e repetitivos®. Esses sintomas sdo frequentemente
relatados de forma que haja comorbilidade com outros sintomas neuropsiquiatricos, incluindo

deficiéncia intelectual, atraso no desenvolvimento, convulsdes e transtorno de déficit de atencéo?.

O TEA é classificado com base em uma distin¢cao exclusiva de critérios clinicos, portanto, pode
ser sindrémico e n&o sindrémico?. O termo “sindrémico” refere-se a condicdes nas quais o TEA

ocorre em conjunto com fenétipos adicionais e/ou caracteristicas dismorficas e na maioria dos

casos a etiologia genética é conhecida como, por exemplo, sindrome do X-fragil, sindrome de

Rett, esclerose tuberosa, entre outras?.

Em contrapartida, a definicdo de TEA “nao sindrémico" se refere ao “autismo classico”, conforme
descrito por Kanner, no qual nenhum sintoma adicional esta presente 3. Nestes casos, fatores
ambientais e genéticos sdo considerados como fatores etioldégicos importantes do TEA nado

sindrémico, ou seja, existem desafios em considerar apenas um Unico gene “.

As tecnologias de sequenciamento de DNA tém desempenhado papéis importantes na biologia
molecular na area de pesquisa e nos testes diagndsticos na aplicagdo clinica®. A plataforma de
primeira geragéo, sequenciamento de Sanger, foi desenvolvida por Fred Sanger em 1977, e tem
sido usada por décadas em pesquisa e genética clinica °. Trés décadas depois, o
sequenciamento de nova geracdo (NGS) ou sequenciamento massivo paralelo, um método de
sequenciamento simultdneo de milhdes de fragmentos de DNA (ou DNA complementar), foi
rapidamente adotado no laboratério clinico devido a sua capacidade de analisar simultaneamente
varios genes ou regibes génicas com um teste Unico em comparagdo com 0s métodos

tradicionais®.

Apesar de ndo existir um Unico gene responsavel pelo TEA nao sindrémico, diversos trabalhos

destacaram o potencial do sequenciamento exoma para identificar variantes atraso no



ACiS * S3o Paulo ¢ vol. 11 n. 4 e p. ?-? e outubro 2023 p. 33

desenvolvimento ou TEA ‘. Portanto, este trabalho visa realizar uma revisio de literatura acerca

do uso do sequenciamento do exoma na pesquisa do TEA n&o sindrémico.

METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de um artigo de revisdo bibliografica em relagdo a aplicacdo do
sequenciamento do exoma na pesquisa de pacientes com TEA ndo sindrdmico e foi realizado
mediante busca de artigos no banco de dados eletrdnicas PUBMED (National Library of Medicine and
The National Institute of Health). Foram selecionados os trabalhos em linguas inglesa e
portuguesa, publicados no periodo de 2000 a 2021. Os artigos selecionados contemplavam pelo
menos duas das palavras-chaves utilizadas. TEA nao sindrémico; sequenciamento completo do
exoma; sequenciamento de nova geracao; diagnostico genético; variantes genéticas. Nao foram

utilizados trabalhos que abordassem a pesquisa em TEA sindrdmico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca realizada nas bases de dados resultou em mais de 10 mil artigos com o tema TEA e TEA
ndo sindrémico. E notavel uma crescente em relacdo ao tema como mostra o gréafico 1. Na
imagem podemos ver que dos anos 2010 a 2022, houve um aumento consideravel de publicagbes
e pesquisas publicadas em relacdo ao tema, sendo o ano de 2021 com o maior numero de
trabalhos, demonstrando que a pesquisa acompanhou o progresso dentro da tecnologia aplicada
a genética médica. Em relacdo ao TEA nao sindrédmico que é o foco deste artigo, durante o
levantamento bibliografico foi localizado cerca de 9.635 trabalhos publicados.

Grafico 1, onde é possivel observar a porcentagem de artigos cientificos sobre TEA nao sindrémico
publicados entre 2010 - 2022

ARTIGOS PUBLICADOS:

1.500

1.000 P

500 _—

@ TEA NAO-SINDROMICO
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O exoma € composto por aproximadamente 1-2% do genoma humano, mas contém cerca de
85% das variantes patogénicas conhecidas®. Por isso, essa metodologia é uma ferramenta muito

robusta para auxilio no diagnéstico molecular de muitas condicdes clinicas®.

O sequenciamento do exoma é realizado por meio do NGS podendo ser utilizada uma amostra
biol6gica do paciente, como sangue ou saliva, liquido amniético, entre outras para o isolamento
de DNA com kits comerciais especificos, purificacdo do DNA gendmico e captura dos éxons para
o sequenciamento®. As sequéncias geradas serdo alinhadas de acordo com um genoma
referéncia para que as alteracbes sejam identificadas e filtradas a partir de técnicas de
bioinformatica, com pesquisas e rela¢des entre os resultados de bancos de dados genémicos

para correlacdo gendtipo e fenétipo, a depender da suspeita 8.

A tecnologia do NGS foi desenvolvida por diferentes empresas comerciais®. Em geral, os fluxos
de trabalho das diferentes tecnologias de sequenciamento incluem as etapas: preparagdo do
template incluindo extragdo de acido nucleico, preparacéo de biblioteca incluindo amplificagéo
clonal e sequenciamento e alinhamento de leituras curtas, com analise e interpretacao de

variantes/alteragdes °.

O NGS pode ser aplicado como um painel que contemple genes direcionados para um
fenotipo/condigdo, como o sequenciamento do exoma (sequenciamento dos exons de todos 0s
genes, com suas regides flanqueadoras), genoma completo ou sequenciamento de DNA

mitocondrial 1°.

Estima-se que variantes em mais de 400 genes e variacdes do nimero de cépias (CNVSs)
(microdelecdes e microduplicacbes) delecdes e duplicacbes podem representar variantes de alto

a moderado risco para a TEA'?,

A utilizacdo de exames moleculares na clinica de doencgas genéticas permite também a avaliacdo
do risco de recorréncia familiar e aconselhamento genético que pode auxiliar no prognostico e
perspectiva terapéutica uma vez que, além de ajudar na identificacdo da etiologia, consegue
identificar areas que necessitam de suporte!?>. Embora um exame genético tenha todos esses
beneficios, um estudo americano demonstrou que tais exames estdo longe de serem

recomendados pelos médicos, e apenas 17% 0s prescrevem aos seus pacientes!?,

Na ultima década, o NGS facilitou a identificacdo de variantes e a avaliagdo de variacbes
genéticas raras de Unico nucleotideo ou de baixa frequéncia que antes eram indetectaveis usando
tecnologias baseadas em arrays®. O sequenciamento completo do exoma permitiu a deteccéo de

variantes deletérias que alteram a sequéncia codificadora de proteinas e a identificacdo de
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diversos genes significativamente associados ao TEA. A descoberta de genes bem-sucedidos
com conjuntos de dados gendmicos funcionais aumentou a compreensdo da neurobiologia do
TEA e, em ultima analise, facilitou o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas eficazes. Além
disso, as variantes encontradas a partir do NGS no sequenciamento do exoma podem ser
confirmadas com o sequenciamento de Sanger, principalmente quando s&o localizadas muta¢cfes

gue envolvem regiées genémicas complexas®.

O poder de pesquisa do numero de genes descobertos que evidenciam o TEA foi potencializado
pelo NGS, uma vez que alguns destes genes alteram amplamente o desenvolvimento do TEA
enquanto outras mutacdes raras e de novo sdo mais especificas. Existem aproximadamente 102
genes que implicam no risco individual de desenvolvimento do TEA, porém € importante o estudo

da associacéo entres os fenétipos e genétipos desses genes de riscols,

Consequentemente foram identificados varios loci que podem contribuir para o fenétipo em
adicdo ao mapeamento desses estudos, genes candidatos funcionais e abordagens protedmicas
identificaram variantes em genes especificos que afetam a suscetibilidade de desenvolvimento
do TEA™,

Evidenciou-se dois principais tracos ligados ao TEA: a esquizofrenia e a alteracdo do nivel de
aprendizado. Apesar disso, a comunidade médica tem levantado a influéncia de alteracdes raras
em genes que possam sofrer grande impacto clinico em quadros de TEA, um desses genes, por
exemplo, é o KMT2E que apresenta tanto risco comum como variacéo de risco raro individual

para expressar o autismo4,

De acordo com o banco de dados Sfari Gene, o gene KMT2E indicado no estudo citado também
foi reportado um total de 16 vezes, onde 9 delas era associado ao TEA, o banco de dados também

demonstra que das variantes encontradas 78 eram variantes raras 23.

Uma classe de mutacdes relevantes € aquela que afeta os genes associados as vias de
sinalizagdo como fatores de iniciagdo da tradugéo, responsaveis por iniciar a sintese de proteinas
nos ribossomos. Essas mutagfes podem levar a um desequilibrio na producdo de proteinas

essenciais para o desenvolvimento e funcédo cerebral adequados *°.

A alteracdo nos niveis de funcionamento de proteinas sinapticas pode acarretar problemas de
cognicdo e de desenvolvimento, com o autismo como consequéncia, podendo também ter causas

de insuficiéncia de Shank3, neuroxinas ou neuroliginas?'.
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A traducédo dependente de atividade desempenha um papel crucial no desenvolvimento sinaptico
adequado e na plasticidade cerebrall6. Durante esse processo, proteinas especificas de ligacao
ao mRNA, como a FMRP (Proteina do atraso cognitivo do X-fragil/ Fragile X Mental Retardation
Protein), tém a capacidade de regular a traducdo em neur6nios, influenciando assim a sintese de

proteinas necessarias para o funcionamento neuronal adequado?®.

A FMRP, é uma proteina que desempenha um papel importante na regulacao da tradugdo em
neurdnios. Deficiéncias na expressao ou fungdo da FMRP foram associadas ao autismo e a
defeitos cognitivos?®. Essas alteracdes podem levar a um desequilibrio na sintese de proteinas
criticas para a formacdo de sinapses e para a plasticidade sinaptica, que sao processos

essenciais para o desenvolvimento e funcionamento normal do cérebro 6.

Além disso, os RNA-binding proteins (RNA BPs) podem ser detectados também dentro do
formato do sequenciamento de RNA a partir do NGS, ajudando a compreender melhor quais
MRNAs s&o regulados por essas proteinas e como suas alteragbes podem afetar a funcéo
cerebral 7. Através da identificacdo desses alvos de mRNA é possivel obter novos
direcionamentos sobre as vias de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento do autismo e
defeitos cognitivos especificos que néo estejam claros apenas no sequenciamento do DNA dentro

dos éxons 8.

As principais vias celulares subjacentes ao TEA estdo interconectadas por meio da atividade
neuronal20. Variantes de risco bem estabelecidas sao encontradas em genes que funcionam em
trés vias celulares criticas: funcdo sinaptica, sinalizacdo WNT (Sitio de Integragdo Relacionado
ao Wingless) e traducéo20. Essas trés vias séo altamente integradas: a sinalizagdo WNT controla
0S principais programas transcricionais que afetam a maturacdo neuronal e a formacédo de
circuitos neurais, que também dependem da atividade singptica durante o desenvolvimento; a
traducdo localizada na sinapse esta subjacente a plasticidade singptica e a cogni¢cdo, enquanto
a traduco sinaptica é estimulada pela atividade sinaptica. E importante ressaltar que as trés vias

respondem e séo afetadas pela atividade neuronal .

Na verdade, variantes penetrantes ndo codificadoras que interrompem o padrdo normal de
splicing do RNA mensageiro (MRNA), mesmo que ocorram fora dos dinucleotideos essenciais de
splicing GT e AG, frequentemente chamadas de variantes de splicing criptico, tém sido
reconhecidas ha muito tempo por desempenhar um papel significativo em doencas genéticas
raras'®. No entanto, as mutacdes de splicing criptica sdo frequentemente negligenciadas na

pratica clinica devido ao entendimento incompleto do cédigo de splicing e a dificuldade resultante
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em identificar com precisdo variantes que afetam a splicing fora dos dinucleotideos GT e AG

essenciais 1°.

O splicing é um tipo de processamento de RNA no qual as sequéncias denominadas introns sédo
removidas, enquanto as sequéncias remanescentes (exons) sdo unidas formando um RNA
maduro, que pode ser mensageiro ou ndo codificante?®. Esta é uma forma de regulacédo
importante, pois contribui, apés o evento de transcricdo, para o controle da expressdo dos

genes?®,

No processamento conhecido por splicing alternativo, diferentes exons de um mesmo pré RNA
podem ser utilizados na producgéo de diferentes RNAs maduros, e assim gerar proteinas distintas
a partir de um unico gene, caso essas variagdes encontrem-se em regiées codificantes. Dessa
forma, o splicing alternativo pode levar a um grande aumento na diversidade de proteinas. O que
permite que informacdes especificas de um unico gene se modifiquem dependendo de sinais do
ambiente, gerando transcritos maduros distintos, e conferindo assim uma maior plasticidade a

expressao génica 1.

A importancia de investigar o splicing alternativo no TEA é dada pelo fato de que vérios genes
implicados em distUrbios neurolégicos tém atividade de ligacdo ao RNA9222, Foi relatado em uma
pesquisa que o FMRP interage com a proteina de ligacdo ao RNA RBM14 para regular o splicing
alternativo de pelo menos dois genes com fungfes neuronais importantes (Zfyve27 e Mapt) em
camundongos??. Esta descoberta indica que o FMRP poderia ter um papel mais amplo na
regulagéo do splicing, embora no momento da escrita, possiveis mudangas em perfis de splicing
alternativos ainda ndo tenham sido abordadas no nivel transcriptbmico em pacientes com
sindrome do X fragil. Essas observacdes enfatizam a necessidade de uma analise cuidadosa dos

eventos de splicing interrompidos no autismo 22,

De acordo com Ahmet o Caglayan foi observado que as neuroliginas e neuroxinas cerebrais
interagem entre si, sendo expressas em neurbnios pré-sinapticos, que sofrendo alteracdes de
causa genética possam expressar caracteristicas clinicas em pacientes com TEA3. O gene
Neuroxina 1 (NRXN1), localizado no cromossomo 2p16.3 codifica uma variante do peptideo de
sinal da Neuroxina 1, na sua funcionalidade essa proteina de superficie celular neuronal pode
estar presente no reconhecimento e na adeséao celular, formando jun¢des intracelulares por meio
da ligacdo as neuroliginas, havendo como forte fator de sinalizacdo a investigacdo do gene

mutado da Neuroxina em individuos com autismo 3.
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Um estudo realizado por Levinson e El-Husseini, analisou o papel da interacdo Neurologinas-
Neuroxinas na maturacao e funcionamento das sinapses, assim como através dos mecanismos
dessas proteinas, quando defeituosas, podem levar ao autismo?2. Além destes, outros genes
mutados podem alterar a funcionalidade de proteinas responsaveis fatores de sinalizacbes

sinpticas que possam justificar caracteristicas dentro do quadro de TEA %,

Dentro da classificagéo néo sindromica, autores como Cosemans, Ohashi, Rauch, Souza CB, et
al., relataram genes e tipos de mutacbes afetadas a partir de amostras as quais os individuos
possuiam caracteristicas clinicas relevantes em sintonia aos achados genéticos, o quadro 1,
aborda os principais estudos em variacdo com a metodologia de interesse e 0 nimero de casos
reportados.

Quadro 1 - Lista de artigos que evidenciam tipos de mutacdes e genes afetados para casos de TEA ndo
sindrémico.

Autor e ano Genes Tipos de Metodologias Classificacéo Amostras
afetados mutacbes de estudo
DMTN, 29.085
Cosemans et EGR3, Delecdo 8p21.3 Sequenciamento TEA individuos 70
FGF17, LGI3, (de novo, de Exoma, N&o-sindrémic casos (CNVs)
al. 2021 *
PHYHIP e VUS) SNP-array o] 19584 controles
PPP3CC (Coe et al.)
OPRLI, SCTR, Non-synonymu Microarray TEA 42 individuos, 2
Ohashi et al. RELN, s, SNVs, CGH, casos (WES),
BDKRBI, N&o-sindrémic
2021 * indels, Splice  Sequenciamento 48 individuos, 3
RELN e o]
Site de todo exoma casos (CGH)
EHMTI
STXBP1, 51 individuos,
Rauch et al. Sequenciamento TEA 45 casos
SYNGAP1 e LoF, Missense N&o-sindrémic (variantes de
2012 * de Exoma
SCN2A o] novo), 20

controles
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Fontes BMC, MET, RELN, TEA
SLC6A4, Sequenciamento
Souza CB. De novo N&o-sindrémic Artigo Tedrico
PTEN, TSC1, (NGS)
2022 * o}
TSC2.

*LoF: variantes que afetam a funcdo de uma proteina, podem ser patogénicas ou benignas

*VUS: Variantes de significado incerto sobre as quais ainda néo existem informacdes concretas sobre a
probabilidade de serem patogénicas ou benignas a partir dos reportes de casos em bancos de dados
genéticos

Dentre os genes citados, é importante ressaltar a frequéncia e consequéncia expressiva dessas
mutacgdes no paciente portador, além destes temos os genes NLGN3 e NLGN4, respectivamente
localizados nos loci cromossémicos Xgl3 e Xg22.23, foram encontrados mutados em 1 a cada
100 individuos que apresentam o TEA, em que o fendtipo clinico da mutacdo do NLG humano é
heterogéneo, sendo assim esses portadores normalmente ndo apresentam caracteristicas
dismoérficas, no entanto eles podem passar por regressdes no inicio da manifestagdo dessa

condicdo, caracterizado pela perda de marcos sociais e verbais .

CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as possibilidades que o sequenciamento nos traz, a comunidade cientifica tem levantado
discussbes importantes ao longo dos anos a partir de amostras e pacientes que ajudam a formar
uma elucidacdo maior sobre a frequéncia de causas genéticas do TEA e a importancia do

sequenciamento para relagéo e diagnastico clinico.
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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doencga neurodegenerativa progressiva que afeta a
memoria e fungBes cognitivas. Foi descrita por Alois Alzheimer. em 1907, e afeta milhdes de
pessoas. A doenca passa por trés estagios principais e envolve a formacao de placas senis e
emaranhados neurofibrilares no cérebro. O tratamento atual € principalmente sintomatico e
inclui inibidores de acetilcolinesterase, que causam inimeros efeitos colaterais. Pesquisas
recentes em modelos animais exploraram o potencial das células-tronco (CTs) para regenerar
o tecido cerebral danificado pelo Alzheimer, com resultados promissores, incluindo a
capacidade de se diferenciar em células neuronais e liberar fatores de crescimento e
moléculas anti-inflamatorias. Essa pesquisa tem como objetivo compreender a fisiopatologia
e tratamentos disponiveis para a DA, avaliando a utilizagéo da terapia CTs. Foi usado para a
pesquisa desse estudo de revisdo bibliografica, os artigos publicados nas bases de dados:
PubMed, Scielo e Google Académico.

Descritores: alzheimer, terapia celular, célula-tronco, mesenquimais

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease that affects memory and
cognitive functions. It was described by Alois Alzheimer in 1907 and affects millions of people.
The disease progresses through three main stages and involves the formation of senile
plaques and neurofibrillary tangles in the brain. Current treatment is primarily symptomatic and
includes acetylcholinesterase inhibitors, which have numerous side effects. Recent research
in animal models has explored the potential of stem cells (SCs) to regenerate brain tissue
damaged by Alzheimer's, with promising results, including the ability to differentiate into
neuronal cells and release growth factors and anti-inflammatory molecules. This research aims
to understand the pathophysiology and available treatments for AD, evaluating the use of SCs
therapy. For this literature review study, articles published in the following databases were
used: PubMed, Scielo, and Google Schola

Descriptors: alzheimer, cell therapy, stem cell, mesenchymal

INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva e irreversivel, que
afeta principalmente a memoria e outras funcdes cognitivas 1. Foi descrita pela primeira vez

pelo neuropatologista Alois Alzheimer, em 1907 1.

A DA de acometimento tardio geralmente ocorre de forma esporadica em pessoas com cerca
de 60 anos, enquanto a DA de acometimento precoce, que tem uma incidéncia em pacientes

com cerca de 40 anos, € mais recorrente em familias t. Cerca de 1,2 milhGes de pessoas
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vivem com alguma forma de deméncia e, por ano, 100 mil novos casos séo diagnosticadosz2.
De acordo com as estimativas da Alzheimer's Disease International, esses nimeros poderéao
chegar a 74,7 milhGes até 2030 e 131,5 milhGes até 2050, mostrando que DA caracteriza uma

crise global 2.

De acordo com o Ministério da Saude, em 2015, as frequéncias no registro pela mortalidade
foram maiores nas regifes sudeste e menores na regiao norte, com registros somados em
um total de 59,45% e 1,65% respectivamente 3. O Alzheimer constitui mundialmente um grave
problema de saude publica e seus custos como tempo, perda de produtividade, expectativas
negativas de familiares, limitagcdes especificas de diagndstico e tratamento, sao responsaveis
por repercussdes na qualidade de vida de um grande niumero de idosos, ja que os tratamentos
atuais para a doenga seguem sendo apenas sintomaticos, onde nenhum farmaco é capaz de

impedir a progressao da doenca 2.

O FDA (Food and Drug Administration), érgao regulatério de medicamentos dos EUA, aprovou
dois tipos de medicamentos para tratar a Doenca de Alzheimer: Inibidores da
acetilcolinesterase (Donepezila, Rivastigmina e Galantamina) e Memantina *. Esses
medicamentos visam tratar os sintomas cognitivos da doencga, como perda de memoria,
confusdo mental e lentiddo do raciocinio 4. Embora ndo possam deter o dano cerebral causado
pela doenca, eles podem ajudar a diminuir ou estabilizar os sintomas por um periodo limitado,

agindo nos processos envolvidos na comunicacéo entre as células nervosas do cérebro “.

Os efeitos colaterais dos medicamentos para o Alzheimer muitas vezes sao complexos e
podem ser considerados desafios significativos °. Esses medicamentos séo projetados para
atuar em processos quimicos e bioldgicos no cérebro, visando diminuir a progressdo da
doenca e aliviar os sintomas cognitivos e comportamentais °. No entanto, essa interacéo
delicada pode desencadear respostas ndo intencionais em outras partes do corpo, resultando
em efeitos colaterais °. A complexidade do cérebro é um fator crucial nesse contexto 5. O
cérebro é um orgdo altamente interconectado, onde diferentes areas e sistemas estédo
intricadamente envolvidos em uma variedade de fungbes °. Quando medicamentos séo
introduzidos para modificar processos especificos relacionados a doenca de Alzheimer, existe
a possibilidade de que essas intervencdes afetem outras funcdes cerebrais °. Além disso, o
desenvolvimento de medicamentos para o cérebro enfrenta desafios Unicos devido a barreira
hematoencefalica, uma barreira protetora que regula o que pode entrar no cérebro a partir do

sistema circulatério °.

A terapia com células-tronco (CTs) representa uma das abordagens terapéuticas avangadas
atualmente em investigacdo para tratar a doenca de Alzheimer . Seu objetivo é substituir as

células cerebrais danificadas por CTs saudaveis, capazes de se reproduzir e se diferenciar
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em novas células cerebrais funcionais . Uma caracteristica importante dessa abordagem é
que, frequentemente, as CTs utilizadas no transplante sao do préprio paciente (autélogas), o

que reduz consideravelmente o risco de rejeicéo, reacdes imunoldgicas e efeitos adversos °.

Essa pesquisa tem como objetivo compreender a fisiopatologia e tratamentos disponiveis para
a DA, além de avaliar sobre a utilizagédo da terapia com CTs, verificando sua patogénese, se

apresenta resultados positivos em pesquisas clinicas e se pode ser valida futuramente.

METODOLOGIA

A metodologia usada para esse estudo foi de revisao bibliografica, usando como base os
artigos publicados nas seguintes bases de dados: PubMed, Scielo e Google Académico,
utilizando os descritores “alzheimer”, “células-tronco”, “terapia celular’ e “fisiopatologia”.
Foram escolhidos artigos mais recentes para dados epidemiolégicos, tratamentos e a
pesquisa clinica, variando entre 2015 e 2023. Para informag@es fisiopatologicas os dados

mais recentes variam entre 2000 e 2003.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer (DA)

A DA é uma proteinopatia de evolucgédo lenta, que atinge o cérebro; caracterizada pela atrofia
cortical com morte neuronal e consideravel aumento dos ventriculos e sulcos cerebrais ’. Afeta
principalmente as areas hipocampais e corticais associadas, que sao responsaveis pelas
funcdes cognitivas e motoras, regulacdo do comportamento emocional, processamento de
informacgdo e aprendizado, e consolidacdo da meméria 7. Por isso, lesdes nessas areas

podem causar os sintomas motores, cognitivos e psiquiatricos ’.

A DA é marcada por estagios, podendo ser trés (leve, moderado e grave), ou sete, como foi
tratado por POIRIER e GAUTHIERS®, como estagios mais detalhados 8.

A fisiopatologia da doenca pode ser separada em macroscopica e histolégica 8. Na
macroscopica, € descrita pela formacédo de placas senis e emaranhados neurofibriliares,
sendo esses uma agregacao da proteina Tau, que leva a um processo neurodegenerativo
com neuroinflamacdo 8 Na histolégica, observa-se a presenca da proteina Tau
hiperfosforilada, com agregados de peptideo B amiloide, redugdo da densidade sinaptica,
ativacao de células da glia e perda neuronal, incluindo as células do sistema colinérgico, onde

a transmissao esta relacionada a aprendizagem e consolidacdo da meméaria .
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A proteina Tau, esta associada aos microtubulos, e tem como fungéo estabiliza-los, mantendo
sua estrutura e interacédo entre a actina e os neurofilamentos 8. A proteina B amiloide deriva
da clivagem da proteina precursora amiloide (PPA), que é uma glicoproteina transmembrana
presente nos neurdnios, acredita-se que esta proteina possui funcédo de protecédo do cérebro
contra infecgGes e neuroplasticidade 8. A clivagem da PPA, descrita pela cascata de Flood,
em 1994, pode ser ndo amiloidogénica, feita pela enzima a-secretase, onde seu produto é
clivado posteriormente por y-secretase que gera um peptideo pequeno e sollvel; ou
amiloidogénica, clivada pela B-secretase e depois pela y-secretase, que da origem a um
peptideo com sequéncia de 40 ou 42 aminoéacidos (aa), insollvel e predisposto a agregar-se®.
Acredita-se que a forma A-B-42 seja a mais toxica, j& que dois aminoacidos a mais estéo
relacionados a maior tendéncia a se dobrar mal e agregar, formando oligbmeros, causando
modificagdes na funcéo cognitiva® Essas conformacdes oligoméricas causam distlrbios na

sinapse e geram ativacdo de células da glia e inflamacéo 8.

Os astrécitos e as microglias também possuem um papel importante na patologia da DA, ja
que essas alteragbes de acumulo proteico extracelulares se distribuem por todo o cortex, se
fixando nas paredes dos vasos e liberando moléculas pro-inflamatérias e proteases de forma
excessiva pelos astrécitos 8. A medida que as micrdglias fazem fagocitose, também liberam
oxido nitrico, glutamato e radicais superéxidos que lesionam ainda mais o tecido saudavel®.

Essa inflamacéo pode aumentar o risco de DA &.

A causa da doenca vem sendo discutida desde os anos 70, onde comecaram a surgir as
primeiras hipéteses etiolégicas 8. A hip6tese de disfuncdo glutamatérgica foi proposta nos
anos 80, e supbe que a morte neuronal pode ocorrer por ativacdo excessiva do sistema
glutamatérgico, responsavel por gerar um aumento nos niveis de célcio intracelular devido ao

acumulo de B amiloide, o que conduz a alteragdes mitocondriais, levando a degeneragéo °.

Em 1991, foi proposta a hipdtese da cascata amiloide, que considera a detec¢éo de agregados
proteicos, a partir da presenca de AR (fator central da doenga), responsavel por desencadear
muitos dos outros achados histopatoldgicos, sendo considerada a explicagdo mais complexa,
levando em conta fatores genéticos °. Entende-se que os agregados amiloides s&o
responsaveis pela destruicdo neuronal colinérgica, pela atrofia do nucleus basalis de Meynert,
que produz a colina acetiltransferase 1°. A falta desta enzima afeta diretamente a formacéo de
oligbmeros e esses oligbmeros séo retratados como capazes de alterar a composicao das
sinapses, levando a dano e perda da neuroplasticidade que leva a perda de

neurotransmissores importantes 1°.
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Terapia atual

Atualmente, o tratamento farmacol6gico para pessoas com algum tipo de deméncia é paliativo
e apenas sintomatico **. Nenhum farmaco usado e testado foi capaz de intervir e alterar a
progressdo da doenca . Os tratamentos escolhidos para DA séo focados na melhora da

hipofuncéo colinérgica, sendo a abordagem mais eficaz a inibicdo da acetilcolinesteresase *.

A tacrina foi a primeira droga experimentada e utilizada, seu efeito foi pequeno e benéfico
para os sintomas cognitivos, entretanto, apds os primeiros relatos promissores em relagéo ao
Seu uso, os seguintes foram insuficientes e levantaram preocupacdes e duvidas sobre sua
hepatotoxicidade e toxicidade dose-dependente, responsavel pelos efeitos colaterais

colinérgicos (vomito, dores abdominais e diarreia) 1.

O donepezil, foi 0 segundo anticolinesterasico a ser aprovado, apresentando eficacia no
tratamento com doses de 5 a 10 mg, porém, estudos feitos em comparacao com placebo
mostraram que a vantagem dos pacientes medicados desapareceu apds 28 semanas de
tratamento, e ndo mudaram a evolucéo natural da doenca *. Em relacéo aos efeitos adversos,
apenas pacientes que receberam 10mg/dia apresentaram o0s sintomas adversos como
caimbras, nauseas e vOmitos, 0os que receberam 5mg/dia mostraram melhor balanco do

medicamento entre eficicia e tolerancia 1.

A rivastigmina, € um inibidor pseudo-irreversivel da acetilcolineserase e da butiricolinesterase,
ensaios incluidos em uma metanalise mostraram que a dose de 6-12 mg/dia foi associada a
uma melhoria de 2,1 pontos de PDS no Alzheimer — Subescore Cognitivo (ADAS-Cog),
comparada ao grupo placebo, e 2,2 pontos de PDS apds 26 semanas . J4 o tratamento com
dose baixa (1-4 mg/dia) mostrou um pequeno beneficio de 0,8 ADAS-Cog *. O uso da
dosagem mais alta de rivastigmina mostrou um numero maior nos efeitos adversos com

nauseas, vomitos, diarreias, anorexia, cefaleia, sincopes e tonturas *.

A galantamina é um inibidor reversivel e competitivo de acetilcolinesterase, com pouca
atividade inibitéria da butirilcolinesterase *. Estudos apontaram que as doses diarias de 16-
32 mg, em relagdo a funcdo cognitiva, mostraram uma alta taxa de melhoria na escala ADAS-
Cog . A avaliacdo de incapacidade por deméncia forneceu resultados significativos a favor
do tratamento em doses de 24-32 mg/dia, todavia, este medicamento também apresenta
efeitos adversos gastrointestinais agudos e levou a maioria da populacdo estudada a

abandonar o tratamento 2.

O metrifonato é um inibidor irreversivel da acetilcolinesterase, seu resultado no tratamento do
Alzheimer foi descrito e publicado por Becker e col. (1998), mostrando que o uso de doses

em mg alternadas foi considerado adequada para induzir a inibicdo da acetilcolinesterase das
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heméacias em 50%-70% . O medicamento se mostrou bem toleravel, com eficacia e
tolerancia semelhante ao donepezil 1. Além disso, mostrou beneficios sobre a cognicédo e o
comportamento dos individuos!!. Por outro lado, o principio ativo do metrifonato, 2,2,2-tricloro-
1-hidroxietil dimetil fosfonato, é usado como inseticida e apresenta suspeita de causar
neuropatia retardada, apés intoxicacdo aguda 1. Os testes in vitro para as enzimas humanas,
de acordo com Johson em 1982, apresentaram resultados trés vezes maiores que em cérebro

de galinha e sugeriram um aumento do perigo da neuropatia retardada .

A memantina € um antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA (N-metil-d-aspartato),
de afinidade moderada e dependente de voltagem 2. As (ltimas pesquisas com esse
medicamento, mostraram que 0s pacientes que receberam tratamento com Memantina
demonstraram um alargamento do intervalo QT (parametro do exame de eletrocardiograma
que mede em milissegundos o periodo necessario para a despolarizagéo e repolarizagéo do
tecido ventricular miocardico), em média, por volta do quinquagésimo dia de uso 2. De forma
interessante, a interrupgcéo do tratamento resultou em um retorno temporario as condi¢des
eletrofisioldgicas anteriores 2. Dados também indicam que ha uma prevaléncia de disfuncdes
na conducédo cardiaca quando os esquemas terapéuticos envolvem doses a partir de 20mg
12 E importante observar que pacientes idosos frequentemente apresentam varios fatores de
risco que contribuem para o alargamento do intervalo QT, especialmente quando estdo em

tratamento com Memantina 2.

Além dos sintomas cardiovasculares, também foi relatado sintomas como: bradicinesia
(lentiddo dos movimentos), disartria (dificuldade na articulagdo da fala) e enfraquecimento
muscular e articular em pacientes, foi constatada a presenca de coréia (movimentos
involuntarios, desordenados e repetitivos), distonia (alteragdo na contracdo muscular e no
ténus) e dano ao endotélio da cornea com o desenvolvimento da Sindrome da Secregéo
Inapropriada do Hormonio Antidiurético (SSIHAD), entre outros efeito colaterais mais
frequentemente relatados nesses pacientes, como a diarreia, tontura, cefaleia, insénia,

inquietagdo, excitacdo e cansaco 2.

Células-Tronco (CT)

CTs séo células percursoras com capacidade de auto-renovacgéo e diferenciagcéo ilimitada,
podendo dar origem a Vvarios tipos teciduais 3. Estas células podem ser chamadas de CT,
qguando obtidas a partir de tecido embrionario, ou CT adultas, quando encontrada em tecidos
adultos; e de acordo com a quantidade de vias que podem seguir, o0 nivel de plasticidade e
para qual porcdo de um organismo funcional ela pode contribuir, sdo classificadas como:

totipotentes, pluripotentes e multipotentes 2.
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As CTs totipotentes, sdo encontradas alguns dias a apos a fertilizacdo e podem originar
qualquer célula do corpo, incluindo as células que formam a placenta e anexos durante o

desenvolvimento embrionario 4.

As CTs pluripotentes sao capazes de produzir qualquer tipo de tecido, porém néo séo capazes
de originar placenta e anexos embrionarios 4. Constituem a massa de células interna do
blastocisto 1. Mesmo existindo em menor nimero, essas células também estédo presentes em
individuos adultos e, se proveniente da medula 6ssea, podem originar células do sangue,

cartilagem, osso, musculo, tecido conjuntivo e pele 4.

As CTs multipotentes estéo presentes no individuo adulto, sendo mais diferenciadas 4. Estas
células sdo caracterizadas de acordo com o tecido que derivam e séo capazes de gerar novas
células apenas do respectivo érgéo, possibilitando a manutencéo e regeneracéo tecidual .
Relacionado a origem, elas podem ser CTs embrionérias, vindas da massa interna de um
blastocisto (embrido prematuro) ou células germinativas embrionarias (CGE) derivadas do

tecido fetal de um estagio mais avancado, da espinha gonodal .

CTs adultas séo encontradas em varios érgaos e tecidos do individuo adulto, com participacdo
na homeostase tecidual, gerando novas células devido a renovacao fisiolégica ou em resposta
a um agravo . Normalmente estdo em estado quiescente, se localizando em regiGes

especificas essenciais para seu desenvolvimento e manutengdo .

As CTs neuronais passaram a ser estudadas a pouco tempo, onde foi contestado que, mesmo
ap6s o nascimento e em individuos adultos, a neurogénese ocorre em diferentes regides do
cérebro, e estas regides possuem CTs adultas, desfazendo a antiga ideia de que o sistema
nervoso central (SNC) era incapaz de fazer renovacéo celular e remodelacéo estrutural 4.
Células ependimais e astrécitos, estdo sendo apontados como fonte de CTs neuronais adultas
multipotentes 4. Normalmente, a proliferacdo destas células, sédo estimuladas em resposta a
fatores mitogénicos e possuem a capacidade de derivar neurbnios, astrocitos,

oligodendrdcitos e outras variedades de células 4.

CTs derivadas do tecido muscular possuem caracteristicas de multipotencialidade e auto
renovagdo, com importante funcdo no desenvolvimento muscular pos-natal, regeneragéo e
hipertrofia . Apresentam limitada capacidade proliferativa e sdo obtidas em quantidades
restritas 4. Para ser usada em terapias celulares é necessario estimular a expansdo usando
fatores de crescimento, e seus testes mostram que in vitro, sdo capazes de se diferenciar em

osteoblastos e de melhorar a regeneracéo 6ssea .

CTs epiteliais estdo localizadas na epiderme e apresentam propriedades como: ciclo celular

lento, alto potencial proliferativo, localizacdo em nichos de protecdo, capacidade de
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manutencdo e de reparo do tecido residente, além de um longo periodo de vida *
Usualmente, ap0s uma injuria, estas células vao produzir os tipos celulares caracteristicos do

seu préprio tecido 4.

As primeiras CTs adultas identificadas com caréater de pluripotencialidade sdo as do sistema
hematopoiético '°. Essas sdo derivadas de uma Unica célula-made, chamada de CT
hematopoiética, totipotente . Sua caracteristica principal é a capacidade de auto renovagéao
e a pluripotencialidade . Com um estimulo apropriado essas células originam um
compartimento para células comprometidas com uma determinada linhagem hematolégica,
as células formadoras de colénias (CFC), que séo as precursoras imediatas das células

maduras do sangue periférico 1°.

As CTs mesengquimais (CTM) estao presentes em regides perivasculares de todos os tecidos
adultos, principalmente na medula 6ssea (MO) . Sao caracterizadas por serem uma
populacdo de células multipotentes, com capacidade de produzir qualquer tipo celular
necessario, desde osteoblastos, até neurdnios e células renais, além de expressarem muitas
moléculas bioativas que atuam modulando a resposta inflamatoria, angiogénese e mitose das
células envolvidas no processo de reparacao tecidual . A responsabilidade pelo turnover e
manutencdo dos tecidos, bem como pela geracdo de tecidos mesodérmicos e nao

mesodérmicos, é atribuida as MSC devido a sua alta plasticidade 2°.

Terapia com células-tronco (CTs)

Na DA, a acao terapéutica das CTs pode ser, principalmente, para reduzir seus efeitos
fisiopatolégicos !’. Isso acontece por meio de mecanismos bioquimicos que tém como
prognostico promissor a redugdo de disfungbes cognitivas e de memoria, segundo testes
realizados em camundongos *’. Tal reducéo dos efeitos se da pela substituicdo de células
neuronais degeneradas ou lesadas e a ativacdo da neurogénese enddgena, ou seja, a

formacéo de novas células neurais *’.

Existem diferentes fontes de CTs utilizadas neste tipo de terapia experimental. As CTs
embrionarias, CTs neurais, CTs mesenquimais obtidas de corddo umbilical e a medula 6ssea
e CTs pluripotentes induzidas, também conhecidas como iPSCs, do inglés induced
pluripotente stem cells, que sdo obtidas a partir de células somaticas reprogramadas

geneticamente 18,

As pesquisas feitas nos ultimos 5 anos, usaram diferentes tipos de CTs e diferentes modelos

animais, alternando rotas de entrega e mecanismos terapéuticos *°.
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No teste com CTs neuronais embrionarias murinas, utilizou-se o modelo animal B6C3 de
camundongos transgénicos e a administracdo foi feita por meio de injecdo estereotaxica
bilateral intra-hipocampal 1°. O mecanismo terapéutico empregado consistiu na modulagdo da
resposta inflamatéria e foram observados resultados iniciais apds 10 semanas de intervencao
19 Verificou-se uma migracgdo significativa das células doadoras, com 14,6% de neurénios,
36,2% de astrécitos e 28,5% de diferenciacéo fenotipica em oligodendrdécitos °. Houve uma
melhora na memaria espacial, avaliada por meio do labirinto aquéatico de Morris, € uma
diminuicdo na expressao das citocinas pré-inflamatorias IL-1(3, IL-6 e de TNF-a; entretanto,

nao foram observadas alteragdes nos niveis de AB *°.

O estudo que utilizou CTs neuronais embrionérias humanas, a entrega das células foi
realizada por meio da injec&o estereotaxica intraventricular bilateral, no modelo NSE-APPswe
de camundongos transgénicos, com o objetivo de modular a resposta imune inflamatéria e a
atividade da microglia, bem como proteger contra a neurotoxicidade causada pela placa de
AB °. Apbs 7 semanas, observou-se uma extensa migracéo das células doadoras, sendo que
80% das células mantiveram o fenétipo do SNC *°. Houve uma melhora na memoria espacial,
reducdo dos niveis de tau fosforilada, placas AR, astrogliose e apoptose, além de uma
diminuicdo das citocinas pré-inflamatérias °. Também foi observado um aumento nos niveis

de neurotrofina cerebral e na densidade sinaptica no hipocampo °.

Além disso, foram realizados mais dois testes utilizando CTs neuronais embrionarias °. No
modelo Tg2576 de camundongos transgénicos, foi feita a injecdo estereotaxica intra-
hipocampal bilateral com 2,5x 10° células °. O mecanismo terapéutico utilizado visava
fornecer suporte neurotréfico para a neurogénese endégena e conectividade sinaptica *°.
Apo6s 5 semanas de intervencgdo, as células doadoras foram observadas na regido do giro
denteado, sendo 70% neurdnios e 20% com diferenciacdo fenotipica em astrécitos *°. Houve
uma melhora na meméria espacial, aumento da neurogénese enddgena no giro denteado e
reducéo nos niveis de AB °. No modelo 3xTG-AD, uma injecdo estereotaxica intra-hipocampal
bilateral foi realizada com 1x10° células utilizando 0 mesmo mecanismo terapéutico °. Nesse
caso, as células doadoras foram encontradas na sub-regido do hipocampo CA1 °. Houve
sobrevivéncia celular, melhora na memoéria espacial (avaliada por meio do labirinto de Morris
e da tarefa de reconhecimento de objetos novos- NOR), aumento nos niveis de proteinas
sinapticas no hipocampo, tau soluvel, insoluvel e tau fosforilada, e niveis de AP e ABa2

permaneceram inalterados *°.

As CTs mesenquimais derivadas do sangue do corddo umbilical humano foram administradas
em camundongos transgénicos do modelo APP/PS1 *°. Foram realizadas trés injecées intra-

hipocampais bilaterais com um intervalo de duas semanas entre cada uma delas®®. O objetivo
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do tratamento era modular a resposta inflamatdéria e a atividade da micréglia, além de possuir
propriedades anti-amiloidogénicas °. Ap6s 41 dias da primeira injecdo, observou uma
melhora na memodria espacial, reducdo nos niveis de tau fosforilada e diminuicdo da
expressao vascular de AB40 e BACE-1 (beta-secretase 1) no cértex e hipocampo, além de

uma reducédo nas citocinas pré-inflamatoérias e um aumento na citocina anti-inflamatéria 1L-4

19

CTs mesenquimais derivadas da placenta humana foram utilizadas em camundongos que
receberam uma infusédo cerebral Ab-1.4,, através de injecédo intravenosa °. O objetivo foi
fornecer suporte neurotréfico para a neurogénese enddgena, além de modular a inflamacao,
a resposta imune da microéglia e ter um efeito anti-amiloidogénico®®. Ap6s duas semanas, 0s
seguintes resultados foram observados: as células doadoras foram encontradas de forma
limitada no hipocampo e ndo apresentaram diferenciacdo neuronal *°. Houve uma melhora na
memoria espacial, uma reducéo nos niveis de APP cerebral (afasia progressiva primaria) e
BACE1 (beta-secretase 1) além de uma diminuicdo na atividade das enzimas [ e y-
secretase!®. Também foram observados niveis reduzidos de ativacdo de astrécitos e
microglia, uma atenuagdo na apoptose induzida por ABis2 no hipocampo e um
comprometimento da diferenciacdo enddgenal®. Além disso, houve uma reducdo na
expressao das proteinas inflamatérias iNOS (6xido nitrico induzivel sintase) e COX-2, bem

como uma diminuicdo na expresséo de varias citocinas pré-inflamatérias *°.

CTs mesenquimais do corddo umbilical humano e as CTs mesenquimais derivadas da geleia
de Warton foram administradas por meio de injecdo estereotaxica intra-hipocampal em
camundongos transgénicos do modelo B6C3-Tg, com o objetivo de modular a inflamacéo e a
resposta imune da micrdglia '°. Apds 4 semanas do procedimento, verificou-se a auséncias
das células doadoras, mas houve uma melhora na meméria espacial 1°. Especificamente no
grupo tratado com CTs mesenquimais derivadas da geleia de Warton, foram observados os
seguintes resultados: aumento dos niveis de sinapsina 1 no hipocampo, reducdo na
deposigao de AB no hipocampo e diminuigdo nos niveis de ABso € AB42 sollveis °. Além disso,
houve um aumento no nimero de microglias ativadas por M2, reducdo das citocinas pro-

inflamatodrias e aumento na citocina anti-inflamatoria *°.

As CTs mesenquimais derivadas do tecido adiposo humano, foram administradas nos
modelos Tg2576 e 3xTg-AD por meio de injecéo intravenosa °. Apés 6 semanas, no grupo
Tg2576, observou-se uma melhora na memdéria espacial *°. No grupo 3xTg-AD, apds 12
semanas, foram observados os resultados: as células doadoras foram encontradas no baco,
figado e pulméo, porém nédo foram detectadas no cérebro *°. Houve uma reducéo no nimero

e tamanho das placas AB °. Na primeira semana, houve um aumento da densidade de



ACiS * S3o Paulo ¢ vol. 11 n. 4 e p. 42-55 e outubro 2023 p. 52

micréglia ativada no hipocampo, mas essa densidade diminuiu na semana 12 *°. Também foi
observado aumento na micréglia de carater fagocitico 1°. Em relagéo a resposta inflamatoéria,
houve uma reducdo nas citocinas pro-inflamatérias nas primeira semana e um aumento nas
citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TNF-B) na semana 12 °. Em adicdo, houve um aumento

nos niveis de enzimas responsaveis pela degradagao do AR *°.

As CTs mesenquimais derivadas da medula 6éssea murinas foram aplicadas em modelos
APP/PS1 por meio de injegdo intravenosa °. Durante o periodo de 1 a 4 semanas, observou-
se a presenca das células doadoras no cértex cerebral, hipocampo, medula éssea, pulméo e
figado®®. No entanto, ndo teve redugdo nos niveis totais de AB *°. Apds 4 semanas, foi notado
a deposicao vascular da proteina pE3-Ab, bem como o0 aumento no numero de placas AR com
tamanho inferior a 50 micrometros !°. Também foi observada uma redugdo nos niveis de
ativacdo de astrocitos e microglia ramificada, assim como uma diminuicdo na presenca de
micréglia nos cortices cerebral e hipocampal *°. Houve uma redugéo nos niveis de TNF-a no
hipocampo, bem como nos niveis de IL-6, e um aumento nos niveis do receptor de

prostaglandina PTGER no hipocampo °.

As CTs mesenquimais derivadas da medula 6ssea humanas foram aplicadas em
camundongos com infusdo cerebroventricular de ABi..2, utilizando inje¢do intravenosa®®.
Durante o experimento, observou-se a diferenciagdo neuronal das células doadoras no coértex
entorrinal e no hipocampo °. Esses camundongos ainda apresentaram um melhor
desempenho na memoria de trabalho, como evidenciado pelo teste do labirinto de bracos
radiais 1°. Foi também observado uma atenuacéo dos efeitos prejudiciais na neurogénese,
com a diferenciagcédo neuronal ocorrendo no hipocampo em um periodo entre 2 e 4 semanas
apos o tratamento '°. Os resultados mostraram também um aumento na expressdo de
proteinas de especificagdo neuronal, como a B-catenina e Ngnl!®. Essas proteinas

desempenham um papel importante no desenvolvimento e diferenciacdo neuronal °.

Precursores neuronais derivados de CTs pluripotentes induzidas (iPSCs) humanas foram
utilizados em camundongos transgénicos do modelo PDAPP *°, Essas células foram aplicadas
por meio de injecdo estereotaxica intra-hipocampal °. O objetivo era promover a regeneragao
das redes neuronais esgotadas!®. Apés 2 semanas do procedimento, observou-se uma
melhora na meméria espacial nos camundongos tratados *°. Apés 45 dias, foram observados
resultados ainda mais promissores, incluindo aprimoramento da memoéria espacial,
sobrevivéncia das células doadoras e diferenciacdo neuronal no hipocampo °. As células
doadoras expressaram marcadores neuronais colinérgicos e GABAérgicos, indicando a

aquisicéo de fenétipos neuronais especificos °.
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Diversos estudos pré-clinicos sobre terapias com CTs para a DA apresentaram resultados
inconsistentes, o que dificultaram a progressao dessas terapias para ensaios clinicos em
humanos *°. No entanto, evidencias de seguranca e eficacia de terapias baseadas no uso de
CTs mesenquimais em modelos animais, juntamente com sua facilidade de manuseio e

isolamento, deram suporte a realizacéo de varios ensaios clinicos humanos *°.

Um recente ensaio clinico de fase 1 avaliou a seguranca e tolerabilidade de CTs
mesenquimais alogénicas derivadas de sangue do corddo umbilical humano, que foram
injetadas intracanianamente em pacientes com DA 2°, O estudo incluiu nove pacientes com a
doenca provavel, divido em grupos de baixa dose a alta dose de CTs mensenguimais °. No
entanto, ao longo de um periodo de acompanhamento de 24 meses, o transplante de células
néo foi capaz de retardar o declinio cognitivo, conforme medido pela Escala de Avaliacdo da
Doenca de Alzheimer . Além disso, ndo foram observadas alteracdes significativas na
patologia ?°. Os pesquisadores sugerem que isso pode ser devido, em parte, a dependéncia
da neuroimagem em vez de analises bioguimicas mais sensiveis realizadas post-mortem em

estudos com animais 2°.

CONSIDERAGOES FINAIS

Conforme o nimero de casos de pessoas acometidas pela DA continua a aumentar, torna-se
cada vez mais importante expandir e aperfeigoar os estudos sobre as formas terapéuticas que
possam reduzir os danos causados pela doenca. Atualmente as opc¢les terapéuticas sédo
limitadas e ndo oferecem uma cura definitiva. As terapias baseadas no uso das CTs
apresentaram resultados promissores, mostrando melhora na meméria espacial, reducéo das

placas - amiloides e inflamacdes.

Entretanto, apesar dos avangos em testes pré-clinicos, o tratamento ainda apresenta muitas
lacunas e obstaculos a serem superados e sd0 hecessarios mais ensaios para estabelecer a
seguranca e eficacia destes testes em humanos, assim como ferramentas confiaveis de

diagnostico.

A colaboracdo entre pesquisadores, profissionais da saude, pacientes e cuidadores é
fundamental para avancar na compreens&o e no tratamento. E preciso investimento continuo
em pesquisa e politicas de saude que priorizem o cuidado e o suporte aos pacientes e suas

familias.
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RESUMO

A terapia com células T modificadas (CAR-T), atualmente vem tendo um avanco significativo
na area oncoldgica. Esta imunoterapia consiste na utilizacdo de linfocitos T retirados dos
proprios pacientes através de leucaférese, consequentemente passam por modificacdes
genéticas para que entdo sejam transferidas novamente para o0s pacientes via transfusao
Unica. Atualmente, esta terapia esta em sua quarta geracdo, em que a primeira geracao se
resume a somente um sinal e ndo possuia moléculas de coestimulacdo, e gradativamente
através das geracdes as células foram ficando mais complexas, proporcionando assim uma
resposta antitumoral maior, um exemplo € que a partir da segunda geracdo as células
comegcaram a apresentar moléculas coestimuladoras, fazendo com que a resposta antitumoral
aumentasse e o tempo de ativagédo das células no corpo do paciente também fosse maior. A
terapia CAR-T atualmente é uma das mais eficazes para o tratamento de tumores de carater
hematolégico e para tumores do sistema nervoso central. Mesmo com 6timo progndstico
relacionada a esta terapia ha alguns eventos adversos que podem ocorrer sendo as mais
comuns a sindrome de liberagdo de citocinas (CRS), sindrome de neurotoxicidade associado
as células efetoras do sistema imune (ICANS), sindrome de encefalopatia (CRES), sindrome
linfohistiocitica hemofagica (HLH) e a sindrome de ativacdo macrofagica (MAS). O tratamento
com as células T modificadas é comercializado com o nome de Kymriah e Yescarta, os dois
tendo a sua aprovagdo no ano de 2017, e atualmente o medicamento Tecartus, com
aprovacao no ano de 2020, € o mais novo medicamento no mercado utilizando esta terapia.

Descritores: terapia car-t, células T, linfécitos T

ABSTRACT

Modified T-cell therapy (CAR-T) is currently making significant progress in the field of cancer.
This immunotherapy consists of using T lymphocytes taken from the patients themselves via
leukapheresis, which then undergo genetic modifications so that they can be transferred back
to the patients via a single transfusion. This therapy is currently in its fourth generation, with
the first generation consisting of just one signal and no co-stimulatory molecules. Gradually,
over the generations, the cells have become more complex, thus providing a greater anti-tumor
response. One example is that from the second generation onwards, the cells began to have
co-stimulatory molecules, which increased the anti-tumor response and increased the time it
took for the cells to activate in the patient's body. CAR-T therapy is currently one of the most
effective treatments for hematological tumors and also for tumors of the central nervous system.
Despite the excellent prognosis associated with this therapy, there are some adverse events
that can occur, the most common being cytokine release syndrome (CRS), immune effector
cell-associated neurotoxicity syndrome (ICANS), encephalopathy syndrome (CRES),
hemophagic lymphohistiocytic syndrome (HLH) and macrophage activation syndrome (MAS).
Treatment with modified T cells is marketed under the names Kymriah and Yescarta, both of
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which were approved in 2017, and currently the drug Tecartus, approved in 2020, is the newest
drug on the market using this therapy.

Descriptors: car-t therapy, t-cells, T lymphocytes

INTRODUCAO

Novas técnicas vém sendo inseridas nha imunologia, e a terapia com células T modificadas
(CAR-T) é uma delas®. Com o aprimoramento desta terapia, vem se enquadrando em uma
classe muito poderosa contra canceres, em razao de tratar-se de uma técnica revolucionaria
que utiliza uma célula viva como meio terapéutico para tratamento de tumores, principalmente
em casos de leucemias de pacientes refratarios ou que apresentam recaidas »* 2 3. A partir
desta terapia, 0os pacientes com tratamentos limitados e nao eficazes podem ter uma nova
possibilidade satisfatoria e eficaz de melhora onde, em alguns casos, apresentam melhora do

estado geral®.

Esta imunoterapia consiste na remocéo das células imunologicas do paciente para torna-las
suscetiveis para combater o cancer?. As células escolhidas para seguir com esta terapia sdo
os linfocitos T, ja que sd@o os principais componentes do sistema imune, visto que conduzem

toda resposta imunoldgica®.

Em vista disso, nesta revisdo foi abordado desde o processo inicial da producéo das células
CAR-T até a sua infusdo ao paciente, apresentando também, metodologias empregadas para
esta técnica, suas aplicagbes e alguns relatos de casos reais para reconhecimento e

gerenciamento e mostrar a evolugdo de alguns pacientes®.

JUSTIFICATIVA

O tema deste trabalho foi escolhido pois a terapia CAR-T vem se espalhando, desenvolvida,
melhorada e revolucionada. Esta terapia esta chegando a varios pacientes, o que os da uma
nova qualidade de vida e uma chance de reprimir seus canceres. Portanto, € uma opcao de
tratamento transformadora com respostas potencialmente duradouras e até mesmo curativas.
Por isso, neste trabalho foi tratado a fundo sobre esta terapia, sua funcionalidade, para quais
tumores € indicada, progressdo do tratamento, reacdes adversas e todo 0 processo para

ativacao das células CAR-T.
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METODOS

Para a realizacdo deste artigo de revisao literaria foram analisados 26 artigos, para a obtencao
de informacdes sobre onde surgiu esta terapia, seu funcionamento, os efeitos que a sua

utilizacdo pode causar ao organismo, foram também utilizados estudos de casos.

DISCUSSAO
Surgimento

A imunoterapia antitumoral deu um grande passo no ano de 2013, devido aos estudos e
resultados de ensaios clinicos com células CAR-Ts*. Estudos revelam eficacia de, em média,
90 % em canceres como leucemia linfoblastica aguda de células B, em criangas com leucemia

linféide aguda (LLA) e linfomas agressivos ndo-Hodgkin®*.

O uso de células T com receptores de antigenos quiméricos teve respostas grandiosas em
alguns pacientes, tanto em adultos como em criangas, por isso ha uma grande euforia no uso
da terapia com CAR-T em criangas em estagios iniciais de leucemia linfoblastica aguda ja que
houve varios ensaios desta terapia que foram administrados e publicados com sucesso clinico,

muitos com remissdo completa da doenga®.

Em agosto de 2017, foi aprovado pelo “Food and Drug Administration” (FDA) duas células

CAR-T, utilizadas em pacientes com LLA e para adultos com linfomas avancados®’.

Terapia T-CAR

A terapia T-CAR utiliza células receptoras de antigenos, sendo estes os linfécitos T CD8

extraidos dos préprios pacientes e submetidos a tratamento imunoterapico®.

A engenharia por tras das genéticas das células CAR-T levou ao aperfeicoamento de
moléculas que podem reconhecer proteinas presentes na superficie das células tumorais e

proporcionar assim a ativacéo e proliferacdo das entéo células modificadas®.

O processo de obtengédo dos linfécitos T ndo estimulados é realizado através de leucaférese,
depois de extraidas as células sdo colocadas em ambiente nutritivo onde passam por
processos de enriquecimento, onde sdo apresentados a antigenos especificos do tecido

tumoral®. O enriqguecimento das células CAR-T adotivas pode diferir em Yescarta e Kymriah®.

A primeira terapia com células CAR-T adotivas aprovada foi em 2017 pelo FDA e pela Unido

Europeia em 2018, foi o medicamento tisagenlecleucel comercializado com o nome de
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Kymriah, este utilizado para o tratamento de leucemias linfoblasticas agudas de células B,
doenca de Hodgkin, linfoma do centro folicular, linfoma difuso de células B grandes, mieloma

multiplo, linfoma, linfoma n&o-Hodgkin, tumor do sistema nervoso central 112,

O Axicabtagene ciloleucel, 0 mesmo sendo comercializado com o nome de Yescarta, foi o
segundo medicamento aprovado pela FDA também no ano de 2017, o mesmo é
recomendado para o tratamento de linfomas ndo-Hodgkin, tipos de leucemias e linfomas!12,

O medicamento Brexucabtagene autoleceul comercializado com o nome de Tecartus € o
medicamento mais recente aprovado, 2020 somente nos Estados Unidos, o mesmo é
recomendado para o tratamento de leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica

cronica e linfomas de células do manto??.

Um CAR portanto, € um receptor geneticamente construido!#, composto por trés dominios
principais: a primeira regido é de reconhecimento de antigeno extracelular que contém
fragmento de cadeia variavel (scFV); o segundo dominio é uma regido transmembrana que
realiza a ancoragem na membrana plasmatica dos linfécitos T modificados; a terceira regido
€ a cauda sinalizadora intracelular, esta Ultima area € constantemente modificada constantes

partir de estudos e avancos entre as geracdes de células T CAR®4,

Sendo assim, as células CAR-T sao linfocitos T CD8 geneticamente modificados capazes de
reconhecer um amplo espectro de antigenos de superficie celular, atacando entdo células
tumorais de carater maligno que expressam estes antigenos, por meio de ativacdo da

coestimulacéo citoplasmatica, secrecdo de citocinas e morte de células tumorais*®.

Apbs a conclusédo do protocolo, as células obtidas devem ser transfundidas em até 72 horas

para o paciente, se ndo for possivel, as células séo criopreservadas por até 21 dias®.

Com a obtencdo das células T modificadas as mesmas sdo preparadas como produto

farmacéutico para que entdo sejam administradas em uma transfusdo Gnica no paciente®.

Através da criopreservacao € possivel realizar multiplas transfusées do mesmo lote original,
onde as restricdes de tempo para testar a eficacia e seguranca do produto celular sédo
reduzidas®®. Para a transfusdo, a maioria dos estudos considera um nivel seguro de 3x10°
células/kg, apds atingir o numero de células desejadas, elas séo lavadas, suspensas em soro

fisioldgico e transfundidas por acesso venoso periférico®.



ACIS « Sao Paulo * vol. 11 n. 4 « p. 56-66 * outubro 2023 p. 60

Familia CAR-T

Atualmente, a terapia com células T modificadas ja estd em sua quarta geracdo'®. A 1°
geragao se limitava a apenas um sinal CD3 e ndo possuiam moléculas coestimuladoras
portanto, sua resposta imunoldgica no organismo se limitava a apenas algumas semanas, em
decorréncia estas células estavam mais propensas a sofrer apoptose, seu potencial de
expansdo in vivo era limitado, ocasionando assim em baixa toxicidade®. A 2° geragdo é
constituida pelo sinal CD3(, moléculas coestimuladoras (CD28 ou 4-1BB) que sao
responsaveis por manter as células ativadas proporcionando uma resposta antitumoral mais
efetiva®. A 3° geracdo como observado abaixo (figura 1), consiste na combinacédo de duas
moléculas coestimuladoras CD28+4-1BB'°. A 4° geracdo é a mais recente aprovada para uso
e consiste em células com capacidade de liberar citocinas no meio extracelular, em principal
a IL-12, ou possuem receptores adicionais'®'”!8, As células CAR de quarta geracdo sido
denominadas como TRUCKSs (T cells redirect for universal cytokine killing), algumas outras
citocinas que podem ser secretadas pelos TRUCKs séo IL-2, IL-15, IL-18, IL-7, IL-17, entre

outras'®17:18,
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scFv I scFv l scFv scFv
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Figura 1:Esquematizacédo do funcionamento de uma célula T modificada. Subklewe M, von Bergwelt-
Baildon M, Humpe A. Chimeric antigen receptor T cells: a race to revolutionize cancer therapy.
Transfusion Medicine and Hemotherapy. 2019;46(1):15-24.

Reacbes Adversas

A maioria dos estudos considera a sindrome de liberacdo de citocinas (CRS) como a
toxicidade mais comum no tratamento, pois este quadro se inicia nos primeiros dias apos as

infusBes, com ambos os tratamentos Yescarta e Kymriah®,

Embora a incidéncia da CRS seja mais conhecida em doentes sob tratamento com CAR-T,
estes sintomas ja foram descritos em cenérios de transplante de células estaminais de
doadores haploidénticos, bem como em terapias baseadas em anticorpos, farmacos anti-
tumorais (como a oxaliplatina e a lenalidomida)®. Além disso, também foi reportado em
pacientes sob uso de blinatumomab e em terapias com células receptoras de antigeno

quimérico natural killer, segundo estudos pré-clinicos®®.

Citocinas sdo liberadas em grande quantidade na corrente sanguinea pelas células T
modificadas ou por células imunes que respondem as células transfundidas, gerando os
efeitos colaterais desta sindrome?°. Logo, nos aprofundando nas citocinas, sua liberagdo
normalmente ocorre de forma sutil, porém em alguns pacientes pode haver graves reacdes e
risco de vida, no entanto os principais sintomas desta liberacdo repentina de citocinas séo:
febre, nduseas, dor de cabeca, irritacdo na pele, batimento cardiaco acelerado, pressao

sanguinea baixa e problemas respiratérios®.

A inspecao do inicio e intensidade da CRS pode ser feita em tempo real uso da PCR. A CRS
procede da mdltipla sinalizacdo intracelular relacionada com a atividade antitumoral
resultando na liberacdo excessiva de citocinas, como IL-1, IL-2 L-6 e TNF-0?!. Foi descoberto
gue a carga da doenca no momento da infusdo esta diretamente relacionada a gravidade
desta sindrome, ja que 0s pacientes que apresentam alta carga tumoral manifestam uma
sindrome mais violenta?!. Portanto, é presumivel que niveis altos de citocinas possam ser

causadoras de sequelas neuroldgicas®!.

Essas reacdes sao diferentes para cada paciente de acordo com o tipo de cancer, avancgo da
doenca, qudo saudavel esta o paciente, e a dose da terapia CAR T que esta recebendo?®.
Outros sinais podem ser apontados como preocupantes como hipotenséo, infec¢do, doenca
renal aguda, hipdxia, apoptose de células B, que aumentam o risco para infec¢cdes, pois as
imunoglobulinas estardo diminuidas; deste modo os efeitos adversos e colaterais sdo capazes

de levar a morte?°.
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O segundo maior motivo de toxicidade devido a infusdo de células CAR-T € a neurotoxicidade,
onde estes sintomas aparecem entre o quinto/sexto dia pés infusdo e que, assim como a
sindrome de liberacédo de citocinas, também dependem de alguns fatores como: terapias
anteriores, tipo de tumor, dose de CAR-T, antigeno marcado e o regimento de quimioterapia
preparatéria para o condicionamento®. Esta reacdo é comumente observada em 23 a 67%
dos pacientes que receberam este tratamento para linfomas e 40 a 62% para leucemias®.
Dentre os sintomas observados nesta neurotoxicidade estédo: delirios, encefalopatias, afasia,
letargia, tremor, confusdo, tontura, disfuncdo motora, ataxia, distrbios do sono, mioclonia,
dificuldade de concentragéo, distarbios de linguagem, fraqueza e depressdo do nivel de
consciéncia, compdem a sindrome de neurotoxicidade associado as células efetoras imunes
(ICANS)*.

Outras reagdes observadas com a infusdo de células CAR-T, s&o a sindrome de encefalopatia
(CRES), sindrome linfohistiocitica hemofagocitica (HLH) e a sindrome de ativacéo
macrofagica (MAS)*. Os sintomas associados a sindrome de encefalopatia acontecem
possivelmente por conta da existéncia de células CAR-T no liguido cerebrospinal (CSF), onde
esses pacientes apresentaram desorientacdo e disfasia®. JA na HLH e MAS estdo
relacionadas a sobreposicao com alto grau de CRS, sendo observada em 1% dos pacientes
apo6s infusdo causando sintomas bem similares a CRS como febre, hipofibrinogenemia e

elevados niveis de interleucina 2R (IL-2R)*.

Para o tratamento de tumores sélidos existe uma grande diferenca, pois todo o processo de
caminho realizado pelas células imunoldgicas é impedido pelos fatores particulares dos
tumores sélidos por possuirem uma realidade diferente de tumores hematoldgicos*. As células
CAR-T apresentaram dificuldade de infiltragcdo nos tecidos, visto que esses tumores
apresentam uma barreira fisica formada de proteoglicano de heparan sulfato, enquanto em
neoplasias hematolégicas a infiltracdo das células CAR-T é facilitada ja que as células

tumorais estardo no sangue periférico, por onde também ocorre a infusdo®.

Deste modo, as vezes as células CAR-T podem reconhecer células saudaveis, causando
danos a 6rgéos e diversos efeitos colaterais®. Entretanto, apesar de algumas reacdes graves
a porcentagem de complicagBes em relacdo a terapias tradicionais é muito menor ja que o

principal objetivo da terapia com células CAR-T é afetar apenas células tumorais’.

Relato de casos

O grupo Carl June publicou o levantamento de um caso de 2011, onde um paciente com

leucemia linfocitica cronica (LLC) foi tratado com CAR CD19 de segunda geracdo??. Este
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paciente mostrou bons resultados, devido ao grande nimero de células CAR-T no corpo, a
liberacdo de citocinas causa febre, porém houve remissdo completa do cancer e exterminio

de todos os linfécitos B normais??.

Normalmente em estudos clinicos, o nimero de células CAR-T é por volta de 10° a 10,
todavia, este paciente recebeu 1,42 x 10’ de células, portanto sua resposta clinica antitumoral

se manteve os oito meses de acompanhamento do estudo?.

Renier Bretjens e Michel Sadelain relataram resultados de um estudo clinico CD19 CAR de
segunda geracéo tratando seis pacientes?®. Dentre os seis individuos, o paciente nimero 4
(homem, LLC refratéria, 69 anos), apresentou hipotenséo, dispneia e insuficiéncia renal apos
a infuséo, levando-o a ébito quatro dias ap6s o procedimento?. Ja o restante dos pacientes

ndo apresentou toxicidade a dose infundida e toleraram bem a dose de células T modificadas?.

Foi realizado um estudo clinico aprovado pelo Comité de Etica do Primeiro Hospital Afiliado,
Faculdade de Medicina, Universidade de Zhejiang, situado em Hangzhou, Zhejiang, na
Republica Popular da China?*. O estudo pertence a fase Ib e incluiu 17 pacientes com idades
entre 18 e 75 anos, com linfomas de grandes células B, abrangendo o DLBCL (Linfoma Difuso
de Grandes Células B), o linfoma folicular transformado (tFL) e o linfoma de células do manto
(MCL)?*. Os critérios de incluséo no estudo foram relacionados a presenca de células tumorais
PDL-1+%*. O estudo propde a utilizacdo de terapias bi-CAR-T, que se direcionam ao PD-L1 e

ao CD19, com o objetivo de tratar neoplasias hematoldgicas?*.

O CAR é construido usando um vetor viral (lentivirus), onde o PD-1 extracelular é modificado
e ligado a um promotor de virus de célula-tronco de camundongo, juntamente com um dominio
transmembrana CD28 e sinalizacéo citoplasmaética?*. As células CAR T modificadas com o
CD19-PD1 demonstraram uma eficacia superior em comparagdo com as células T que
carregavam apenas o CAR CD19 ou mesmo quando combinadas com anticorpos anti-PD-1,
em relacdo a atividade de combate ao tumor?. Adicionalmente, houve um aumento na
expressao de genes responsaveis pela formacao de memoéria em células T, o que resultou

em um aumento da capacidade citotoxica das células T com o CAR?.,

Todos os pacientes experimentaram um ou mais efeitos adversos (EA), sendo os graus mais
elevados (3 e 4) encontrados em 7 pacientes (41,18%) e 6 pacientes (35,9%) do total de 17?4,
Além disso, ndo houve relatos de EA de grau 5%*. Um total de 15 entre os 17 pacientes
(88,24%) apresentaram uma forma leve de Sindrome da Liberagéo de Citocinas (SLC), porém,
um paciente faleceu no dia 30 apés a infusdo da CAR-T devido a progresséo do linfoma, sem
ter apresentado uma SLC grave ou toxicidades relacionadas a administracao da terapia CAR-
T,
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Dos patrticipantes, 10 (58,8%) alcancaram uma resposta objetiva (RO), enquanto 7 (41,2%)
atingiram remissdo completa, englobando 1 individuo com MCL e 1 com tFL?*, Um paciente
investigado com DLBCL alcangou a remisséo completa apds receber a terapia CAR-T, porém
experimentou uma recidiva CD19+ apds 5 meses, confirmada por meio de bidpsia®. A
proporcéo estimada de sobrevivéncia livre de progresséo (SLP) no 18° més foi de 80%2.
Nesse contexto, os autores concluiram que a abordagem CD19-PD1/CD28-CAR-T
demonstrou tanta seguranga quanto a eficacia no tratamento de linfomas de grandes células

B com expressao de PDL-1+24,

Em outro estudo de caso, um paciente de 25 anos com o diagnostico de LLA, com presenca
de cromossomo philadelfia, jA com acometimento do sistema nervoso central, esta sendo
chamada de leucemia do sistema nervoso central (nervous system leukemia (CNSL))%. Havia
realizado posteriormente um transplante de células tronco (TCTH), e ap0s quatro meses do
procedimento de TCTH houve a progressdo da CNSL, consequentemente o paciente foi

aceito no estudo para a utilizacdo de células T modificadas?.

Apbs a primeira infusdo de células CAR T, foi registrado que o paciente apresentou CRS,
letargia, hipotens&o, incontinéncia, entre outros sintomas?®. Foi observado que com o passar
dos dias ap6s a infusdo o paciente apresentou uma melhora em relagdo ao seu nivel de
consciéncia, mas nao apresentou remissao completa, portanto consentiu para uma nova
infuséo de células CAR T%. Ap6s a segunda infuséo foi detectado 20% de células CAR T em
seu liquido cefalorraquidiano, indicando assim que houve a migracdo das células para o

sistema nervoso central?®.

Apo6s 8 dias da primeira infusdo foi possivel observar que somente 3% das células ainda
continuavam na corrente sanguinea periférica, esta mensuracéo foi possivel através de teste
de PCR?%. Portanto é possivel observar que as células CAR T se mostram com grande

potencial para o tratamento de neoplasias malignas de células B%.

Os resultados mostram que a co-estimulacédo de CD28 juntamente com a IL-15Ra (CAR 153z),
demonstrou uma expansdo mais acelerada das células?®. Sendo assim, os CAR T’s de 153z

produzem uma quantidade aumentada de citocinas efetoras®.

CONSIDERACOES FINAIS

O uso da terapia de células T modificadas para o tratamento de neoplasia malignas e de
caracter hematoldgico, € bastante utilizada e, como observado, com bons progndsticos em

relacdo a sua utilizacdo. Com esta modalidade terapéutica, observa-se uma otimiza¢do na
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condicdo de vida dos pacientes devido a manifestacao reduzida de agressividade durante o
protocolo terapéutico, aliada a uma alta especificidade no combate as células neoplésicas.
Isso resulta em taxas de remissédo completa da enfermidade que se aproximam dos 95%. Os
desfechos evidenciam perspectivas inovadoras para o progresso no ambito do tratamento das
neoplasias. A terapia imunoldgica utilizando linfocitos T com receptores quiméricos (CAR-T)
demonstra, ademais, um progresso notério no &mbito da engenharia de biologia molecular. A
habilidade de manipular os linfécitos T autélogos do paciente, mediante a incorporag¢édo de um
receptor com precisao direcionada a célula neoplasica, e posterior infuséo do referido linfocito
modificado ao proprio individuo, identifica uma reducdo substancial nos efeitos adversos
suscitados pelas terapias convencionais, devido a sua alta especificidade. Ndo obstante, é
evidente que a terapia com células CAR-T permanece em fase de pesquisa, tanto no que

concerne aos efeitos colaterais, quanto a sua eficicia global.

REFERENCIAS

1. Martho LJ, Degasperi GR, Tarsitano CAB. Imunoterapia com células t-car: bioengenharia contra a
leucemia linfoblastica aguda car-t cells. CuidArte, Enferm. 2017:168-73.

2. da Costa Pereira V, de Oliveira PAF. Defini¢cdo das terapias celulares com receptores de antigenos
quiméricos (CAR), receptores de células t (TCR) e linfdcitos infiltrantes de tumor (TIL). Perspectivas
futuras para a cura do cancer/Definition of cellular therapies with receptors of chemical antigens
(CAR), t-cell receptors (TCR), and infiltrant tumor lymphocytes (TIL). Future perspectives for the cure
of cancer. Brazilian Journal of Health Review. 2019;2(2):1105-24.

3. Clé DV, Hirayama AV, Alencar AJ, Costa LJ, Feliciano JV, Mattos ER, et al. Associag&o Brasileira
de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular consensus on genetically modified cells. I: Structuring
centers for the multidisciplinary clinical administration and management of CAR-T cell therapy
patients. Hematology, Transfusion and Cell Therapy. 2021;43:3-12.

4. Rocha MCdS. Terapia com células CAR-T: um avang¢o na imuno-oncologia. 2018.

5. Gongalves GAR, Paiva RdAMA. Gene therapy: advances, challenges and perspectives. Einstein
(Séo Paulo). 2017;15:369-75.

6. Franceschi JL. Terapia celular con linfocitos CAR-T: una droga viviente. Revista Médica de
Panamé-ISSN 2412-642X. 2017.

7. Canedo J, Santos G, Reis |, Adabo J, Raymundo J, Meirelles L, et al. ANEMIA
MEGALOBLASTICA: RELATO DE CASO E REVISAO DE LITERATURA. Hematology, Transfusion
and Cell Therapy. 2021;43:5472-S3.

8. Pereira VAC. Imunoterapia clinica de células CAR-T usadas contra tumores—uma revisao
sistematica. 2023.

9.Roex G, Feys T, Beguin Y, Kerre T, Poiré X, Lewalle P, et al. Chimeric antigen receptor-T-cell
therapy for B-cell hematological malignancies: an update of the pivotal clinical trial data.
Pharmaceutics. 2020;12(2):194.



ACIS « Sao Paulo * vol. 11 n. 4 « p. 56-66 * outubro 2023 p. 66

10. Subklewe M, von Bergwelt-Baildon M, Humpe A. Chimeric antigen receptor T cells: a race to
revolutionize cancer therapy. Transfusion Medicine and Hemotherapy. 2019;46(1):15-24.

11.Ali S, Kjeken R, Niederlaender C, Markey G, Saunders TS, Opsata M, et al. The European
medicines agency review of Kymriah (Tisagenlecleucel) for the treatment of acute lymphoblastic
leukemia and diffuse large B-cell ymphoma. The oncologist. 2020;25(2):e321-e7.

12. De Potdc CCR. Horizonte Tecnoldgico. 2021.
13. AlDallal SM. Yescarta: a new era for non-Hodgkin lymphoma patients. Cureus. 2020;12(11).

14. Soares JEP. Terapia com células CAR-T: reprogramacéo celular para o combate de neoplasias
malignas.

15. Oliveira TAS. Imunoterapia de Células T CAR em Neoplasias Linfoides: Aplicacdes e Limitagdes.
2016.

16. Gatti BG, Sabino BA, Pinheiro BM, Tavares Filho CM, Santos DV, Oliveira LAd, et al. As
complexidades na imunoterapia T-CAR para pacientes com leucemia linfoblastica aguda. Trabalho de
Concluséo de Curso. 2019.

17. Gouveia JFS. Leucemia Linfoblastica Aguda: a aplicacdo da imunoterapia com células T CAR:
Universidade de Lisboa (Portugal); 2019.

18. Junior ATF, Savazzini-Reis B, de Carvalho Zorzanelli BA, Sadovsky Cl, Carletti EZB.
Imunoterapia: uma revisdo sobre os novos horizontes no combate ao cancer. Revista de Medicina.
2020;99(2):148-55.

20.Marques R, Oura MJ, Santos M. Sindrome de Libertagdo de Citocinas em Doentes sob
Tratamento Oncolégico com CAR-T. Medicina Interna. 2022;29(2):149-57.

21. National Cancer Institute. T-cell Transfer Therapy. 2022

22.Gomes B, Martins C, Bariani L, Bariani E, Silva A. As Toxicidades que impedem o avango no
tratamento hemato-oncolégico com Cart-T Cells. Hematology, Transfusion and Cell Therapy.
2021;43:5473.

23. Porter DL, Levine BL, Kalos M, Bagg A, June CH. Chimeric antigen receptor—modified T cells in
chronic lymphoid leukemia. N engl j Med. 2011,;365:725-33.

24. Brentjens R, Yeh R, Bernal Y, Riviere I, Sadelain M. Treatment of chronic lymphocytic leukemia
with genetically targeted autologous T cells: case report of an unforeseen adverse event in a phase |
clinical trial. Molecular Therapy. 2010;18(4):666-8.

25. Liu H, Lei W, Zhang C, Yang C, Wei J, Guo Q, et al. CD19-specific CAR T cells that express a PD-
1/CD28 chimeric switch-receptor are effective in patients with PD-L1—positive B-cell lymphoma.
Clinical Cancer Research. 2021;27(2):473-84.

26.Subklewe M, von Bergwelt-Baildon M, Humpe A. Chimeric antigen receptor T cells: a race to
revolutionize cancer therapy. Transfusion Medicine and Hemotherapy. 2019;46(1):15-24.

CONTATO

Brenda Evangelista: evangelistabrendal@gmail.com



Sindrome de MELAS: fisiopatologia, métodos diagnosticos e
tratamentos disponiveis

MELAS syndrome: pathophysiology, diagnostic methods and available
treatments

Beatriz Cruz de Souza?, Renata Ruoco Loureiro®

a: Graduanda do Curso de Biomedicina do Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas — FMU, Brasil
b: Biomédica, Docente do Curso de Biomedicina do Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas — FMU, Brasil

RESUMO

A sindrome de MELAS é uma desordem genética rara de origem mitocondrial que nao ha
cura, ocasionando diversos eventos de importancia clinica. Suas manifestages clinicas
tipicas incluem crises de epilepsia associadas a episddios semelhantes a AVC isquémico,
miopatias mitocondriais, acimulo de lactato sérico e encefalopatias como deméncia, esses
sintomas sd@o ocasionados devido a uma mutacdo génica a nivel de DNA mitocondrial
relacionado ao RNA transportador de leucina, que da origem a mitocondrias ndo funcionais.
O diagnostico é realizado através de quadro clinicos que apresentam elevagcédo de acido
lactico sérico, presenca de fibras vermelhas rasgadas (RRF) em bidpsia muscular e episodios
semelhantes ao acidente vascular cerebral (AVC), também séo utilizados testes moleculares
para constatar a alteracdo genética do DNA mitocondrial. Os tratamentos disponiveis
consistem em aliviar as complicagfes da sindrome, mas h& alguns estudos de terapia génica
gue obtiveram resultados significativos para a recuperacdo de alguns fenoétipos da doenca.
Nesta revisdo de literatura elucidamos a fisiopatologia da sindrome de MELAS, métodos
diagnosticos e tratamentos disponiveis que conduzem a melhora da qualidade de vida do
paciente.

Descritores: sindrome de melas, miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose lactica

ABSTRACT

MELAS syndrome is a rare genetic disorder of mitochondrial origin which there is no cure,
causing several events of clinical importance. Its typical clinical manifestations including
epileptic seizures associated with stroke-like episodes, mitochondrial myopathies,
accumulation of serum lactate and encephalopathies such as dementia, these symptoms are
caused due to a gene mutation at the level of mitochondrial DNA related to leucine RNA
transporter, which gives rise to non-functional mitochondria. The diagnosis is conducted
through clinical picture of elevated serum lactic acid, presence of ragged red fibers (RRF) in
muscle biopsy and stroke-like episodes, molecular tests are also used to verify the genetic
alteration of mitochondrial DNA. The available treatments consist in relieve the complications
of the syndrome, but there are some gene therapy studies that obtained significant results for
the recovery of some disease’s phenotypes. In this literature review, we elucidate the
pathophysiology of the MELAS syndrome, available diagnostic methods and palliative
treatments that lead to an improvement in the patient's quality of life.

Descriptors: melas syndrome, mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis
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INTRODUCAO

Nosso corpo é composto por trilhBes de unidades funcionais denominadas células, cada
célula possui organelas citoplasmaticas responséaveis pelo funcionamento homeostético dos
tecidos que elas compdem através da realizacdo de suas fungdes como producgao,
armazenamento, transporte e degradacdo de moléculas, proteinas, enzimas e outros
compostos extracelulares, além de atuarem também em sua prépria divisdo celular. Tudo
isso € possivel gracas ao cddigo genético armazenado no DNA nuclear (nDNA) que
transcreve através de seus genes, mensagens que serdo traduzidas no citoplasma celular
através de sua maquinaria, dando sintese a todos os elementos figurados que compdem o0s

organismos vivos.!

Destacaremos a mitocondria, organela citoplasméatica de dupla membrana responsavel pela
fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), ou seja, responsavel pela respiracdo celular, € nessa
organela que ocorre a sintese de moléculas denominadas adenosina trifosfato (ATP), unidade
de energia obtida através da “queima” de moléculas de alimentos que é de extrema
importéncia para o funcionamento de diversos processos biol6gicos na maioria dos seres
vivos.2IBl Cada célula possui centenas de mitocondrias em seu citoplasma, é na matriz
mitocondrial que provém a maior quantidade de ATP gerados através Unica molécula de

glicose. M2

O nDNA néo é o Unico responsavel pelo armazenamento de genes que codificam a sintese
de tudo que d& vida a vida apesar de ser o protagonista de sua fung&o, as mitocéndrias
também possuem um DNA dupla fita préprio de formato circular conhecido como DNA
mitocondrial (mtDNA), esse mtDNA abrange cerca de 16.500 pares de bases e 37 genes que
sao responsaveis por codificar 13 subunidades de enzimas que participam do processo de
OXPHOS, além de 22 RNAs transportadores (tRNA) e 2 RNAs ribossdmicos (rRNA)
essenciais para tradugéo de proteinas funcionais que mantém a maquinaria mitocondrial em

perfeito funcionamento.?

Durante a divisdo celular mitética, todas as organelas e nDNA sdo multiplicados e segregados
de forma controlada da célula mée para a célula filha, com excecao das mitocéndrias, que ao
realizar a duplicacdo do mtDNA, distribui suas copias em mitocondrias recém-sintetizadas de
forma aleatoria, as novas mitocondrias também sé&o distribuidas de forma aleatoria para as
células filhas, caracterizando o processo de segregacao replicativa.” Considerando que uma
célula disponha de mitocondrias normais, mas ha mutagdo no mtDNA de uma Unica
mitocondria e, por conta da segregacdo replicativa, essa mitocondria mutante acabe por
produzir diversas copias de seu mtDNA durante a divisdo celular e dispondo-as em novas

mitocondrias recém-sintetizadas, as células filhas poderdo receber da célula mae tanto
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mitocébndrias selvagens (funcionais) quanto mitocbndrias mutantes, existe também a
possibilidade da célula mae doar apenas mitocéndrias mutantes para as células filhas, uma

vez que esse processo € realizado de forma aleatéria.?

O mesmo acontece na divisdo celular meidtica, onde os ovdcitos recebem de forma aleatéria
cOpias das mitocdndrias recém-sintetizadas, estes podem ser heteroplasmicos quando h& a
doacdo de mitocondrias que dispbem tanto de mtDNA mutante quanto de mtDNA selvagem,
ou homoplasmicos quando ha doacdo apenas de mitocondrias que dispdem de mtDNA
mutante.? Sabendo que o mtDNA é uma heranga materna devido as mitocéndrias dos
gametas masculinos serem eliminadas no embrido e supondo que a mée seja portadora de
uma mutagcdo no mtDNA, mesmo sendo uma mutagdo que provoca fenétipos brandos ou
quase que imperceptiveis na mae, ela pode doar mitocdndrias ndo funcionais de forma
exacerbada para sua prole que podem se direcionar e aglomerar em determinados tipos de
tecidos durante o desenvolvimento embrionario e fetal, desencadeando uma sindrome

mitocondrial .

Todas as caracteristicas supracitadas cooperam para o quadro multiforme das sindromes que
estdo relacionadas ao mtDNA, o objetivo deste estudo tratou de abordar a fisiopatologia da
sindrome de MELAS, seus sinais e sintomas, métodos diagndésticos e tratamentos paliativos

disponiveis atualmente através de revisdes bibliograficas acerca do tema.?

JUSTIFICATIVA

A sindrome de MELAS é uma doencga genética rara que acomete drasticamente a qualidade
de vida do seu portador, € comum que pacientes portadores desta sindrome desenvolvam
dificuldade de deambular, de deglutir, fadiga excessiva, crises convulsivas e episddios
semelhantes ao AVC isquémico, necessitando de cuidados paliativos e até mesmo
hospitalizagdes durante sua vida. E importante ressaltar que o diagnéstico da sindrome de
MELAS pode, em muitos casos, ndo ser tdo claro no inicio devido a seu quadro clinico
multiforme, além de sintomas subjacentes que o paciente pode ou ndo apresentar, sendo
facilmente confundida com outras patologias durante os primeiros anos de vida, tornando

moroso o encaminhamento ao médico geneticista e podendo levar anos até seu diagnéstico.

Exposto a problematica acima, faz-se importante que o quadro clinico da sindrome de MELAS
seja melhor elucidado, através da producdo de conteudo cientifico sobre sua progressao,
quadro clinico, métodos diagnosticos e tratamentos paliativos disponiveis atualmente, visando
estimular através da disseminacao de conhecimento sobre o tema, a melhora da qualidade e

expectativa de vida do portador através do diagnéstico precoce e tratamento adequado, como



ACiS * S3o Paulo ¢ vol. 11 n. 4 e p. 67-80 ¢ outubro 2023 p. 70

ja é de praxe em outras doencgas genéticas por haver grandes quantidades de contetdos e

pesquisas ativas acerca dos temas no ambito da genética médica.

METODO

Elaboracdo de artigo cientifico tedrico através de revisdes bibliograficas acerca do tema
abordado, utilizando livros e as bases de dados SciELO e PubMed, a plataforma Google
Académico também foi consultada para coleta de artigos, foram coletados preferencialmente
artigos entre os anos 2000 e 2023. Durante as pesquisas para coleta de dados foram
utilizados os termos: sindrome de MELAS, encefalopatias associadas a sindrome de MELAS,
miopatias mitocondriais, episodios semelhantes ao AVC na sindrome de MELAS, MELAS
syndrome, mutacado de tRNA de leucina na sindrome de MELAS, acidose latica na sindrome
de MELAS.

FISIOPATOLOGIA DA SINDROME DE MELAS

A sindrome de MELAS € uma doencga genética de heranca materna ocasionada por mutacdes
pontuais no mtDNA que provocam diversas manifestacdes clinicas, cerca de 80% das
pessoas que possuem sindrome de MELAS apresentam a mutac¢ao pontual A3243G do RNA
transportador de leucina tRNA-UUA, também conhecido como gene MT-TL1, onde ha a
substituicdo de base nitrogenada do tipo adenina pelo tipo guanina na posicao 3243 da regido
do mtDNA codificante para o tRNA-UUA , outros 7,5% dos casos estao associados a mutagéo
pontual T3271C, que também se trata de uma substituicdo de base nitrogenada na mesma
regido codificadora, desta vez do tipo timina para o tipo citosina na posicédo 3271 do mtDNA,

ambas as mutagées ocasionam a traducdo do tRNA-UUA n&o funcional .45

N&o é totalmente compreendida a relacdo entre as mutacdes e os fendétipos que a doenca
apresenta, entretanto as alteracfes supracitadas no mtDNA provocam a deficiéncia de
aminoacilacdo do tRNA onde o mesmo apresenta dificuldades em disponibilizar a leucina na
cadeia de aminoacidos durante a sintese proteica mitocondrial, afetando o processo de
OXPHOS que é parcialmente dependente das proteinas sintetizadas in situ, uma vez que
algumas delas sdo codificadas pelo nDNA.® Ocorre também a modificacdo de sua posicdo
para o reconhecimento do anticbdon UUG, resultando em uma reducdo da atividade

mitocondrial e, consequentemente, baixos niveis de produgdo de moléculas de ATP.l

O complexo IV da OXPHOS (figura 1), responsavel pela transferéncia de elétrons do complexo

[ll para o complexo IV destaca-se na sindrome de MELAS uma vez que a proteina citocromo
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C oxidase (COX) atuante nesse complexo possui 3 de suas 13 subunidades codificadas pelo
MtDNA, resultando em sua disfuncdo e baixa atividade, o que compromete o0 processo de
OXPHOS num todo.!"

FIGURA 1 — Funcionamento normal dos complexos que compdes a cadeira respiratéria dentro da

matriz mitocondrial, em destaque o complexo IV (a¢do da proteina citocromo C oxidase), que é
afetado na sindrome de MELAS:

ESPACO INTERMEMBRANA

NAD(P)H desidrogenases externas O pool de ubiquinona (UQ) se difunde O citocromo c é uma A proteina
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elétrons diretamente do NADH interna e serve para transferir elétrons transfere elétrons do (uncoupling protein
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Fonte: Taiz, L; Zeiger, E [2012] @

Os miécitos e neurbnios estdo mais suscetiveis ao dano, uma vez que demandam
particularmente de uma grande quantidade de mitocondrias que supram o gasto energético
através da producdo de moléculas de ATP para esses exercerem suas funcdes fisiologicas
corretamente.®! Havendo a presenca de distirbios mitocondriais, as células desses tecidos
sdo severamente acometidas, apresentando falhas funcionais em suas fisiologias.®
Entretanto, a sindrome de MELAS pode atingir diversos tecidos e possuir sintomas
subjacentes como o desenvolvimento de Diabetes Mellitus (DM), manifesta¢des psiquiatricas,

cardiopatias, ataxia e baixa estatura.®

SINAIS E SINTOMAS DA SINDROME DE MELAS

E importante salientar que a sindrome de MELAS ¢ uma doenca de quadro clinico multiforme
onde os sintomas podem iniciar nos primeiros anos de vida ou no inicio da vida adulta, mas

também ha casos de inicio tardio em adultos.®l Suas alteracGes variam de paciente para
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paciente de acordo com sua carga de heteroplasmia, entretanto alguns sintomas sao
comumente encontrados em quase todos 0s casos de mutacdo do tRNAUUYR) - essas
principais alteracBes fisiopatoldgicas consistem em: miopatia mitocondrial, encefalopatia,

acidose lactica e episddios semelhantes ao acidente vascular cerebral (AVC) isquémico.®

Miopatia mitocondrial

As miopatias mitocondriais tem sua patogénese diretamente relacionada a taxa de consumo
de ATP que o tecido muscular necessita para realizar suas fungdes, como por exemplo a
movimenta¢do musculo esquelética, havendo a falha mitocondrial e reducéo dos niveis de
ATP disponiveis os musculos sdo comprometidos e o paciente manifesta sintomas como
fraqgueza muscular, perda da capacidade de degluticdo (necessitando de suplemento
alimentar por sonda nasogastrica, sonda nasoentérica e até mesmo gastrostomia),
oftalmoplegia (paralisia/fraqueza dos musculos oculares), dificuldade de fala, dificuldade para

deambular, entre outras. IOt

Encefalopatia

As encefalopatias provocadas pela sindrome de MELAS possuem 0 mesmo mecanismo de
patogénese que a miopatia mitocondrial, os neurbnios consomem altas quantidades de
moléculas de ATP para realizar suas fungdes fisiologicas, havendo a baixa da producéo
destas moléculas logo havera o comprometimento desse tecido, progredindo para sintomas

como deméncia, cefaléia, convulsdes, ataxia, perda auditiva, entre outros.BIt4

Alguns destes sintomas também estao correlacionados as zonas de infarto ocasionadas pelos
episddios semelhantes ao AVC e angiopatias de pequenos vasos cerebrais, pois ha perda

extensa de células neuronais, comprometendo a atividade funcional destas regides.”

Acidose latica

A acidose latica no quadro da sindrome de MELAS é resultado da ativacdo das vias
anaerobicas para producado de energia, essa via pode ser ativada pelo organismo através da
identificacdo de musculo esquelético muito ativo ou de um estado de hipoxia, a razdo dessa
hipoxia pode ser por auséncia do oxigénio propriamente dito ou alteragbes na cadeia
respiratoria celular, onde ha presenca do oxigénio, porém as mitocondrias por algum motivo
ndo sdo capazes de produzir veemente as moléculas de ATP necessérias, essa baixa de

producdo de ATP é sinalizada e o organismo a compreende como auséncia de matéria prima
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para a OXPHOS, como por exemplo o oxigénio, passando a ativar as vias anaerébicas para
suprir essa pseudo auséncia como acontece na sindrome de MELAS, esse processo obtém
como produto o 4cido latico elevando seus niveis séricos, reduzindo o pH sanguineo, e,
provocando uma acidose metabdlica seguida de sintomas como vdmitos recorrentes, fadiga

extrema, dispneia e fraqueza muscular.®li*?

Episédios semelhantes ao AVC

Os episddios semelhantes ao AVC sao eventos ndo totalmente elucidados em sua
patogénese, porém resultam em zonas de infarto no cortex cerebral, chama-se “semelhante”
pois seus sintomas sdo indistinguiveis ao AVC isquémico ocasionado por hipéxia tecidual
derivada de obstrucao circulatéria proveniente de um coagulo sanguineo, entretanto néo é
ocasionado pelo mesmo motivo. Estudos relacionam os episédios semelhantes ao AVC com
angiopatias provenientes da disfun¢cdo mitocondrial do endotélio de pequenos vasos
cerebrais, ocasionando oclusdo do limen vascular, também esta correlacionado com as
encefalopatias, descrevendo a falha de suporte energético como um dos motivos que levam
ao dano neuronal (morte celular), o que desencadeia alguns sintomas subjacentes como:
perda de visdo, perdas de movimentos e deméncia.'® Os sintomas relacionados aos
episddios semelhantes ao AVC propriamente dito resumem-se a hemiparesia, desvio de rima,

afasia, cefaleia, alteracdes na visdo e até convulsdes.**

A angiopatia na sindrome de MELAS também pode estar relacionada ao funcionamento e
producao de 6xido nitrico (NO) na circulacao, o NO é produzido através da arginina, pela acéo
da enzima O6xido nitrico sintase (NOS), catalisando a conversao de arginina em citrulina, o
reverso ocorre a partir da acdo das enzimas argininosuccinato sintase e argininosuccinato
liase, estas por sua vez sdo capazes de converter a citrulina em arginina, desta forma ambas
séo consideradas matéria prima para a producédo de NO, sendo a citrulina um aminoacido néo
essencial, produzido nos enterdcitos do intestino delgado através de acdes de enzimas
mitocondriais e, estas por sua vez estarem comprometidas no quadro de sindrome de MELAS,
€ considerado uma possivel baixa de NO prejudicial, uma vez que o NO possui papel
fundamental no relaxamento da musculatura lisa endotelial, necesséria para manter o fluxo
circulatério viavel, uma vez que h& baixa na producdo de NO esse relaxamento endotelial &
comprometido, provocando o comprometimento circulatério da microvascularizacdo em

diversos tecidos.%
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METODOS DIAGNOSTICOS DISPONIVEIS

Destacam-se para o diagnoéstico da sindrome de MELAS o aumento de lactato sérico, a
presenca de fibras vermelhas rasgadas (RRF) e vasos sanguineos fortemente reativos a
succinato-desidrogenase (SSV) em bidpsia muscular e episodios semelhantes a AVC
isqguémico evidenciados em exames de ressonancia magnética (RM) ou tomografia

computadorizada (TC) do encéfalo.l*%

Lactato sérico

O lactato sérico dosado através de exame bioguimico por ensaio enzimatico colorimétrico,
durante o método utiliza-se reagentes de kits disponiveis na industria que através das reacoes
obtidas e andlise da capacidade de absorbancia da amostra de sangue do paciente em
comparagdo com uma amostra controle disposta no kid utilizado, é possivel determinar os
niveis de lactato sérico do paciente, o valor de referéncia gira em torno de 0,5 a 1,6 mmol/L.
[SI12)16] Njveis anormais, especificamente niveis superiores ao valor de referéncia, indicam que
as vias anaerObicas laticas estdo sendo utilizadas veemente, esse achado laboratorial
combinado com os demais achados supracitados enquadram-se no quadro clinico da
sindrome de MELAS. BI216]

Bidpsia muscular com presenca de RRF e SSV

A bidpsia muscular é coletada para analise histoldgica, utiliza-se como marcador a succinato
desidrogenase (SDH), enzima caracteristica das membranas mitocondriais, que em coloragéo
de hematoxilina-eosina (HE) apresentam uma cor arroxeada em volta das fibras musculares,
formando um anel que evidencia a presenca de mitocondrias em quantidades acima do que
é considerado normal (figura 2).197 J4 no método de coloracéo tricromico de gomori
(modificado para musculo) as mitocdndrias se apresentam em vermelho, sdo conhecidas
como ragged red fibers (RRF) ou, em portugués, fibras vermelhas rasgadas, ficam dispostas

nas bordas das fibras e se apresentam em espessuras irregulares (figura 3).1t"!
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FIGURA 2 — Andlise histopatoldgica em colora¢do HE evidenciando, através das setas, anéis
arroxeados formados por quantidade de mitocondrias elevadas envolta das fibras musculares:

Fonte: Anatpat-UNICAMP [internet]. [18]

FIGURA 3 - Andlise histopatolégica com coloragédo de tricrdmico de gomori modificado evidenciando,
através das setas, fibras musculares que apresentam acimulo de atividade mitocondrial demonstrada
em espessuras irregulares nas bordas com coloragdo avermelhada, as conhecidas fibras vermelhas
rasgadas (RRF):

Fonte: Anatpat-UNICAMP [internet]. (28]

Vasos sanguineos fortemente reativos a succinato desidrogenase (SSV) também sao
observados em bidpsia no quadro clinico da sindrome de MELAS indicando a presenca de
mitocondrias em niveis elevados, na analise histopatoldgica é possivel visualizar uma forte
coloracdo com granulacdes nas paredes dos vasos sanguineos e esse evento € descrito como
uma das possiveis causas dos episodios semelhantes ao AVC devido ao dano endotelial e

oclus&o de pequenos vasos cerebrais (figura 4).0!
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FIGURA 4 — SSV visualizada através de fortes granulacbes arroxeadas nas paredes dos vasos
sanguineos (identificado por setas), analise histopatoldgica através de coloragdo SDH e HE
respectivamente:

Fonte: Lorenzoni PJ, Scola RH, Kay CSK, Arndt RC, Freund AA, Bruck | [2009] [29]

Diagndstico por Imagem

Os exames de imagem sdo de extrema importancia para o diagnostico da sindrome de
MELAS, através de exames de RM e TC do encéfalo é possivel observar achados clinicos
que indicam os episddios semelhantes ao AVC isquémicos e comprometimento tecidual
ocasionado por encefalopatias, apresentando zonas com lesdes corticais, necrose em areas
focais, calcificagbes dos ganglios da base, perda de volume e edemas (figura 5) provenientes
destes eventos de importancia clinica.l”

FIGURA 5 — RM de encéfalo em corte axial apresentando por meio de setas brancas zonas
hipodensas e hiperdensas (a depender do método utilizado) que evidenciam espessamento (edema)

do cortex do lobo temporal direito na &rea de infarto (episddio semelhante ao AVC). A refere imagem
de T1, B refere imagem FLAIR, C e D referem imagem DWI:

Fonte: Fan HC, Lee HF, Yue CT, Chi CS [2021] [20
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Métodos moleculares

Destacam-se para diagnéstico de mutac6es pontuais para 0 mtDNA os testes de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo
(RFLP), seguidos de sequenciamento direto.l*®! A amostra utilizada para esse tipo de andlise
provém da bidpsia muscular e a técnica utilizada para extrair o mtDNA da amostra pode ser
realizada através de fenol-cloroférmio, o método de PCR/RFLP é realizado primeiramente em
forma de triagem para identificacdo de mutacdes pontuais onde serdo utilizados primers de
oligonucleotideos que mimetizam a regido codificadora do tRNA-UUA afetado, dando inicio a
sintese de novos fragmentos de fitas dessa mesma regido.™® Ciclos de desnaturacao,
anelamento e extensdo sdo realizados durante um determinado intervalo de tempo e
temperatura, apés a obtencdo dos fragmentos recém-sintetizados pela PCR é realizado a
digestdo por enzimas endonucleases de restricAo especificas, que irdo clivar estes
fragmentos em locais especificos caso haja a mutagcdo do mtDNA, esses fragmentos clivados
possuem determinadas quantidades de pares de base e peso molecular conhecido.*¥! Apds
a obtencgédo do resultado da PCR é utilizado a eletroforese em gel para visualizagcdo destes
fragmentos, eles irdo correr pelo gel e se houve a clivagem dos sitios de restricdo especificos,
havera também formacéo de fragmentos com determinadas quantidades de pares de bases,
bandas serdo formadas no gel a mesma altura do peso molecular previamente conhecido para
a mutacdo do mtDNA que estd sendo investigada, resultando em afetado para essa

mutacao.9

E necesséario a realizacdo do sequenciamento direto para confirmacdo da presenca de
mutacdo no mtDNA onde o resultado desse método trard a sequéncia de pares de bases do

mtDNA do paciente, evidenciando ou ndo a mutagdo.!*®

TRATAMENTOS ASSOCIADOS AO PROGNOSTICO DA SINDROME DE MELAS

De forma geral os tratamentos disponiveis associados a sindrome de MELAS consistem em
aliviar suas complicagfes, entretanto n&o evitam a progresséo da doenca e faz-se importante

ressaltar que nédo ha cura para a sindrome de MELAS até o momento.®

Por se tratar de uma doenca acompanhada pela diversidade de fenétipos a depender do tipo
de mutacao e do nivel de heteroplasmia do paciente, o tratamento seguira de acordo com os
guadros que serdo apresentados para cada individuo acometido e esse devera ser
acompanhado pelo médico geneticista durante toda sua vida.®! Algumas terapias
medicamentosas, acompanhado da pratica de exercicios fisicos, sdo comumente utilizadas

para portadores da sindrome de MELAS para finalidade paliativa (tabela 1).5
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TABELA 1 — Terapias medicamentosas utilizadas para acompanhamento da sindrome de MELAS:

Medicamento indicac@es terapéuticas

Coenzima Q10 Terapia antioxidante

Edaravona

Transtornos neuroldgicos e cognitivos
Idebenona P :

Distirbios vasculares cerebrais
L-arginina Regulacédo do metabolismo energético
L-carnitina Geracao de energia e disposi¢cdo no organismo
Vitaminas do complexo B
Vitamina C Suplemento vitaminico e antioxidante (vitamina E)
Vitamina E

Fonte: Lorenzoni PJ, Werneck LC, Kay CSK, Silvado CES, Scola RH [2015]. [

O manejo da sindrome de MELAS deve incluir também terapias adicionais para os sintomas
subjacentes que forem apresentados como desenvolvimento de DM (controle de dieta,
agentes hiperglicemiantes e até mesmo terapia com insulina), crises convulsivas (adicao de
medicamentos anticonvulsivos), cardiopatias (tratamento devidamente adequado para o
guadro) cefaleia (adicdo de medicamentos analgésicos) e antipsicéticos/sedativos caso
apresente quadros psiquicos.”! O aconselhamento genético é fortemente indicado para os
pacientes, principalmente mulheres em idade fértil pois existe o risco de transferéncia do gene

mutante para sua prole.®

Um estudo publicado pela Oxford University Press utilizou de tecnologia do DNA
recombinante para sintetizar tRNA de leucina por meio da expressdo alotépica de RNAs
mitocondriais, ou seja, 0 gene que expressa o tRNA-UUA nas mitocondrias foi expressado
pelo nDNA e transferido para as mitocondrias posteriormente, a fim de reduzir os impactos
ocasionados pelo mtDNA mutante na sintese de proteinas que participam da OXPHOS.®
Esse estudo contou com a utilizagdo do tRNA de lisina de leveduras para recombinagdo em
tRNA de leucina, esses tRNAs modificados foram transferidos para células cibridas afetadas
pela mutagdo do mtDNA em modelo in vivo através de um vetor de transfecgao, os resultados
deste estudo demonstraram sucesso tanto na expressao do gene e sintese do tRNA capaz
de transportar a leucina, quanto na transferéncia deste tRNA para as mitocondrias, entretanto
foram necesséarias novas doses de transfec¢Bes para manter os niveis destes tRNAs
significativos no modelo in vivo.[®! Outro ponto importante destacado no estudo foi a
identificacdo de aumento dos niveis de COX, ou seja, o complexo IV foi consideravelmente
beneficiado e houve a reducéo dos efeitos da mutacéo, o estudo concluiu que a abordagem
da técnica de expressdo alotdépica de RNAs mitocondriais pode ser uma ferramenta de
sucesso para tratamento de doencas ocasionadas pela mutacdo do mtDNA que afete a

traducdo de tRNA em nivel mitocondrial, especialmente a sindrome de MELAS. !
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CONSIDERACOES FINAIS

A sindrome de MELAS é caracterizada por um quadro clinico multiforme, caracteristica essa
gue explica a dificuldade de seu diagnéstico pois durante os primeiros anos de vida €
facilmente confundida com outras condi¢des patolégicas. Durante a producao deste artigo foi
possivel constatar a baixa quantidade de conteudos cientificos disponiveis nas bibliografias
acerca do tema, as literaturas que citam a doenca possuem poucas informa¢cdes sobre um
quadro tdo extenso com inlmeras altera¢des importantes. Alguns de seus sintomas como 0s
episddios semelhantes ao AVC isquémico ndo possuem sua origem totalmente elucidada, o
gue dificulta o entendimento da doencga, bem como seu diagndstico precoce. Dado exposto a
problematica, concluimos necessaria a abordagem da sindrome de MELAS neste artigo com
0 objetivo de alimentar a base pré-existente sobre a doenga, é cabivel também alertar sobre
a importancia do desenvolvimento de mais pesquisas e trabalhos acerca do tema,
principalmente sobre os tratamentos disponiveis e relatos de casos, visando estimular,
através da disseminacdo de conhecimento confiavel, que profissionais do ambito pediatrico,
clinico e genético estejam aptos a direcionar o paciente ao diagndéstico preciso e precoce da
doenca, iniciando o tratamento adequado que possibilite um bom prognéstico, a fim de
beneficiar sua qualidade e expectativa de vida. E necessario também frisar a importancia do
encaminhamento ao aconselhamento genético para os pacientes e familiares que lidam com

essa sindrome.

REFERENCIAS

1. Junqueira LCU, Carneiro J. Biologia celular e molecular. Rio De Janeiro: Guanabara Koogan; 2015.

2. Nussbaum RL, Mcinnes RR, Willard HF. Thompson & Thompson genética médica. Rio De Janeiro:
Elsevier; 2008.

3. Alberts B. Biologia molecular da célula. Porto Alegre: ArtMed: 2017.

4. Pasternak JJ, Ida Cristina Gubert. Genética molecular humana: mecanismos das doencas
hereditarias. Barueri: Editora Manole; 2002.

5. Lorenzoni PJ, Werneck LC, Kay CSK, Silvado CES, Scola RH. When should MELAS (Mitochondrial
myopathy, Encephalopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-like episodes) be the diagnosis? Arquivos
De Neuro-Psiquiatria. 2015. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26517220

6. Karicheva OZ, Kolesnikova OA, Schirtz T, Vysokikh MY, Mager-Heckel AM, Lombeés A, et al.
Correction of the consequences of mitochondrial 3243A>G mutation in the MT-TL1 gene causing
the MELAS syndrome by tRNA import into mitochondria. Nucleic Acids Research. 2011 Oct
1;39(18):8173-86. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nIm.nih.qov/21724600/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26517220
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21724600/

ACiS * S3o Paulo ¢ vol. 11 n. 4 e p. 67-80 ¢ outubro 2023 p. 80

7. Betts J, Jaros E, Perry RH, Schaefer AM, Taylor RW, Abdel-All Z, et al. Molecular neuropathology
of MELAS: level of heteroplasmy in individual neurones and evidence of extensive vascular
involvement. Neuropathology and Applied Neurobiology. 2006 Aug 1; 32(4):359-73. Disponivel
em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.qov/16866982/

8. Taiz L, Zeiger E. Fisiologia e Desenvolvimento Vegetal. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2012. 820 p.

9. Luchesi KF, Soares AS, Silva EAA dos S, Melo JP, Trilha R. Evolucéo da disfagia em um caso de
sindrome MELAS: o olhar dos cuidados paliativos. Audiol, Commun res. 2018. Disponivel em:
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-983917

10. Baek MS, Kim SH, Lee YM. The Usefulness of Muscle Biopsy in Initial Diagnostic Evaluation of
Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-Like Episodes. Yonsei Medical
Journal. 2019 Jan 1; 60(1):98-105. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6298893/

11. Hall JE, Guyton AC. Tratado de fisiologia médica. 132 ed. Rio de Janeiro: Elsevier; 2017.
12. Nelson DL, Cox MM. Leningher Principios de Bioquimica. 62 ed. Porto Alegre, ArtMed; 2014.

13. Bhatia KD, Krishnan P, Kortman H, Klostranec J, Krings T. Acute Cortical Lesions in MELAS
Syndrome: Anatomic Distribution, Symmetry, and Evolution. American Journal of Neuroradiology.
2019 Dec 5;41(1):167-73.

14. Cai SS, von Coelln R, Kouo TJ. Migratory stroke-like lesions in a case of adult-onset mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes (MELAS) syndrome and a review of
imaging findings. Radiology Case Reports. 2016 Dec;11(4):425-9.

15. El-Hattab AW, Adesina AM, Jones J, Scaglia F. MELAS syndrome: Clinical manifestations,
pathogenesis, and treatment options. Molecular Genetics and Metabolism. 2015 Sep;116(1-2):4—
12.

16. Henry JB, Gubert IC. Diagndsticos clinicos e tratamento por métodos laboratoriais. 21° ed.
Barueri, Manole; 2012.

17. Graga CR, Kouyoumdjian JA, Marie SKN. Bidpsia muscular com estudo histoquimico: experiéncia
inicial da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto. Arq ciénc. saude. 2008;24-8.
Disponivel em: https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-516790

18. Anatpat-Unicamp [Internet]. anatpat.unicamp.br. Disponivel em:
https://anatpat.unicamp.br/musmiopmitoc.html#:~:text=As%20fibras%20com%20borda%20vermel
ha

19. Lorenzoni PJ, Scola RH, Kay CSK, Arndt RC, Freund AA, Bruck |, et al. MELAS: clinical features,
muscle biopsy and molecular genetics. Arquivos de Neuro-Psiquiatria. 2009 Sep;67(3a):668—76.

20. Fan HC, Lee HF, Yue CT, Chi CS. Clinical Characteristics of Mitochondrial Encephalomyopathy,
Lactic Acidosis, and Stroke-like Episodes. Life. 2021 Oct 20;11(11):1111.

CONTATO

Beatriz Cruz de Souza: bea.cruzs98@gmail.com


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16866982/
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-983917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6298893/
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-516790
https://anatpat.unicamp.br/musmiopmitoc.html#:~:text=As%20fibras%20com%20borda%20vermelha
https://anatpat.unicamp.br/musmiopmitoc.html#:~:text=As%20fibras%20com%20borda%20vermelha

Uso da biologia molecular nas ciéncia forense
Use of molecular biology in forensic science

Maria Lucia Sala?, Erik Cendel Saenz Tejada®

a: Graduada em Biomedicina no Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas — FMU, Brasil
b: Biélogo, Universidad Nacional Federico Villareal/Peru, Doutor em Biogquimica Instituto de Quimica da USP, Brasil

RESUMO

As ferramentas de biologia molecular aumentaram a capacidade do cientista forense de
caracterizar evidéncias biologicas a ponto de ser possivel analisar amostras minusculas e
atingir altos niveis de individualizacdo. Neste estudo de caso, descreveu-se as principais
evidéncias biologicas forenses que estdo sendo ou provavelmente serdo preenchidas por
ferramentas de biologia molecular. Os dados coletados do estudo apontam resultados como
as lacunas de conhecimento e novas dire¢des foram identificadas onde a biologia molecular
provavelmente guiard o campo da ciéncia forense. Identificamos algumas dessas areas onde
€ necessario mais desenvolvimento: melhorar os limites atuais de tipagem de amostras de
baixa quantidade e qualidade; melhorar a eficiéncia da recuperacdo e extragdo de amostras;
converter STRs atuais em mini-STRs; selecionar e validar novos mini-STRs; selecionar e
validar uma variedade de SNPs para diferentes aplicagfes; intensificacdo da multiplexacao;
desenvolvimento de automacdo para alto rendimento; desenvolvimento de sistemas
especialistas para interpretacéo de dados; desenvolver capacidades de sequenciamento para
triagem de genomas de microrganismos; e testes de campo. Concluimos que o futuro da
biologia molecular para a ciéncia forense é empolgante e dinamico. Ainda ha muito a ser
conquistado e os desenvolvimentos da biologia molecular seréo essenciais para auxiliar na
resolucdo de crimes e na identificacdo de desaparecidos.

Descritores: ciéncia forense, biologia molecular, pericia microbiana

ABSTRACT

Molecular biology tools have increased the forensic scientist's ability to characterize biological
evidence to the point where it is possible to analyze tiny samples and achieve high levels of
individualization. In this case study, we describe key forensic biological evidence that is being
or is likely to be filled in by molecular biology tools. Data collected from the study point to
results such as knowledge gaps and new directions were identified where molecular biology is
likely to guide the field of forensic science. We identified some of these areas where further
development is needed: improving current typing limits for low quantity and quality samples;
improve the efficiency of sample recovery and extraction; convert current STRs into mini-
STRs; select and validate new mini-STRs; select and validate a variety of SNPs for different
applications; multiplexing enhancement; development of automation for high throughput;
development of expert systems for data interpretation; develop sequencing capabilities for
screening microorganisms genomes; and field tests. We conclude that the future of molecular
biology for forensic science is exciting and dynamic. There is still much to be achieved and the
developments in molecular biology will be essential to help solve crimes and identify missing
people.

Descriptors: forensic science, molecular biology, microbial expertise
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INTRODUCAO

A ciéncia forense adotou o uso de ferramentas de biologia molecular de DNA para fins de
diagndstico mais do que qualquer outro campo cientifico. A disciplina foi impulsionada pela
necessidade de técnicas de teste de identidade humana de alta resolu¢éo. Nos ultimos 20 a
25 anos, a ciéncia forense desenvolveu e implementou varias tecnologias robustas e

confiaveis de tipagem de DNA 12,

Os sucessos permitiram a tipagem confiavel de quantidades extremamente minimas de DNA,
com um poder de resolugdo tal que, em muitos casos, 0 nimero de contribuintes de amostras
de evidéncias pode ser reduzido a alguns individuos, se ndo apenas uma fonte. Além disso,
as ferramentas de biologia molecular forense sdo muito confiaveis devido aos requisitos de

validacdo bem definidos 3.

Dada a maturidade do campo forense, pode-se supor que mudancas drasticas na tecnologia
ndo serdo buscadas e apenas refinamentos serdo adotados. H4A menos demandas a serem
atendidas tecnologicamente; na verdade, a capacidade de digitar rotineiramente amostras
como uma bituca de cigarro ou um Unico fio de cabelo excedeu as expectativas da maioria
dos cientistas que comegaram a usar ferramentas de biologia molecular para caracterizar

evidéncias bioldgicas forenses 3.

Em vez de usar a analise de polimorfismo de comprimento de restricdo por métodos de
hibridizacdo baseados em Southern blot, os cientistas no campo agora estdo usando
rotineiramente métodos baseados em PCR juntamente com tecnologias automatizadas de
deteccéo fluorescente®. O uso de bancos de dados de amostras de DNA ofensivo e forense
contribui para a relutdncia em mudar. Esses bancos de dados foram desenvolvidos para
ajudar a investigar crimes futuros e foram padronizados em um conjunto basico de loci de

repeticdo em tandem curta (STR) ou loci de microssatélites .

Devido ao tamanho desses bancos de dados [por exemplo, ha mais de 6 milhfes de perfis de
referéncia no banco de dados do Sistema de indice de DNA combinado (CODIS) dos Estados
Unidos, hd um movimento substancial para manter apenas o repertério atual de marcadores
genéticos centrais®. Além disso, devido ao gasto substancial de recursos para validar sistemas
analiticos de biologia molecular, para equipar um laboratério e para educar e formar
profissionais proficientes; assim como os esfor¢os empreendidos para obter admissibilidade

no tribunal, os cientistas forenses tendem a ndo mudar rapidamente as metodologias sélidas’.

Pode-se prever, portanto, que provavelmente ndo havera mudancas dramaticas nas
ferramentas de biologia molecular usadas na ciéncia forense. Tal visdo, no entanto, seria

miope porque existem varias areas onde a biologia molecular poderia oferecer melhorias para
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as capacidades do cientista forense. De fato, cabe ao cientista forense estar vigilante e adotar
novas tecnologias que beneficiem a sociedade por sua capacidade de analisar amostras mais
desafiadoras em um esfor¢o para continuar a inocentar inocentes, aprimorar as habilidades

para solucionar crimes e identificar pessoas desaparecidas .

Com o sucesso da analise, h4 motivacdo para tentar analisar amostras mais dificeis, como
amostras de tracos denominadas DNA de toque ou baixo numero de copias (LCN). Os bancos
de dados de DNA podem ndo ter sido totalmente explorados e podem fornecer pistas para
novas questdes investigativas. Além disso, o campo recentemente desenvolvido de analise
forense microbiana explorara tecnologias de alta resolucdo e alto rendimento além daquelas

necessarias para a identificacdo humana é.

Portanto, o futuro da biologia molecular na ciéncia forense ainda promete ser dinAmico. Prever
o futuro nunca é exato e as tecnologias de salto fundamentais ndo sdo 6bvias. Trinta anos

atras, poucos teriam previsto o método de PCR e o impacto que teve na biologia molecular .

Neste estudo descreveu-se as principais evidéncias biolégicas forenses que estao sendo ou

provavelmente serdo preenchidas por ferramentas de biologia molecular.

METODO

O método utilizado descreve as principais evidéncias biol6gicas forenses com base em artigos
relacionados ao tema. Sendo utilizado para pesquisa no idioma inglés, foram também
utilizados unitermos como Ciéncia forense, Biologia molecular, Pericia microbiana. Os
critérios de inclusdo para a selecdo de artigos cientificos foram: titulo, resumo,
desenvolvimento, andlise forense microbiana e sequenciamento de alto rendimento,

automacédo e teste de campo, com preferéncia para datas recentes.
DESENVOLVIMENTO
Anédlise forense microbiana e sequenciamento de alto rendimento

A ameaca do uso terrorista ou criminoso de microrganismos e suas toxinas € uma grande
preocupacédo para a biodefesa e a biosseguranca em todo o mundo (64,65). O ataque de
cartas com antraz de 2001 demonstrou a vulnerabilidade do publico a tais ataques e a
incapacidade do governo dos EUA de investigar forensemente as evidéncias para fins de

atribuicéo °.

Isso resultou no nascimento do campo da pericia microbiana. A analise forense microbiana é
uma subdisciplina em evolucdo da ciéncia forense para analisar evidéncias de um ato de

bioterrorismo, biocrime, fraude ou uma liberagdo inadvertida para fins de atribuicéo °.
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De muitas maneiras, a pericia microbiana ndo € um campo novo; suas bases e préticas sdo
derivadas de abordagens semelhantes estabelecidas em salude publica e epidemiologia. A
diferenca entre forense microbiana e epidemiologia é que a primeira deseja individualizar
ainda mais uma amostra. No entanto, as analises forenses microbianas devem abranger o
manuseio de amostras, coleta, preservacdo, selecdo de métodos, analise de casos,

interpretacdo de resultados, validacdo e garantia de qualidade *°.

Genética molecular, gendmica e informéatica serdo centrais para identificacdo de
espécies/estirpes, determinacao de viruléncia, caracterizacao de patogenicidade e atribuicdo
de fonte. O maximo em atribuicao de fonte € ser capaz de individualizar uma amostra de forma
que ela possa ser rastreada até uma fonte Unica. Isso é improvavel com 0s recursos atuais e
pode nao ser possivel em muitos casos devido a natureza das amostras microbiolégicas. As
investigacdes epidemioldgicas tendem a se concentrar na resolucéo de espécies e niveis de

cepas, que séo informacdes Uteis para uma investigacdo forense microbiana .

No entanto, a ciéncia forense se esfor¢a para individualizar as amostras: para o ataque de
letras de antraz, uma técnica de analise de repeticdo em tandem de numero variavel multi-
locus (VNTR) foi usada para identificar a bactéria Bacillus anthracis como aquela da cepa
Ames. Embora os dados da cepa tenham direcionado adequadamente a investigacéo para
fontes laboratoriais, a diferenciacdo de amostras de laboratério estreitamente relacionadas da
mesma cepa foi muito mais desafiadora. Para casos futuros, a tecnologia é necessaria para
facilitar a identificacdo desses SNPs Unicos, duplicacdes, exclusdes, inser¢cdes ou rearranjos

— se existirem, que individualizardo melhor as amostras e ajudardo a focar uma investigacéo®*.

Ao contrério da identificagdo humana, onde um conjunto central padronizado de loci pode ser
usado para diferenciar individuos, o(s) marcador(es) microbiano(s) forense(s) para
individualizag&o seré(ao) desconhecido(s) e especifico(s) do caso. O sequenciamento de todo

o genoma é o método preferido para descobrir a variagdo genética de valor forense 112,

A abordagem mais eficaz para a descoberta abrangente de variacdo genética, que foi usada
nas investigacGes de cartas de antraz *?, foi por sequenciamento shotgun de alto rendimento
explorando o sequenciamento de Sanger 3. Embora considerado o padréo ouro da tecnologia
de sequenciamento, esse método € trabalhoso, caro, tem cobertura relativamente baixa e
apresenta problemas de viés de amostra. Se o resequenciamento de todo o genoma fosse
desejado para um repositorio de amostras (de algumas a milhares), o custo seria proibitivo.
Portanto, sdo necesséarios avangos na tecnologia de sequenciamento que aumentem a
precisdo e a velocidade, reduzam os custos e maximizem a eficiéncia da andlise forense. O

resequenciamento de hibridizacdo [como a tecnologia de chip desenvolvida pela Affymetrix
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(Santa Clara, CA, EUA)] permite que um numero extremamente grande de sondagens seja

realizado simultaneamente e forneceria resultados rapidos para a digitagao **.

Mas, a tecnologia de chip de hibridiza¢do pode néo ter a sensibilidade de detec¢édo necessaria
para aplicacOes forenses. A espectrometria de massa com ionizacdo por dessorcao a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF), que explora a massa absoluta de uma molécula de &cido
nucleico como uma propriedade intrinseca, oferece vantagens sobre as abordagens de
hibridizacdo e eletroforese: MALDI-TOF ndo € sujeito aos caprichos de anomalias
eletroforéticas e estrutura secundaria de DNA, e ndo requer moléculas de marcagdo para

deteccdo. No entanto, ndo pode ser usado para sequenciar genomas inteiros 1°,

No entanto, as abordagens de molécula Unica podem ter problemas de amostragem que
precisardo ser abordados e as tecnologias atuais, estando mais na fase de prova de conceito,
estdo longe de serem robustas. E dificil prever quais tecnologias serfo selecionadas para
analise forense microbiana, mas o sequenciamento de baixo custo, alta cobertura, baixo erro
e alto rendimento de genomas de microrganismos inteiros serd uma necessidade para apoiar

o desenvolvimento dos ensaios de atribuicdo forense microbiana mais eficazes *°.

Automacao

As demandas de geracao, entrada e manutencdo de perfis de DNA em um banco de dados
nacional de DNA impulsionaram o desenvolvimento da automag&o. O niUmero de amostras de
referéncia de criminosos condenados, detidos e pessoas desaparecidas continua a aumentar,
e a carga € tal que essas amostras ndao podem continuar a ser digitadas e revisadas
manualmente. Robdética e produtos quimicos modificados mais adequados para processos
automatizados foram desenvolvidos para aumentar o rendimento e os esfor¢os continuaréo a

melhorar a eficiéncia da automagéo 617,

A automacado oferece controle de qualidade, resultados consistentes e gerenciamento de
dados com menores custos operacionais. Ao remover 0 componente humano do processo,
os resultados tendem a ser mais consistentes e de alta qualidade. O erro é reduzido
principalmente ao minimizar a chance de troca de amostra e contaminagéo residual. Os
desenvolvimentos de software permitem o rastreamento do manuseio de amostras ao longo
do processo. Volumes de reagentes mais baixos se traduzem em menos consumiveis e
menos desperdicio. A maior parte da automacdo concentrou-se na extracdo de DNA de
amostras de referéncia padrao e algumas estenderam a aplicacdo a amostras de casos como
0ssos, cabelos, dentes, pontas de cigarro e esperma. As plataformas robéticas variam e

incluem a estacao de trabalho robética Tecan Genesis RSP 150/8 e as esta¢des de manuseio
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de liquidos Tecan Freedom EVO (Tecan, Mannedorf, Suica), a estacdo de trabalho de
automacdo Biomek 2000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA), o Plato 3000 sistema
robético (Rosys/Anthos AG, Hombrechtikon, Suica) e a estacdo de trabalho BioRobot EZ1
System e BioRobot 8000 (Qiagen, Dusseldorf, Alemanha), para citar alguns 618,

O desenvolvimento e implementacéo de estagfes de trabalho robéticas requerem quimicas
alternativas para extragdo. Algumas partes de uma extracdo manual ndo sdo facilmente
acomodadas por um sistema robo6tico, como extracao por solvente orgéanico, centrifugagéo e
fervura. Quimicas de extracdo em fase sélida, como o DNA 1Q (Promega, Madison, WI, EUA)
(92) e o Qiagen EZ1, QIAsymphony Investigator Kit e QlAamp Investigator BioRobot Kit

(Qiagen) foram adotados para facilitar a automacéao da extragéo 6-19-29,

E importante quantificar o DNA e normalizar a quantidade que é usada na PCR para obter
resultados de tipagem mais consistentes. Greenspoon e cols ° usaram a mesma plataforma
robotica (a estagdo de trabalho de automagéo Biomek 2000) para extracdo, quantificacédo de
DNA e configuracdo de PCR, automatizando trés partes do processo antes da etapa de PCR.
Além disso, os extratos de DNA restantes sao transferidos diretamente para tubos de
armazenamento para arquivamento de longo prazo. A automacao foi e continuard a ser
desenvolvida para os protocolos encontrados no laboratério forense. No entanto, esses
sistemas roboticos sdo abordagens de macroescala que ainda precisam capitalizar os
beneficios potenciais das tecnologias de microescala (consulte a se¢ao “Testes de campo”).
A andlise forense do DNA mitocondrial (mtDNA) geralmente fornece resultados para amostras
em que as analises de marcadores autossdmicos nucleares séo dificeis ou impossiveis (como

ossos velhos, dentes e fios de cabelo) ’.

A tipagem geralmente envolve a amplificacdo por PCR de duas regides curtas do mtDNA
chamadas regides hipervariaveis 1 e 2 (HV1 e HV2), seguidas pelo sequenciamento direto
dos produtos de PCR pelo sequenciamento de Sanger. Este processo é trabalhoso, demorado
e caro. Além disso, a analise de dados pode ser confundida por artefatos de sequéncia,
anomalias eletroforéticas, presenca de heteroplasmia (ou seja, a presenca de mais de uma
variante do genoma mitocondrial em um individuo) e capacidade limitada de quantificar os
componentes de uma amostra mista. Recentemente, a PCR multiplex seguida por
espectrometria de massa de tempo de voo com ionizagdo por eletrospray (ESI-TOF-MS)
demonstrou ser aplicavel para tipagem das regifes hipervariaveis do mtDNA humano,
expandindo o potencial de discriminacao de um ensaio além do direcionamento especifico de
SNP 2,

Além disso, amostras heteroplasmicas podem ser analisadas e a quantidade relativa dos

componentes de amostras mistas pode ser determinada (Figura 2). O T5000 Biosensor (lbis
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Biosciences Inc., Carlsbad, CA, EUA) combina estacdes de trabalho roboéticas para PCR e
limpeza de amostras (ou seja, dessalinizacdo) com espectrometria de massa, de modo que a
tipagem de mtDNA pode ser realizada com pelo menos 10 vezes aumento no rendimento e
uma reducdo de 5 vezes no custo do reagente, sem perda de sensibilidade e pouca ou
nenhuma perda de informacdo em compara¢cdo com o0 sequenciamento tradicional. Esta

plataforma é promissora para acomodar facilmente outros ensaios de marcadores genéticos??.
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Figura 2. Uma sequéncia direta por sequenciamento de Sanger exibindo a fita reversa das duas fitas
do amplicon de DNA mitocondrial

(A) A regido hipervariavel 3 da regido nao codificante do genoma mitocondrial humano contém uma
regido de repeticdo de dinucleotideo CA. A heteroplasmia, provavelmente devido ao deslizamento, é o
resultado de duas espécies de DNA mitocondrial que diferem no nimero de repeticdes CA. A sequéncia
a jusante da regido heteroplasmica CA néo é interpretavel (colchete) para o componente menor. (B) A
andlise baseada em espectrometria de massa do amplicon detecta ambas as espécies que diferem por
uma repeticdo CA e pode medir com precisdo e simultaneamente a abundéancia relativa dos
componentes. A composicao de base e as quantidades relativas para ambas as espécies séo exibidas.
Figura gentilmente cedida por L. McCurdy, FBI Laboratory, Quantico, VA, EUA.

Teste de Campo

Existe algum interesse na capacidade de realizar diagnosticos de DNA na cena do crime. Para
a forense microbiana e saude publica, a necessidade é fundamental para poder determinar a
presenca de microrganismos que sao prejudiciais aos seres humanos. Uma cena de biocrime
exige que os investigadores usem equipamentos de protecdo, dificultando o trabalho por

periodos prolongados. Se a cena puder ser determinada primeiro como segura (Como no caso
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de uma farsa, por exemplo), esse requisito oneroso para coleta de amostras pode ser omitido.
A instrumentacdo para deteccao de patdgenos deve ser portétil, ndo apenas transportavel. A
capacidade de diagnéstico deve ter um alto grau de sensibilidade de deteccao e ser capaz de
detectar uma ampla gama de patdgenos nocivos conhecidos, bem como o0s genes que
conferem patogenicidade, caso a engenharia genética tenha sido usada para modificar um
microrganismo inofensivo. A microfluidica € atraente porque permite que as analises de
biologia molecular sejam realizadas em plataformas miniaturizadas que integram todos os
aspectos da andlise, desde a preparacdo da amostra até a tipagem do &cido nucleico [por
exemplo, o conceito lab-on a chip] 2324,

Os beneficios potenciais adicionais da microfluidica incluem consumo reduzido de amostras
e reagentes (diminuindo o custo), menos desperdicio, melhor termodinamica durante a PCR
(que possivelmente poderia reduzir os efeitos estocasticos com modelo limitado) e menos
contaminacdo (sendo um sistema fechado integrado). E concebivel que a taxa de
transferéncia aumentaria diminuindo o tempo de andlise e explorando o processamento
paralelo. Os analistas também seriam liberados de alguns processos manuais que ainda estdo
sobrecarregados com manipulagdes macrofluidicas. O desenvolvimento nesta area é
exemplificado pelos esfor¢os de pesquisa no laboratério Landers (Universidade de Virginia,
Charlottesville, VA, EUA), que demonstrou que uma ampla gama de amostras e até extragédo
diferencial (ou seja, isolar o DNA do esperma do DNA de outras células tipos) podem ser
acomodados em um formato microfluidico. Assim, a macroescala de amostras e a microescala
de requisitos de andlise de extragdo podem ser superadas. Além disso, eles desenvolveram
um sistema integrado que permite que todo o processo, desde a extragdo da amostra até a

eletroforese, seja realizado nele 2242526 (Figura 3).

Integrated chip design

Size: 23 X 54 mm
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Figura 3. Projeto de um chip integrado para todo o processo de analise de DNA
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Existem defensores de um dispositivo microfluidico de teste de campo portétil para realizar a
digitacdo de DNA de identificacdo humana na cena do crime para identificar rapidamente os
suspeitos. Presumivelmente, isso seria gerando um perfil e pesquisando imediatamente um
banco de dados de DNA para desenvolver uma pista investigativa. Certamente ndo seria
usado para eliminar suspeitos remanescentes: mesmo que o perpetrador permanecesse na
cena do crime, a obtencdo de uma amostra de referéncia exigiria causa provavel e, portanto,
ndo é passivel de resposta rapida. Uma preocupacdo significativa seria a possivel
contaminacédo de evidéncias por amostras de referéncia em um ambiente controlado abaixo

do ideal %.

A cena do crime € um ambiente cadtico e € importante o controle da cena, e esforgcos devem
ser direcionados para a coleta adequada de evidéncias e para minimizar sua contaminagao.
Se a tipagem de DNA fosse realizada na cena do crime, profissionais qualificados teriam que
ser mobilizados, uma vez que € necessaria pericia para tipagem de DNA e interpretagdo dos
perfis de DNA gerados. Essa implantag&o reduziria o rendimento de um laboratorio ja lotado:
0s cientistas estariam ocupados indo e voltando das cenas do crime e s6 poderiam trabalhar
em um caso por vez, e ndo haveria pessoal qualificado suficiente para analisar o DNA em
varias cenas de crime simultaneas. Uma solucdo é que os cientistas permanegam remotos e

os perfis sejam transmitidos eletronicamente 2°.

Esta abordagem ainda ndo aborda a necessidade de profissionais devidamente treinados
para processar as amostras e realizar a parte analitica do ensaio. Novamente, a preparacao
da amostra inicial é talvez o maior obstaculo a ser superado, uma vez que as amostras da
cena do crime se apresentam de inUmeras maneiras e essas macro amostras podem nao ser

prontamente passiveis de processamento microfluidico 2428,

No entanto, um microdispositivo pode ser Util na cena do crime para coleta e armazenamento
de amostras. Raramente o tempo para mover uma amostra da cena do crime para o
laboratério € um impedimento. No entanto, o atendimento continua a aumentar enquanto a
mao de obra ndo, concomitantemente. Os sistemas automatizados totalmente integrados
prometem aumentar o rendimento, liberando o analista de varios aspectos manuais do
processo para que ele possa se concentrar em outros processos mais exigentes. A automacao
€ essencial para atender a crescente demanda por analise de casos e para gerar e inserir

amostras em bancos de dados nacionais de DNA 2425,
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CONSIDERAGOES FINAIS

Como as lacunas de conhecimento e novas diregdes foram identificadas onde a biologia
molecular provavelmente guiard o campo da ciéncia forense. Identificamos algumas dessas
areas onde é necessario mais desenvolvimento: melhorar os limites atuais de tipagem de
amostras de baixa quantidade e qualidade; melhorar a eficiéncia da recuperacéo e extragdo
de amostras; converter STRs atuais em mini-STRs; selecionar e validar novos mini-STRs’;
selecionar e validar uma variedade de SNPs para diferentes aplicacdes; intensificacdo da
multiplexagéo; desenvolvimento de automacdo para alto rendimento; desenvolvimento de
sistemas especialistas para interpretacdo de dados; desenvolver capacidades de

sequenciamento para triagem de genomas de microrganismos; e testes de campo.

Concluimos que o futuro da biologia molecular para a ciéncia forense é empolgante e
dindmico. Ainda ha muito a ser conquistado e os desenvolvimentos da biologia molecular

serdo essenciais para auxiliar na resolucdo de crimes e na identificacéo de desaparecidos.
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RESUMO

Estudos sugerem que a hereditariedade e fatores genéticos, ambientais e biomoleculares tém
importancia na etiologia do TEA. Objetivo: Avaliar relacdo do gene MTHFR C677T
(rs1801133), o transtorno do espectro autista (TEA) e sua possivel modulagédo. Metodologia:
levantamento da literatura em bases de dados publicos que abrangem o topico em analise.
Resultados: varios estudos foram conduzidos para examinar a possivel associacdo entre os
polimorfismos no gene MTHFR C677T e o risco de TEA, devido a sua relagdo com a reducao
da atividade enzimatica desse gene. A suplementacdo de acido folico na diade mae-filho se
mostra eficiente tanto na redugdo do desenvolvimento do transtorno do espectro autista em
seus descendentes, quanto na melhora do quadro sintomatico e comportamental. Estudos
demonstram que mulheres no periodo pré-gestacional que receberam suplementacéo de
multivitaminicos obtiveram um menor risco de filhos com TEA e criancas/adultos
diagnosticados também tiveram efeitos benéficos. Além disso, outros nutrientes envolvidos
na sintese do folato com a metionina, como as vitaminas B12, B6, colina e antioxidantes,
também devem ser levados em consideracdo, bem como a dieta materna pré-gestacional.
Conclusdes: O alelo T € comum na populagéo geral: cerca de 12% s&o homozigotos (genotipo
TT), 50% heterozigotos (CT) e, em algumas populagdes, pode chegar a 67%. A relagédo
MTHFR C677T (rs1801133) e TEA indicam beneficios da suplementacéo de &cido fdlico,
vitaminas do complexo B, A, C e E, bem como uma dieta rica em frutas, vegetais, cereais
integrais e gorduras. Considerar também enzimas como CBS (homocisteina), COMT
(neurotransmissores), MTRR (folato e metilacdo) e BHMT (conversdo de betaina e
homocisteina).

Descritores: MTHFR; C677T; transtorno do espectro autista (TEA); suplementacao de
acido folico; hereditariedade; fatores genéticos; suplementagdo; MTRR; CBS; COMT; BHMT

ABSTRACT

Studies suggest that heredity and genetic, environmental, and biomolecular factors play a role
in the etiology of autism spectrum disorder (ASD). Objective: To investigate the relationship
between the MTHFR C677T gene (rs1801133), autism spectrum disorder (ASD), and its
potential modulation. Methodology: A literature review was conducted using public databases
covering the topic under analysis. Results: Several studies have explored the possible
association between polymorphisms in the MTHFR C677T gene and the risk of ASD due to its
connection with reduced enzymatic activity. Supplementation of folic acid in the mother-child
dyad has proven effective in reducing the development of ASD in offspring, as well as
improving symptomatic and behavioral outcomes. Studies demonstrate that periconceptional
maternal multivitamin supplementation lowers the risk of children with ASD and diagnosed
children/adults also experience beneficial effects. Additionally, other nutrients involved in folate
synthesis and methionine, such as vitamins B12, B6, choline, and antioxidants, should be
taken into consideration, along with the periconceptional maternal diet. Conclusions: The T
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allele is common in the general population, with approximately 12% being homozygous (TT
genotype), 50% heterozygous (CT), and in some populations, this frequency can reach 67%.
The relationship between MTHFR C677T (rs1801133) and ASD indicates the benefits of
supplementing with folic acid, B complex vitamins, vitamins A, C, and E, as well as a diet rich
in fruits, vegetables, whole grains, and fats. Enzymes like CBS (homocysteine), COMT
(neurotransmitters), MTRR (folate and methylation), and BHMT (conversion of betaine and
homocysteine) should also be considered.

Descriptors: MTHFR; C677T; autism spectrum disorder (ASD); folic acid supplementation;
heredity; genetic factors; supplementation; MTRR; CBS; COMT; BHMT

INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) € um transtorno do desenvolvimento que afeta
comunicacdo, a interacao social e o comportamento. O TEA € um espectro, o que implica que
nao existe uma unica forma de manifestagéo, portanto as pessoas com essa condi¢cao podem
ter diferentes niveis de habilidades e desafios. Algumas podem precisar de apoio significativo
para se comunicar e se relacionar com 0s outros, enquanto outras podem ser mais
independentes. A inteligéncia e 0 desempenho cognitivo de pessoas com autismo mostram
uma ampla variagdo, incluindo casos com déficits significativos e outros com um

funcionamento notavelmente superior.

O aumento da prevaléncia do transtorno do espectro autista (TEA) em diferentes grupos
populacionais e sua natureza complexa, envolvendo multiplos fatores, tem representado um
desafio significativo para cientistas e profissionais da area da salde na busca por entender
suas origens e possiveis fatores de risco. Entre esses elementos investigados, destaca-se o0
gene MTHFR C677T, que tem despertado crescente interesse devido a sua possivel

associacao com o desenvolvimento do TEA.

A enzima Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) desempenha um papel fundamental no
processo de conversdo da homocisteina em metionina, sendo esta Ultima um cofator
essencial na regulacdo da concentracdo de homocisteina. Tanto a homocisteina quanto o
estresse oxidativo estdo correlacionados com diversos distlrbios neuropsiquiatricos, incluindo
0 autismo. Varias variantes da sequéncia de DNA (polimorfismos genéticos) estdo associadas
ao gene MTHFR, sendo a C677T a que mais chama atencdo como um polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP). O polimorfismo MTHFR C677T tende a diminuir a eficiéncia na
producdo de grupos metil, o que pode ter efeitos adversos subsequentes na expressao

genética e na eficacia da via metabolica de 1 carbono.
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METODO

O proposito dessa pesquisa foi explorar e mapear a literatura cientifica disponivel sobre os
polimorfirmos do gene MTHFR C677T, sua relacdo com o TEA e a possivel modulacdo dessa
enzima. Analisamos titulos, resumos e resultados dos artigos. Estudos que ndo estavam de
acordo com o0 objetivo proposto foram desconsiderados. Aqueles pertinentes ao assunto,
foram analisados, independentemente do ano de publicacdo. Do total de 98 artigos, ao final,
80 compuseram este trabalho. O critério de pesquisa foi a procura de artigos em inglés e
portugués, nessa ordem, registrados na base de dados Medical Publications — PubMed
(http://www.pubmed.gov), Science Direct (www.sciencedirect.com), Scientific Electronic;
Library Online - SciELO (http://www.scielo.org), Scientific Académico
(http://scholar.google.com), Springer Nature (http:/link.springer.com), Oxford Academic
(https://academic.oup.com), Nature (https://www.nature.com) , Oxford Academic;

(https://academic.oup.com), Journal of Clinical Biochemistry and  Nutrition;

(https://www.jstage.jst.go.jp/), American Journal of Medical Genetics

(https://onlinelibrary.wiley.com/), até 18 de julho de 2023.

DISCUSSAO

O transtorno do espectro autista (TEA) é caracterizado como um transtorno no diferentes
genes, neurodesenvolvimento que promove deficiéncias na interagdo e comunicacao social
reciproca e interesses restritos, bem como comportamentos estereotipados repetitivos. 123
Leo Kanner e Hans Asperger realizaram as primeiras descri¢gdes clinicas do transtorno do
espectro autista (TEA) na década de 1940.* Kanner observou a presencga da “soliddo das

criancas desde o inicio da vida” como um trago caracteristico do TEA.

A hereditariedade exerce uma forte influéncia na etiologia do transtorno do espectro do
autismo (TEA)%, evidenciada pelo maior risco entre parentes de primeiro grau ®’ e alta
concordancia entre gémeos monozig6ticos.®® A arquitetura genética do TEA é complexa,
envolvendo polimorfismos raros, como variagbes no numero de copias, variantes de
nucleotideos Unicos e anormalidades cromossdmicas 1°, bem como polimorfismos comuns de

nucleotideos Unicos.*

Estima-se que esses polimorfismos contribuam entre 2,5% e 15% e entre 12% e 52% para a
etiologia do TEA, respectivamente.*?!3 Além da hereditariedade, varios outros fatores, como
genético, ambiental, fungdo autoimune, estresse oxidativo e biomarcadores inflamatérios,
foram implicados na etiologia do TEA * Nas Ultimas décadas, foram identificados véarios genes

suscetiveis ao TEA, que coletivamente representam cerca de 10 a 20% dos casos. O
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conhecimento dos genes envolvidos no TEA é uma ferramenta fundamental para investigar a
especificidade da condicdo, bem como as caracteristicas neurobiolégicas e cognitivas
compartilhadas com outros distarbios clinicamente distintos. O objetivo é estabelecer uma

ligacdo entre os genes e 0s circuitos cerebrais responsaveis pelas fungées cognitivas.®®

A mé alimentacdo, especificamente a deficiéncia de &acido félico, parece também
desempenhar um papel importante no desenvolvimento do transtorno do espectro autista.®
Como resultado, em alguns paises, como Estados Unidos, Canadé e Brasil, a fortificagéo de
alimentos com acido folico tornou-se obrigatéria. Um estudo de meta-andlise investigou a
relagdo entre os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no gene MTHFR e o risco de
TEA, revelando que o polimorfismo C677T estava associado ao TEA apenas em criancas de
paises onde ndo ocorria a fortificacdo de alimentos, por exemplo, Brasil, india, Roménia e
China.t” Embora a fortificacédo de alimentos com &cido félico ou o uso de suplementos durante
a gravidez tenham apresentado resultados promissores, existe uma hipétese que sugere que
as formas polimérficas do gene MTHFR tém atividade reduzida em niveis baixos ou normais
de folato, mas apresentam atividade normal em um estado nutricional com niveis mais

elevados de folato.

As variantes genéticas maternas relacionadas ao aumento do risco de autismo na auséncia
de suplementacao pré-natal de vitaminas estao associadas a um metabolismo ineficiente do
folato e niveis elevados de homocisteina. A enzima MTHFR regula o folato e o gendtipo
MTHFR 677 TT, esta ligado a uma reducao de 60% na atividade da enzima, resultando em
metabolismo ineficiente do folato, baixos niveis de folato no sangue, elevagéo dos niveis de
homocisteina plasmatica e capacidade reduzida de metilacao, especialmente em individuos
com baixos niveis de vitaminas B.'® A enzima CBS, com a vitamina B6 como cofator, remove
permanentemente a homocisteina da via da metionina, desviando-a para a via de
transsulfuracdo na qual a homocisteina é convertida em outros compostos, como cisteina e
glutationa. Mutagdes genéticas no gene CBS também estédo associadas a niveis elevados de
homocisteina plasmatica. O transportador FOLR2 auxilia no transporte de folato e seus
derivados para dentro das células, enquanto o transportador TCN2 facilita o transporte de
cobalamina (B12). Os genes MTRR e BHMT desempenham um papel nas conversdes da
homocisteina para metionina, dependendo das vias relacionadas ao folato e a colina/betaina.
Variantes genéticas maternas nessas vias e 0s niveis de homocisteina na mae estdo
relacionados a homocisteina no feto.!®* A suplementagéo de acido félico e cobalamina pode
reduzir os niveis de homocisteina e eliminar as diferencas de risco de defeitos do tubo neural
observadas em diferentes genétipos, incluindo MTHFR 677 TT, CBS rs234715 e MTRR 66
GG. 2°2! Portanto, o aumento do risco de autismo em criancas cujas maes possuem esses

genodtipos e nado receberam suplementacdo pré-natal de vitaminas durante o periodo
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periconcepcional tem base em mecanismos biolégicos. A interacdo entre a ingestdo materna
de vitaminas pré-natais e o genotipo COMT 472 AA da crianca pode amplificar os efeitos de
um gene de suscetibilidade relacionado a metilagdo. A COMT esta envolvida na degradacéo
de neurotransmissores, como a dopamina. Vitaminas B, como o folato, sdo essenciais para a
metilacao, incluindo as reacdes mediadas pela COMT. Altos niveis de homaocisteina inibem a
atividade do COMT, mas a suplementacao de 4cido folico e outras vitaminas B pode reduzir
esse efeito.?? Diferencas estruturais e funcionais em regides cerebrais, como o hipocampo e
o cortex pré-frontal 2, estdo associadas aos diferentes genétipos do COMT, e essas regides
estdo implicadas na patologia do autismo e tem um papel importante na degradagéo de
dopamina. ?* A variante genética COMT 472G>A reduz a atividade enzimatica e pode estar
relacionada ao autismo, especialmente em combinac¢do com fatores nutricionais especificos.
A COMT 472G>A pode estar ligada a outras variantes genéticas associadas ao autismo
devido a sua localizagdo em uma regido suscetivel a variagdo no nimero de cépias.?® Estudo
de caso-controle sugere que o genétipo COMT 472G>A da crianca esta associado a
suscetibilidade genética ao autismo, principalmente em conjunto com determinados
ambientes nutricionais. O metabolismo materno de um carbono pode ter um papel mais
significativo do que o metabolismo da crianga, uma vez que as outras variantes genéticas na
crianga ndo estdo relacionadas a um aumento no risco: 2 OQutro estudo indica que mées de

criancas autistas apresentam alteracdes genéticas e metabdlicas nas mesmas vias. 27

A regulacdo do transporte de folato na barreira hematoencefélica (BHE) é importante para o
desenvolvimento de terapias para distirbios neurodegenerativos infantis relacionados a
mutacGes nos sistemas de transporte de folato.?® Estudos examinaram o papel dos
autoanticorpos contra o receptor alfa de folato (FRa), que bloqueiam a transferéncia de 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) do plexo coroide para o cérebro, e sua associagdo com
complicagées durante a gravidez e transtornos do neurodesenvolvimento.? Suplementos
orais de acido folinico podem levar a niveis normais de 5-MTHF no liquido cefalorraquidiano
(LCR) e recuperacao clinica em pacientes com reducdo de folato no LCR devido aos

autoanticorpos contra o FR.*°

O folato desempenha um papel importante no desenvolvimento neuroldgico porque atua como
um transportador do grupo metil. A via folato-metionina é crucial para a metilacdo e sintese
do DNA e também para o equilibrio redox na célula. Nos enterdécitos, para entrar no ciclo do
folato, o acido félico é reduzido a di-hidrofolato (DHF) e, em seguida, a tetra-hidrofolato (THF)
pela DHF redutase (DHFR), enzima expressa no figado e em outros tecidos. THF é
metabolizado via serina hidroximetiltransferase e 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), a 5-metil-THF na presenca de B2. 5-metil-THF pode atravessar a barreira

hematoencefalica e é a forma metabolicamente ativa do folato. Esse composto desempenha
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um papel importante na sintese de metionina a partir da homocisteina, atuando como um
cofator essencial para a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). A MTHFR
converte o 5,10-metilenotetrahidrofolato (CH2THF) em 5-metiltetrahidrofolato (CH3TH),
facilitando assim a producdo de metionina. Niveis adequados de folato e vitamina B sdo
cruciais para manter os niveis de homocisteina baixos. A deficiéncia de vitaminas B pode levar
a um aumento na concentracdo de homocisteina no organismo, uma condi¢cdo conhecida
como hiper-homocisteinemia. A metaboliza¢do da homocisteina ocorre em duas vias distintas,
sendo uma de remetilagdo para metionina e a outra € a transulfura¢éo para cisteina, conforme

figura abaixo: 3!
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Ciclo do folato e genes relacionados -> DHF: Dihidrofolato; THF: Tetrahidrofolato; SAM: S-adenosil
metionina; SAH: S-adenosil homocisteina; MTHFR: Metilenotetrahidrofolato redutase; RCF:
Transportador de folato reduzido; DHFR: Dihidrofolato redutase; dUMP: Monofosfato de uridina;
dTMP: Monofosfato de timidina; DMG: Dimetilglicina; MS: Metionina sintase; CBS: Cistationina-3-
sintase; H-X: Receptor de metilagdo; H-CH3: Receptor metilado; TS: Timidilato sintase; MTHFD1:
Metilenotetrahidrofolato desidrogenase-1 (dependente de NADP+); CSE: Cistationina y-liase; GCS:
Sintetase de y-glutamilcisteina; GSH: Glutationa; GSSG: Glutationa dissulfeto. 32

MTHFR é a enzima crucial no metabolismo do folato-metionina e atua na interseccédo entre a
metilacdo e a sintese do DNA. Uma alteracédo genética comum no gene MTHFR envolve a
substituicdo da timina pela citosina na posicéo de base 677, o que leva a troca do aminoacido
alanina por valina na posi¢éo 222 da proteina MTHFR. O polimorfismo C677T esté associado
a uma diminuicdo na atividade enzimatica (60%) e leva a um aumento na Hcy sérica de cerca
de 20%.33 A propria Hcy esta localizada em um ponto de ramificagdo das vias metabdlicas:
a remetilacdo e a via da transsulfuracdo, na qual as vitaminas do complexo B, ou seja,
vitamina B9 (folato), vitamina B12, vitamina B6 e vitamina B2, sdo necesséarias como
cofatores. Portanto, niveis inadequados dessas vitaminas podem elevar os niveis plasmaticos
de tHcy.** Pacientes com TEA (transtorno do espectro autista) apresentavam uma

concentracdo elevada de Hcy no plasma durante o jejum. Além disso, essa redugédo da
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eficiéncia enzimatica pode resultar também na diminuicdo da producédo de GSH (glutationa),
gue desempenha um papel importante nos processos de desintoxicacdo de metais tdxicos no
organismo, além de afetar a sintese de neurotransmissores e aumentar a intensidade de
processos neuroinflamatdrios, cancer e TEA (transtorno do espectro autista), entre outras

condicdes. *°

MTHFR atua como um dimero e flavina adenina dinucleotideo (FAD) atua como um cofator
para esta enzima, mas a variante da enzima MTHFR se dissocia em mon6meros e reduz a
atividade da enzima. As frequéncias do alelo mutante T é relativamente comum na populacéo
em geral, sendo aproximadamente 12% para individuos homozigotos (genétipo TT), 50% para
aqueles com gendtipo heterozigoto (CT) e em algumas populagbes pode chegar a 67%.
Portanto, isso indica que em certas populacdes, de cada 4 pessoas, até 3 podem ser
portadoras de pelo menos um alelo T.%¢ E importante destacar que a presenca do alelo T é
observada em mais de 90% dos casos de TEA, e sua presenc¢a pode aumentar o risco de

desenvolvimento dessa condicdo em 5 a 20 vezes.*’

Estudo de caso-controle indicou que os polimorfismos 677C T, quer sejam homozigotos ou
heterozigotos, estdo fortemente associados ao transtorno do espectro autista. Os individuos
com genotipo homozigoto (TT) apresentam uma reducdo de aproximadamente 50% na
atividade da enzima MTHFR, enquanto aqueles com gendétipo heterozigoto (CT) apresentam

uma diminuicéo de 30% na atividade enzimatica medida em seus linfécitos.*®

N&o foram observadas diferencgas significativas nas frequéncias dos alelos ou distribui¢cdes
dos gendtipos, com um nivel de significancia de p < 0,05, entre os casos de autismo e 0s
controles ndo afetados para os polimorfismos MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>C, GST T1
nulo, GCP 156C>T ou MTRR 66A>G. No entanto, foram encontrados aumentos significativos
nas razdes de chances, frequéncias de alelos e distribuicdes de genoétipos em criangas
autistas para os genes RFC-1 80A>G, TCN2 776C>G e COMT 472G>A.* Na avaliacdo
desses pesquisadores, foi identificada uma maior frequéncia do alelo MTHFR 677T em
criancas autistas em comparacdo com criangas ndo autistas, com valores de 16,3% versus
6,5%, resultando em um risco 2,79 vezes maior de autismo “° Em uma andlise conduzida em
criancas autistas, observou-se uma associacao entre a presenca de pelo menos um alelo T
do MTHFR C677T. No entanto, os resultados obtidos ndo indicaram tal relacdo entre os
gendtipos para o MTHFR 677CT e a regressdo do desenvolvimento.*® Em uma avaliagdo
realizada do polimorfismo C677T no gene MTHFR em criangas com TEA e criangas caso
controle, ndo foi encontrada diferencas nas distribuicbes alélicas e genotipicas.*> Os
resultados de outro estudo revelaram uma maior prevaléncia do alelo T em criangas com TEA

(42,9%) em comparagao com o grupo controle (32,3%), sendo essa diferenga estatisticamente
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significativa com um valor de P de 0,0004. No entanto, ndo houve diferenca significativa na
frequéncia do gendtipo heterozigoto 677CT entre o grupo com TEA (47,8%) e 0 grupo controle
(43,2%). Com base nesses achados, os pesquisadores sugeriram que a atividade reduzida
da enzima MTHFR é um fator de risco para o autismo apenas em familias com casos simples
do transtorno. Um estudo realizado em uma populag¢ado chinesa mostrou que a frequéncia do
gendtipo TT de MTHFR 677 era significativamente maior em criangas com autismo (16,1%)
em comparacdo com controles (8,6%).*® A andlise desse estudo admitiu que o polimorfismo
MTHFR C677T esta significativamente associado a um aumento do risco de transtorno do
espectro autista (TEA). Essa associacdo demonstrou ser significativa em todas as
comparagoes realizadas, incluindo frequéncia de alelos, heterozigotos, homozigotos, modelo
dominante e modelo recessivo.** Estudo que realizou a genotipagem do polimorfismo MTHFR
677CT onde foram identificados 44 criancas com o genétipo CC, 51 criangas com o0 genotipo
CT e 3 criangas com o genétipo nos casos, no grupo controle, ndo foram encontrados
polimorfismos homozigotos e essa diferenca ndo apresentou significancia estatistica entre os
grupos. O estudo tem limitagées devido ao tamanho pequeno da amostra de familias com
autismo e diversas variaveis, como diversidade genética, recrutamento e tamanho da
amostra, podem afetar os resultados.*® Pesquisa egipcia relatou que o genétipo mutante
homozigoto 677TT estava presente em 15% das criangas autistas, enquanto o genotipo
heterozigoto 677CT ocorreu em 50% do grupo de criangas autistas. Observou-se que o
gendtipo heterozigoto CT era mais prevalente do que outros genétipos do polimorfismo
MTHFR C667 em pacientes com autismo leve a moderado e pacientes com autismo grave,
mas ndo houve diferenca significativa.*® Uma outra meta-andlise demonstrou que que o
polimorfismo do gene MTHFR C677T é um fator de risco para autismo, tendo maior
vulnerabilidade entre asiaticos, bem como populagdes e moradores do Caucaso. Além disso,
o autismo é uma doenca multifatorial, portanto, um uGnico polimorfismo genético de

suscetibilidade pode ter um efeito moderado.*

Os resultados de outra metandlise indicaram uma associacdo significativa entre o
polimorfismo MTHFR C677T e o TEA nos cinco modelos genéticos avaliados: alélico,
dominante, recessivo, heterozigoto e homozigoto. Esta metandlise mostrou que o
polimorfismo MTHFR C677T é um fator de suscetibilidade para TEA, enquanto o polimorfismo
MTHFR A1298C néo esta associado.*®

Mais estudos caso-controle se fazem necessérios devido a exposi¢cdo ambiental ou outros
fatores de risco para entender melhor o papel do polimorfismo MTHFR C677T na patogénese

do autismo.
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Suplementacdo materna de acido félico nareducao do risco de TEA em descendentes

Estudos de coorte mostraram que a suplementacdo preconcepc¢do de acido félico materno
esta associada a beneficios como menor risco de deficiéncia de linguagem em criancas de 3
anos “*°, aspectos neurolégicos positivos *°, e reducéo de 14-17% no risco de transtorno do
espectro autista (TEA) com suplementos pré-natais de &cido félico.® Essas abordagens
personalizadas podem contribuir para melhorias no autismo e no desenvolvimento saudavel.
Em um estudo de coorte caso-controle em Israel, foi observado que o uso de suplementos
pré-natais de acido félico ou multivitaminicos pela mée, antes ou durante a gravidez, esta
associado a um risco reduzido de transtorno do espectro autista (TEA) em seus descendentes
52Um estudo noruegués demonstrou que o uso de suplementos pré-natais de acido félico na
época da concepgao esta relacionado a um risco aproximadamente 45% menor para o TEA.
Esse estudo também indicou que o risco de TEA foi maior em criangas cujas maes
apresentavam niveis elevados de folato e vitamina B12 no plasma. 53 Em um estudo
adicional, foi observado que o uso pré-natal de 4cido félico estava relacionado a menos tracos
autistas na crianca, porém ndo houve associagdo entre 0s tracos autistas na prole e a

concentracdo plasmatica de folato materno medida no inicio da gravidez.>*

Suplementacao de acido félico em criancas diagnosticadas com TEA

Um estudo controlado e randomizado no Texas demonstrou que individuos com transtorno do
espectro autista (TEA) que receberam suplementagao de acido folico (~600 ug) apresentaram
melhorias significativas na habilidade intelectual ndo verbal, sintomas do autismo e
desenvolvimento. Niveis elevados de &cido docosa-hexaenoico (DHA), acido
eicosapentaenoico (EPA), carnitina, coenzima Q10 e vitaminas A, B2, B5, B6, B12 e &cido
félico também foram observados. Isso destaca a eficacia de uma abordagem nutricional e
dietética completa para melhorar o TEA.>® Criancas autistas de Oma apresentaram niveis
mais elevados de homocisteina em comparacao com os controles, enquanto os niveis de
folato e vitamina B12 estavam abaixo dos valores de referéncia considerados deficientes.*
Em um estudo multicéntrico realizado na China com criancas diagnosticadas com TEA, os
niveis séricos de folato foram mais baixos nas criangcas com TEA em compara¢cdo com
aquelas com desenvolvimento normal.®® O tratamento com A&cido félico melhorou os
comportamentos associados ao transtorno do espectro autista (TEA) e o perfil metabdlico,
especialmente em criancgas diagnosticadas precocemente. Isso sugere uma recuperacdo da
funcgéo cerebral por meio da reducao da homocisteina e do redirecionamento para uma via de

protecdo contra danos oxidativos e metilacdo anormal do DNA.5” Estudos futuros devem
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considerar a medicdo de homocisteina e vitamina B12 durante a concepc¢éo e o inicio da

gravidez para entender melhor a associacdo entre o folato e o TEA.

Suplementacdo materna de multivitaminicos na reducdo do risco de TEA em
descendentes

Pesquisa mostrou que suplementacdo de multivitaminicos, especialmente complexo B, a
durante o periodo periconcepcional e 1° trimestre da gravidez reduz o risco de TEA em filhos
de mulheres gravidas.*® Estudo de coorte relacionou o uso prospectivo de vitaminas pré-natais
a menor probabilidade de tracos autistas, medidos pela escala SRS (Social Responsiveness
Scale).®® Trés outros estudos sobre o uso de suplementos multivitaminicos encontraram uma
associacao inversa significativa entre o uso de MVS e o TEA, com estimativas variando de
0,3 0,69.526061 Um estudo de caso-coorte em Israel mostrou que o uso de suplementos
multivitaminicos antes e durante a gravidez estava associado a uma reducdao de
aproximadamente 65% na probabilidade de transtorno do espectro autista (TEA) em seus
descendentes. % No entanto, em um estudo prospectivo com uma subamostra consideravel,
ndo foi encontrada nenhuma associacdo entre o0 uso prospectivo de suplementos
multivitaminicos durante o periodo periconcepcional e o TEA. %2 Um estudo de caso-controle
anterior ndo encontrou associagdo significativa entre 0 uso retrospectivo de suplementos

multivitaminicos no periodo em torno da concepcéo e o risco de autismo. 83

Um estudo chinés observou que a falta de suplementacdo de micronutrientes estava
associada a um aumento na probabilidade de TEA e tracos relacionados ao autismo em
comparacédo com o uso de suplementos® Em estudo de coorte prospectiva MARBLES (um
estudo de alto risco familiar que inclui familias que ja tinham pelo menos uma criangca com
transtorno do espectro autista e acompanha as criancas subsequentes), foi relatado um risco
50% menor de TEA em criangas cujas maes relataram o uso de vitaminas pré-natais durante
o primeiro més de gravidez, em comparacdo com aquelas cujas mées nédo relataram o uso

durante esse periodo de tempo.%®

Para estudos futuros sobre o uso de vitaminas pré-natais em relacdo ao TEA e aos tracos
relacionados ao TEA, é importante explorar mais detalhadamente o momento e a frequéncia
do uso, além de avaliar se nutrientes individuais ou sua combinacdo podem ser 0s

responsaveis por essas associagoes.®®
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Suplementacao de multivitaminicos em criancas e adultos diagnosticadas com TEA

Estudo sobre os efeitos da suplementacdo das vitaminas e minerais em criangas e adultos
com autismo confirma outros estudos que mostraram que a suplementacdo de
vitaminas/minerais é benéfica no tratamento de criancas com autismo.®® Um estudo de 30
semanas, duplo-cego e controlado por placebo descobriu que uma alta dose de vitamina C
reduziu a gravidade do autismo.®” Outro estudo mostrou que a suplementacdo de
micronutrientes foi comparavel ou até mais eficaz do que medicamentos na melhoria dos
sintomas do TEA. %8 Além disso, estudos com vitamina B6 em altas doses também mostraram

efeitos benéficos.®

Associacgao entre dieta materna, risco de TEA e resultados comportamentais

Em um estudo caso-controle realizado na China, observou-se que o consumo de peixe-agulha
antes da fertilizacdo, a preferéncia por frutas e o consumo de carpa-dourada durante a
gestagao atuaram como medidas preventivas para o transtorno do espectro autista (TEA) em
seus descendentes.”® Pesquisadores analisaram que a adesdo materna a uma dieta
mediterranea no inicio da gravidez estava relacionada a resultados neurocomportamentais
positivos na primeira infancia e a diferencas de metilagdo dependentes do sexo em regides
especificas de MEG3 (Maternally Expressed Gene3, gene nao codificante do RNA), IGF2
(Insulin-like Growth Factor 2, gene que codifica uma proteina chamada fator de crescimento
semelhante a insulina e SGCE/PEG10 (SGCE esta associado a disturbios neurolégicos,
enquanto o gene PEG10 é considerado um gene imprinted, o que implica que sua expresséo
é influenciada pelo padrdo de metilagdo especifico do cromossomo herdado do pai).”* Em um
estudo observacional, os resultados indicam que dietas maternas desequilibradas antes da
concepcgdo podem aumentar o risco de TEA, enquanto a suplementagdo de calcio durante a
preparacdo para a gravidez pode reduzir esse risco. No entanto, sdo necessarios estudos
futuros com amostras maiores e informacdes mais detalhadas para confirmar essas
descobertas. Além disso, é importante considerar o estado nutricional materno em relacéo ao
TEA na descendéncia. " Dois estudos de caso-controle chineses relacionaram os habitos
dietéticos maternos desequilibrados com o transtorno do espectro autista (TEA). Uma dieta
preconcepc¢ao composta principalmente por carne ou vegetais, bem como a falta de consumo
de frutas durante esse periodo e a gravidez, foram associadas a um aumento no risco de TEA
em criancas.’®? O Estudo de Epigenética em Recém-Nascidos (NEST), um estudo de coorte
prospectivo realizado nos Estados Unidos, revelou que seguir uma dieta mediterranea durante

0 periodo periconcepcional reduziu o risco de TEA em criangcas. Além disso, observou-se
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melhorias nos resultados comportamentais relacionados ao autismo, avaliados pelos

dominios de problemas e competéncia do ITSEA.

Essas descobertas destacam a necessidade de considerar diferentes padrdes alimentares em

estudos futuros, além da dieta mediterranea.”

CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos tém examinado o impacto de varios aspectos alimentares, como o consumo de frutas,
vegetais, cereais, gréos integrais/gordura total ”* e das vitaminas A, B6, C, E e B12 %, cereais
&, relacionados ao TEA. No entanto, mais pesquisas se fazem necessarias para obter um
melhor entendimento da interagdo desses nutrientes e o TEA. Outros nutrientes, como 0s
envolvidos na sintese de metionina com folato, além das vitaminas B12, B6, colina e
antioxidantes (vitaminas A, C e E), também devem ser considerados devido aos seus
potenciais efeitos no metabolismo e no estresse oxidativo, 0s quais estao relacionados as vias
etiolégicas do TEA. 7 Além disso, o triptofano "8 e os flavonoides tém sido alvo de
investigacdo devido ao seu papel na sintese de serotonina e seus efeitos anti-inflamatorios.
7980 Considerando essas associacdes e suas relacdes mecanisticas, é justificavel explorar

esses nutrientes em estudos futuros sobre o autismo.
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