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RESUMO 

 

Introdução: Evidências recentes sugerem que alterações nos níveis de 

microRNA circulante podem ser biomarcadores promissores para o diagnóstico 

clínico da doença de Alzheimer (DA). Hipotetizamos que os microRNAs (miRNAs) do 

sangue total podem ser úteis na identificação de indivíduos com DA. Objetivo: 

Comparar níveis de um grupo selecionado de miRNAs circulantes a partir do sangue 

total de mulheres acometidas ou não por DA provável. Métodos: Para este 

propósito, uma amostra de mulheres residentes na comunidade do Distrito Federal 

(≥55 anos de idade, n=74) portadoras do alelo ApoE Ɛ4 foi avaliada clinicamente 

com base nos critérios da Associação Americana de Psiquiatria e da Escala de 

Avaliação da Doença de Alzheimer para diagnosticar ou descartar provável DA, 

escala de classificação de demência clínica utilizada para o estadiamento da 

demência. O RNA total foi isolado de amostras de sangue total obtidas do grupo 

controle (n = 38) e do grupo DA (n = 36). Um conjunto de 25 miRNAs maduros foi 

selecionado para avaliação baseado em evidências experimentais de interação com 

genes ligados à neuropatologia da DA de início tardio. Concentrações no sangue 

total foram determinadas por qRT-PCR. Resultados e Discussão: Quando 

pacientes com DA foram comparados com indivíduos não dementes, apenas a 

concentração de miR-9 diferiu entre grupos (P = 0,001), com redução mediana da 

ordem de 3 vezes dos níveis circulantes no grupo DA. Conclusão: Nossos achados 

sugerem que o miR-9 circulante pode ser um biomarcador sanguíneo potencial para 

a DA provável, corroborado por evidências da literatura sobre sua implicação na 

amiloidogênese. 

 

Palavras-chave: Doença de Alzheimer, MicroRNAs, Biomarcardor; 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Introduction: Recent evidence suggests that changes in circulating 

microRNA levels may be promising biomarkers for the clinical diagnosis of 

Alzheimer's disease (AD). We hypothesized that whole blood microRNAs (miRNAs) 

may be useful in identifying individuals with established AD. Objective: To compare 

levels of a selected group of circulating miRNAs from whole blood of women with or 

without probable AD. Methods: For this purpose, a sample of women from the 

Federal District community (≥55 years, n=74) carrying the ApoE Ɛ4 allele was 

clinically evaluated based on criteria from the American Psychiatric Association and 

the Alzheimer's Disease Rating Scale to diagnose or rule out. probable AD, clinical 

dementia rating scale used for staging dementia. Total RNA was isolated from whole 

blood samples obtained from the control group (n = 38) and the AD group (n = 36). A 

set of 25 mature microRNAs was selected for evaluation based on experimental 

evidence of interaction with genes linked to late-onset AD neuropathology. Whole 

blood concentrations were determined by qRT-PCR. Results and Discussion: 

When AD patients were compared with non-demented individuals, only the miR-9 

concentration differed between groups (P = 0.001), with a median reduction of 3 

times the circulating levels in the AD group. Conclusion: Our findings suggest that 

circulating miR-9 may be a potential blood biomarker for probable AD, corroborated 

by evidence in the literature about its implication in amyloidogenesis. 

 

Key-words: Alzheimer’s disease, MicroRNAs, Biomark. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A ciência tem tentado desvendar a fisiopatologia de diversas doenças, no 

intuito de desenvolver novos caminhos terapêuticos. Nesse contexto, o miRNA vem 

obtendo uma atenção na comunidade científica, podendo ser um promissor alvo 

terapêutico (1). Iniciou-se, em 1993, uma descoberta de diversos miRNAs 

relacionados aos processos biológicos como reguladores gênicos e sua 

catalogação. É possível, que ainda tenha uma grande quantidade de miRNAs 

desconhecidos, fazendo assim uma das maiores classes de reguladores gênicos. 

Sabe-se que cerca de 1/3 dos miRNAs regulam a expressão gênica em mamíferos 

(2).  

Há várias pesquisas mostrando uma relação do padrão de expressão de 

miRNAs em algumas patologias, como doença neurodegenerativas, cardiovascular e 

câncer, apesar de que vários processos e mecanismos ainda não estão 

completamente elucidados. Acreditou-se durante anos que as regiões não-

codificantes do genoma fossem “lixo genético”, visto que não tinham informação 

para realização da síntese de proteínas (3). 

 Diante dessa extensa variedade de classes de ácidos ribonucleicos (RNAs) 

não codificantes, os miRNAs passaram a ser objeto de interesse devido à 

associação entre a sua desregulação e o surgimento de alterações patológicas e 

fenotípicas (4). Os miRNAs são pequenas moléculas endógenas de RNA em cadeia 

simples, não codificantes, tendo cerca de 22 nucleotídeos. Agem como reguladores 

da expressão gênica, seja em humanos, animais ou plantas, a nível pós-

transcricional, através da clivagem de um RNA mensageiro (RNAm) alvo ou da 

repressão de sua tradução (5). 

O grupo de Rosalind Lee foi quem descreveu o primeiro miRNA (lin-4), 

demostrando que ele está associado à regulação do desenvolvimento larval de 

Caenorhabditis elegans (C. elegans). O nível da proteína Lin-14 foi diminuindo sua 

expressão ao longo do tempo devido à ação do Lin-4, que faz regulação 

negativamente do nível desta proteína (1).  

Os microRNAs são bem estáveis e conseguem ser detectados em fluidos 

humanos. É de grande importância a detecção de perfis de microRNAs para 

pesquisa clínica, pois podem surgir como novos biomarcadores (6).  
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O trabalho teve como objetivo comparar indivíduos com e sem Doença de 

Alzheimer (DA) provável para concentração sanguínea total de um subconjunto 

específico de miRNAs selecionados com base em seu papel modulador na 

expressão de genes associados à etiologia da DA. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

2.1.1 Epidemiologia  

 

 

A sociedade aspira a uma vida prolongada e de qualidade. Porém, só pode 

ser caracterizada uma vida de qualidade, quando tem agregado nela uma qualidade 

aos anos adicionais de vida. Portanto, qualquer política direcionada à população 

idosa deve levar em consideração a capacidade funcional, a necessidade de 

autonomia, de auto-satisfação, de participação, com incentivo à prevenção, ao 

cuidado e à atenção integral ao idoso (7). 

A sociedade brasileira tem passado por um grande desafio com o aumento, 

sem precedentes, da parcela idosa da população. Dados do instituto brasileiro de 

geografia e estatística (IBGE) (2012) têm mostrado uma proporção de uma pessoa 

com 60 anos ou mais de idade para cada duas pessoas de menos de 15 anos de 

idade (8).  

Em 1960, o número de idoso ultrapassou 3 milhões, atingindo 7 milhões em 

1975 e chegando a 20 milhões em 2008, mostrando assim, um aumento próximo 

aos 700% em menos de 50 anos. Esse aumento significativo também traz consigo 

maior incidência de doenças crônicas, que exigem cuidados diferenciados e 

constantes, como no caso das demências (7).  

Há uma estimativa de que cerca de 46,8 milhões de pessoas no mundo 

apresentam demência, com a expectativa de que este número dobre a cada 20 

anos, podendo chegar a 74,7 milhões em 2030 e 131,5 milhões em 2050, segundo 

dados do relatório de 2015 da Associação Internacional de Alzheimer (ADI) (9). Na 

atualidade, trata-se de diagnosticar um novo caso de demência no mundo a cada 

3,2 segundos, podendo chegar a um novo caso a cada segundo em 2050. 

O estudo de Lopes e Bottino, realizado entre 1994 e 2000, mostrou uma 

grande variação na prevalência da demência em diversas regiões pelo mundo. 

Dentre elas, temos 2,2% na África, 6,4% na América do Norte, 7,1% na América do 

Sul, 5,5% na Ásia e 9% na Europa. Na prevalência da demência e a idade, foi 
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encontrado pelos pesquisadores em indivíduos entre 65 e 69 anos uma prevalência 

média de 1,17% e de 54,83% para os indivíduos acima de 95 anos (10).  

A DA é a forma mais frequente de demência nas sociedades ocidentais, com 

prevalência mundial estimada em 24 milhões em 2012 (11). Espera-se que 115 

milhões de pessoas serão afetadas especificamente por DA em 2050 (12). O 

aumento rápido do seguimento mais longevo da população (> 80 anos) associado à 

longa duração da doença justificam sua elevada prevalência mundial (11), e 

contribuem para que a doença constitua um problema de saúde pública para as 

próximas décadas. O principal fator de risco para o desenvolvimento da DA consiste 

na própria idade (13). A relação entre a incidência de DA e a idade foi mostrada no 

estudo do Snowdon (14), onde a taxa dobrou a cada 5 anos até os 90 anos de 

idade. No entanto, foi visto que após os 93 anos ocorriam estacionamento do risco a 

partir deste limiar etário. Segundo Herrera e seus colaboradores (15), a idade teve 

uma grande influência sobre os resultados, tendo taxas médias de prevalência de 

demência que variavam de 1,6% na faixa de 65 a 69 anos, a 38,9% na faixa acima 

do 85 anos.  

Porém, existem outros fatores que podem também contribuir com o 

desenvolvimento da DA (16). Dentre os fatores demográficos que contribuem para 

um risco aumentado para a DA, encontramos o sexo (risco 3 vezes maior entre 

mulheres), escolaridade (risco 2 vezes maior entre iletrados) e história familiar da 

doença (risco maior em aproximadamente 4 vezes), além da ocorrência de distúrbios 

vasculares. No entanto, pode ocorrer variação nas taxas de prevalência de 

demência conforme a região onde se vive e a condição sócio econômica (12,13).  

O alto nível de escolaridade é visto como fator protetor (17). Há estudo que 

constatou que indivíduos com oito anos ou mais de escolaridade apresentavam 

3,5% de prevalência de DA, enquanto analfabetos apresentavam a doença com 

prevalência de 12,2% (18). 

Quanto à história familiar como fator de risco para DA, temos relatos de que 

irmãos de pacientes possuem duas vezes mais risco de desenvolver a doença, 

enquanto gêmeos idênticos apresentam concordância em aproximadamente 40% 

dos casos, frequência maior que a encontrada entre gêmeos dizigóticos (19,20). 

Há também outros fatores que podem aumentar o risco para DA, mas que são 

questionados cientificamente, como a etnia caucasiana, a aterosclerose e o trauma 

cranioencefálico (21). 
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2.1.2 Fisiopatologia e Genética 

 

 

As características básicas da DA foram descritas, no início do século 

passado, por Alois Alzheimer, que relatou o caso de uma senhora de 51 anos de 

idade que foi trazida à atenção médica devido a um quadro de delírio de ciúmes em 

relação ao seu marido. Nos meses seguintes, sua memória deteriorou rapidamente 

e ela passou a apresentar parafasias, apraxia e desorientação espacial. A paciente 

faleceu quatro anos e meio após o início dos sintomas. O exame anatomopatológico 

revelou um cérebro claramente atrofiado e, microscopicamente, a presença de fusos 

neurofibrilares, placas senis e perda neuronal (22,23,24).  

Os achados de Alzheimer (25,26) serviram como base para a investigação de 

três grandes áreas: 1) quadro clínico e progressão dos sintomas; 2) 

anatomopatologia; e 3) correlação entre o quadro clínico e a patologia cerebral. 

Apesar do evidente avanço de nosso conhecimento nessas áreas (27,28,29,30), a 

questão fundamental sobre as bases fisiopatológicas da doença de Alzheimer ainda 

permanece sem resposta.  

Clinicamente, a demência de Alzheimer consiste na doença 

neurodegenerativa associada à idade, tendo como resultado uma deficiência 

progressiva e uma eventual incapacitação (31,32). 

Histopatologicamente, a DA é caracterizada por uma grande perda sináptica, 

com morte neuronal observada nas regiões cerebrais que desempenham funções 

cognitivas, incluindo o estriado ventral, o córtex entorrinal, o hipocampo e o córtex 

cerebral (33). Na DA é possível identificar algumas características histopatológicas 

no parênquima cerebral dos portadores, como depósitos fibrilares amiloidais que 

podem ser localizados nas paredes dos vasos sanguíneos, como também as placas 

senis, que correspondem a um acúmulo de filamentos anormais da proteína tau, 

resultando nos emaranhados neurofibrilares (NFT), a perda neuronal e sináptica, 

ativação da glia e inflamação (34). 

A etiologia da DA é baseada sobre duas hipóteses neuropatológicas, a saber: 

a cascata amiloidal e o emaranhados neurofibrilares. Na primeira hipótese, temos o 

processo de amiloidose como fundamento de partida. A proteína β-secretase (Beta 

site APP Cleaving Enzime), ou BACE-1, é uma aspartil-protease, estando ancorada 

na membrana lisossômica. O início da cascata amiloidal é feito através da clivagem 
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da proteína precursora amiloide (9) pela enzima proteolítica chamada β-secretase 

(BACE) e γ-secretase (35,36). O resultado é um aumento, agregação e deposição 

do peptídeo β-amilóide de 42 aminoácidos (βA42), tendo como consequência a 

formação das placas senis (37). Estas placas consistem em achado observável ao 

exame anátomo-patológico pos-mortem e que costuma ser empregado como sinal 

confirmatório para o diagnóstico conclusivo da doença. 

Segunda hipótese consiste nos emaranhados neurofibrilares que tem como 

constituinte os filamentos helicoidais originados da hiperfosforilação da proteína Tau 

que forma o citoesqueleto da célula do sistema nervoso (25). A proteína Tau tem 

como função estabilizar os microtúbulos neuronais. Quando há perda da função da 

proteína Tau por hiperfosforilação, ocorre desorganização gradual do citoesqueleto 

celular com formação dos emaranhados neurofibrilares (38), e justifica a 

degeneração colinérgica. A presença de fusos neurofibrilares é considerada 

fundamental para o desenvolvimento da DA, e sua concentração e distribuição têm 

sido consistentemente correlacionadas com a gravidade da demência (39). Em 

modelos animais, foi observada deficiência de memória acompanhada de disfunção 

do sistema colinérgico, semelhante ao que ocorre na DA (40).  

O primeiro gene identificado com relação causal com a DA consistiu na 

proteína precursora β-amilóide (APP) (9). O gene da APP está localizado no 

cromossomo 21, sendo por isso constatado que portadores da síndrome de Down 

apresentam expressão elevada de proteína precursora do amiloide (34), e 

justificando prevalência elevada de achados clínicos e neuropatológicos compatíveis 

com DA entre portadores dessa síndrome mesmo entre os 40 e 50 anos de idade 

(41). A identificação da proteína APP ocorreu pelo estudo dos casos familiares, com 

padrão de herança monogênica, autossômica e dominante que caracteriza a forma 

precoce da DA (42). A proteína precursora amiloide sofre uma clivagem após sua 

síntese, originando um fragmento chamado β-amilóide 40 e 42 aminoácidos. O 

fragmento de 42 aminoácidos é neurotóxico, e quando acumulado no tecido cerebral 

gera formação de fibras amiloides, acarretando formações de placas senis 

(43,44,45).  

Temos diversos estudos associando mutações no gene APP com casos de 

DA precoce (42,44). Já são relatadas 20 diferentes mutações de troca de 

aminoácidos no gene da APP (45), mais de 800 polimorfismos na região dos íntrons 

e 11 nos éxons (46). A primeira mutação correlacionada com DA ocorrendo troca de 
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aminoácido foi a “London mutation” (V717I). Porém, foi encontrada em poucos 

pacientes (47). Através da identificação da mutação V717I, tivemos outras mutações 

sendo correlacionadas com DA de início precoce, como a D678M numa família 

japonesa (48), as mutações Swedish nos códons 670, 671 (K670M e D671L) (49) e 

as mutações E693G e A692G (50). 

As presenilinas são proteínas que funcionam como subunidades da enzima 

BACE, direcionando a ação da enzima de modo a cortar APP diferentemente (e 

liberar beta-amilóide) a depender do seu tipo. A presenilina 1 (PSEN1) possui mais 

40 mutações, e é localizada no braço longo do cromossomo 14 (14q24.3). De 18% a 

50% dos casos de DA com início precoce tem como responsáveis as mutações na 

PSEN1 (51). Além da PSEN1, foi encontrado um gene homólogo denominado 

presenilina 2 (PSEN2), sendo identificado no cromossomo 1 (1q31-q42). Esses 

achados tiveram uma grande importância na elucidação da patogênese da DA. Pois 

uma vez que, as presenilinas regulam o processo de formação de APP pelo seu 

efeito de gama-secretase, uma das enzimas que cliva APP (42). Mutações na 

PSEN1 são responsáveis pela maior parte dos casos de DA familiar, enquanto as 

mutações na PSEN2 são as mais raras (52,53). 

Apesar de existirem vários fatores de risco genético, como APP, PSEN1, 

PSEN2, associados a DA precoce, o gene da ApoE tem tido uma associação bem 

forte com a forma tardia da doença. A variação épsilon 4 (ɛ4) deste gene, demostrou 

uma maior associação ao número de placas senis e placas vasculares, além de uma 

redução da função colinérgica nos cérebros de pacientes portadores de DA. A 

presença dessa variação ɛ4 do gene ApoE está associada a fatores de risco 

significativos para a DA, podendo elevar em até quatro vezes o risco para o 

desenvolvimento da DA. Podendo esse risco aumentar ainda mais se o indivíduo 

herdar o alelo ɛ4 de ambos os pais (54). 

No início dos anos 90, foi descrita a associação entre o alelo ɛ4 do gene para 

ApoE e a DA de início tardio (55). Estudos genômicos amplos de alto desempenho 

(Genome Wide Association Study - GWAS) confirmam que o gene ApoE consiste no 

fator de risco genético que confere maior susceptibilidade para a DA de início tardio 

(56). Um estudo mostrou que indivíduos com 80 anos de idade que apresentavam 

genótipos ɛ3/ɛ4 possuem taxa de incidência de DA aumentada em três a quatro 

vezes quando comparados a indivíduos com genótipo ɛ3/ɛ3. Já o genótipo ɛ4/ɛ4 leva 

a um aumento de quatro a nove vezes na taxa de incidência (57). Mas desde 2009, 
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foram identificados ao menos nove outros loci associados à doença, a saber: CLU, 

PICALM, CR1, BIN1, ABCA7, MS4A, CD2AP, CD33 e EPHA1 (58). Coletivamente, 

estes genes explicam 50% das bases genéticas da DA, e apontam para três novas 

vias explicativas da doença que estão associadas à função do sistema imunitário, ao 

metabolismo do colesterol e à disfunção sináptica e dos processos das membranas 

celulares (59). 
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2.2 BIOLOGIA DOS MICRORNAS 

  

2.2.1 Descobertas e Biogênese dos MicroRNAs 

 

 

Há duas décadas, a importância dos miRNAs era completamente 

desconhecida ou ignorada. Não havia estudos sobre o papel regulatório destas 

moléculas, sobretudo pelo fato da comunidade científica estar focada sobre genes 

codificantes de proteínas. Sabemos que o dogma central consiste na transcrição do 

DNA em RNA o qual é traduzido em proteína, o que colocava de lado estudos sobre 

sequencias não codificadoras de proteínas (60,61). 

Em 1993, foram descritos os primeiros miRNAs (miRs ou miRNAs) pelos 

estudos de desenvolvimento com o nematódeo C. elegans. Caracterizados como um 

grupo de pequenos RNAs não codificadores de proteínas, divergindo dos RNAs 

codificados no genoma humano, essa variedade de RNA vem se destacando pela 

grande habilidade de modular uma complexa e enorme rede regulatória de 

expressão dos genes (62,63). Sabe-se que, em geral, os miRNAs são sintetizados a 

partir de genes específicos ou de determinadas regiões gênicas não associadas à 

codificação de proteínas (ex.: introns) (64,65,66). 

A biogênese dos miRNAs se dá por transcrição nuclear, com exportação para 

o citoplasma, seguida do processamento e da maturação (67,68). Inicia-se com a 

transcrição dos precursores de RNA pela RNA polimerase II, gerando os chamados 

miRNAs primários (pri-miRNAs). Os pri-miRNAs apresentam uma ou mais estruturas 

em forma de grampo (harpins), também conhecidos com stem-loop. Sua 

extremidades 5’ contem um 7-metilguanosina, enquanto a extremidade 3’ é  

poliadenilada, formando caudas de tamanhos variados podendo ser compostas por 

mais de mil nucleotídeos. Sendo assim, a conformação do pri-miRNA é composta 

por dois segmentos de RNA, onde suas bases complementares estão pareadas, 

originando a região “stem” e as regiões não pareadas, devido aos pares de bases 

não serem complementares, formando então alças circulares, “loops” (69,70,71).  

Ainda dentro do núcleo da célula, os pri-miRNAs são clivados na estrutura 

hairpin em seu arcabouço por um complexo enzimático chamado Drosha. Essa 

clivagem pela Drosha gera um molécula precursora do miRNA chamada de pre-

miRNA, com cerca de 70 nucleotídeos (72,73). A passagem do pre-miRNA do 
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núcleo para o citoplasma é feita graças à exportina-5 (Exp5), que é uma proteína 

transportadora que utiliza Ran-GTP como co-fator (74). 

Já no citoplasma, essas pre-miRNAs são clivadas por uma enzima chamada 

Dicer (RNase III), removendo a alça na estrutura stem-loop, formando um RNA de 

fita dupla com aproximadamente 22 nucleotídeos (75).  Este dúplex de RNA se liga 

ao complexo de silenciamento induzido por RNA, a RISC (RNA-induced silence 

complex), que inclui as proteínas Argonautas como principais componentes. Essa 

junção da fita dupla de RNA com o RISC faz com que haja a separação da fita 

dupla. Dessa forma, apenas uma destas fitas permanece ligada ao RISC 

constituindo o miRNA maduro, fazendo com que a outra fita complementar venha 

ser degradada (70,73,75). 

A escolha entre as fitas que irá constituir o miRNA maduro parece ser feita 

com base na estabilidade termodinâmica da fita dupla, sendo escolhida a fita cuja 

extremidade 5’ possuir menor estabilidade termodinâmica (72). 

 

 

 

Figura 1 – Esquema representativo da biogênese dos microRNAs. mRNA - RNA mensageiro; miRNA 

- microRNA; RISC - Complexo de indução do silenciamento do RNA. Adaptado de Oliveira-Carvalho 

V e cols., Arq Bras Cardiol.2012;98(4):362-70. 
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2.2.2 Conceito, Características e Nomenclatura dos MicroRNAs  

 

 

MicroRNAs atuam regulando diversas funções celulares, como a 

diferenciação tecidual, o ciclo celular, a proliferação e a apoptose (73), o que permite 

inferir que defeitos nesses sistemas estão relacionados a uma gama de doenças 

como câncer, alterações neuropsiquiátricas e neurodegenerativas, problemas 

cardíacos entre outros (75,76).  

Durante a última década, conhecimento substancial se acumulou sobre a 

biogênese de miRNAs, seus mecanismos moleculares e papéis funcionais em uma 

variedade de contextos celulares. Expressão alterada de determinados miRNAs nos 

tecidos cerebrais de pacientes com doenças neurodegenerativas, tais como DA e 

Parkinson, sugere que miRNAs poderiam ter um papel etiológico ou regulador 

fundamental nestes distúrbios. Além disso, evidências apontam para miRNAs 

específicos que visam a regulação da expressão de proteínas específicas que são 

fundamentais para a patogênese destas doenças (77). 

Atualmente, sabe-se que os miRNAs são sintetizados a partir de genes 

específicos ou de determinados subprodutos da expressão codificantes de proteínas 

(ex.: íntrons excisados) (78). A maturação dos miRNAs envolve uma complexa via 

de processamento que se inicia no núcleo e se estende até o citoplasma celular 

(79). 

Com o avanço sobre a descoberta das diversas formas de miRNAs existente 

desde 2000, foi criada um banco de dados chamada The miRNA Registry, tendo 

evoluído para o miRBase, o que conhecemos atualmente (80). Estão registrados 

nesta base de dados oficial de miRNA um total de 1881 precursores e 2588 maduros 

em homo sapiens. Por participar na etiopatogenia de vários distúrbios, miRNAs 

podem contribuir como ferramenta diagnóstica e de prognóstico clínico, abrindo novo 

caminho para terapêuticas na área médica (81,82). Um número de estudos revela 

que alguns miRNAs são diferencialmente expressos no cérebro humano e regulam a 

expressão de genes associados a perturbações neurodegenerativas específicas 

(83,84,85). 

Os miRNAs validados e disponíveis no miRBase tem em sua nomenclatura 

três caracteres que indica o nome da espécie, como hsa-mir para Homo sapiens, 

dme-mir para a mosca Drosophila melanogaster, cel-mir para Caenorhabditis 
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elegans, dentre outras. Os miRNAs tem uma numeração que segue a ordem 

sequencial de sua caracterização e registro (80). Cada miRNA maduro terá em sua 

nomenclatura o prefixo “miR”, e o pre-miRNA terá o prefixo “mir”. Os miRNAs que 

diferem em apenas uma ou duas posições com relação a sequencias parálogas 

(sequencias distintas em um mesmo organismo, mas oriunda de uma mesma 

sequencia ancestral), tem adição de um sufixo designado por letra em sua 

nomenclatura oficial, a exemplo de hsa-miR-34a e hsa-miR-34b. Os miRNAs 

maduros mas provenientes de grampos diferentes recebem um complemento 

numérico ao seu nome, como sufixo, a exemplo de hsa-miR-16-1 e hsa-miR-16-2. Já 

aqueles miRNAs maduros provenientes do mesmo pre-miRNA recebem o sufixo 5p, 

apontando que o miRNA corresponde à fita da região 5’ do grampo, e o sufixo 3p 

corresponde a região 3’ do grampo (ex: miR-30-5p e miR-30-3p) (86). 

Quando se conhecem os níveis de expressão relativas destes miRNAs vindo 

do mesmo pre-miRNA, há uma outra nomenclatura a ser utilizada. Após o nome é 

acrescentado um asterisco, indicando o miRNA expresso em níveis baixos em 

relação ao miRNA do braço oposto de um mesmo grampo. Já o miRNA que possui 

maiores níveis de expressão relativa, e que fará parte do complexo RISC, seguirá 

todas as regras referidas sem adição do asterisco, a exemplo dos miRNAs miR-181 

e miR181* (80). 
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2.3 MICRORNAS E DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

 

Até o momento, o diagnostico de DA provável é essencialmente baseado em 

avaliações clínica e neuropsicológica (87). Técnicas de neuroimagem estrutural 

(MRI) e funcional (PET) assim como mensurações de níveis de Aβ42 e de da 

proteína Tau no líquido cefalorraquidiano (LCR) estão sendo desenvolvidas para 

apoio ao diagnóstico da DA, sem utilidade clínica atualmente (88,89). Em linha com 

o pensamento de que não há biomarcadores suficientemente confiáveis para auxiliar 

no diagnóstico da DA, miRNAs podem ser estudados enquanto ferramentas para 

rastreio, diagnóstico diferencial e acompanhamento da progressão da doença (90). 

Em 2007, Lukiw e colaboradores usaram estudos de perfis de pequena escala 

para fornecer as primeiras pistas sobre mudanças de miRNA em DA (91). Desde 

então, vários grupos, incluindo o de Lukiw, têm realizado estudos genômicos em 

larga escala, demonstrando que os padrões de expressão de miRNA não são 

apenas no tecido cerebral mas também no líquido cefalorraquidiano e no plasma 

sanguíneo (91,92,93,94,95,96,97,98). Os dados de perfil mais recentes mostram que 

um subconjunto destes pequenos RNAs parece ser alterado de forma específica no 

cérebro com DA. Este padrão inclui microRNAs como miR-9,  miR-15, miR-29, miR-

101 e miR-106,  miR-107, miR-146, miR-181, todos apontados independentemente 

por dois ou mais estudos. Curiosamente, vários desses candidatos podem 

desempenhar um papel direto na modulação da expressão de genes relacionados 

com a etiologia da DA (99).  

Revisão sistemática por Ying e colaboradores constatou que há diferentes 

níveis de miRNAs em pacientes com DA e controles. Sete miRNAs (miR-29b, miR-

181c, miR-15b, miR146a, miR-342-3p, miR-191-5p e let-7d-5p) apresentaram baixa 

expressão em mais de um estudo, enquanto quatro miRNAs (miR-9, miR-34a, miR-

93 e miR-143) tiveram resultados discordantes entre os estudos (100). 
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2.4 MICRORNAS CIRCULANTES NO SANGUE 

 

 

 Os miRNAs circulantes têm demonstrado estabilidade no LCR e no sangue, 

provavelmente devido ao fato de poderem ser transportados por lipossomas ou 

lipoproteínas que impedem a sua degradação (101). Eles são considerados 

reprodutíveis e consistentes entre indivíduos da mesma espécie, podendo 

apresentar uma expressão alterada em certas doenças (102). Com isso, são os 

candidatos desejáveis a biomarcadores para doenças, como a DA. Pois 

permanecem estáveis por um tempo longo, mesmo sofrendo repetidos ciclos de 

congelamento e descongelamento, seja plasma ou soro (103,104).  

Neste sentido, estudo de Mitchell isolou uma fração de RNA de 18 a 24 

nucleotídeos de uma amostra de plasma humano. Com uso das técnicas como RT-

PCR e qRT-PCR, constatou-se a presença de miRNAs maduros (miR-15b, miR-16 e 

miR-24) no plasma humano. Em seguida, eles procuraram saber a estabilidade dos 

miRNAs no plasma, enquanto pré-requisito de grande valor para utilidade como um 

biomarcador. Verificou-se a estabilidade dos miRNAs por testes que consistiam em 

incubação prolongada à temperatura ambiente por 24 horas ou por vários processos 

de congelamento e descongelamento da amostra de plasma.  Chegaram à 

conclusão que os miRNAs no plasma são bastante estáveis (103).  

No trabalho pioneiro de Leidinger e seus colaboradores, foram identificados 

miRNAs em amostra de sangue de 48 pacientes com DA e 22 controles. Dentre os 

miRNAs analisados, o miR-30d-5p apresentou-se em concentração circulante 

aumentada, enquanto o miR-144-5p demonstrou concentração reduzida (105).  Os 

miRNAs do sangue periférico total (não fracionado) são eleitos os biomarcadores 

ideais, pelo fato de terem um acesso fácil, sendo forma pouco invasiva e econômica 

de obtenção de material biológico. É por isso que há estudos explorando o valor 

prognóstico deste tipo de miRNAs para a DA  (80,99,106,107,108,109). 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

 

Dentre os novos candidatos a fatores de risco para distúrbios crônicos 

associados ao envelhecimento, a recente compreensão de que a expressão de 

miRNAs interfere em praticamente todos os processos fisiológicos humanos têm tido 

destaque pelo envolvimento de cada um destes mediadores em uma multiplicidade 

de elementos genéticos (110) assim como pelo envolvimento com mecanismos 

neurodegenerativos de interesse para este estudo (77). Deste modo, é plausível que 

determinadas formas de miRs modulem a expressão de genes etiológicos para DA, 

influenciando assim no risco de desenvolvimento da demência a depender do 

padrão de expressão destes elementos.   

Ademais, descobriu-se que miRs extracelulares circulam na corrente 

sanguínea, sendo notavelmente estáveis em termos de conformação e integridade 

molecular (111). Exocitados ativamente na forma de vesículas de origem 

endossomal, estes exossomas (como são denominados) constituem partículas de 30 

a 100 nm de diâmetro com delimitação por uma bicamada lipídica com proteínas 

transmembrânicas e um núcleo hidrofílico contendo proteínas, mRNAs e miRNAs 

(112). Desta forma, exossomas podem atuar como vesículas extracelulares 

responsáveis por transportar miRNA de modo estável em uma grande variedade de 

fluidos biológicos, incluindo sangue total (113). Além disso, cabe recordar que o 

sangue total compartilha elementos figurados que atravessam a barreira 

hematoencefálica, contendo assim exemplares que circulam no tecido cerebral 

afetado pela DA, de modo a fornecer a melhor amostragem periférica (não invasiva) 

possível do que ocorre na neurodegeneração central. 

Por se entender que a progressão dos distúrbios crônicos do envelhecimento 

possuem um importante contributo pela desregulação de miRNAs, nossa pesquisa 

consistirá na análise da expressão das formas dessas biomoléculas que são 

apontados pela literatura como as mais intimamente associadas com processos 

neurodegenerativos (92,93,95,99). 
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4 OBJETIVO 

 

 

O objetivo central deste trabalho consiste em comparar variáveis discretas 

representativas da concentração sanguínea total de miRNAs selecionados por seu 

papel modulatório da expressão de genes associados à etiologia da doença, entre 

indivíduos portadores e não portadores de DA manifesta, com vistas à prospecção 

de marcadores moleculares que se associem com o fenótipo demencial.  

 

 

4.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

- Determinar e comparar a expressão das formas de miRNAs selecionadas 

para estudo entre as amostras portadora e não portadora de DA provável. 
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5 MÉTODOS  

 

5.1 AMOSTRA  

 

 

Os participantes foram recrutados dentre pacientes atendidos no Centro de 

Medicina do Idoso (CMI) do Hospital Universitário de Brasília (HUB), afiliado à 

Universidade de Brasília, sendo um centro de referência local para atendimento 

médico de idosos, com ênfase no tratamento de distúrbios cognitivos.  

Como idade, sexo e genótipo da apolipoproteína E (APOE) são os principais 

fatores de risco não modificáveis conhecidos pelo início da DA (114), recrutamos 

uma amostra de conveniência constituída exclusivamente por pacientes do sexo 

feminino com idade ≥ 55 anos e portadoras do alelo ɛ4. Como os participantes foram 

recrutados para estudos clínicos e moleculares anteriores (115,116,117), com seus 

genótipos de APOE determinados de acordo com uma técnica clássica (118) e 

disponível no banco de dados, foi possível a priori o recrutamento seletivo de 

portadores de ɛ4 (homozigotos e heterozigotos). Além disso, a admissão precoce no 

centro (ocorrendo até 2012) permitiu que pacientes com demência fossem avaliados 

para conversão em outros diagnósticos de demência, enquanto pacientes 

cognitivamente intactos na linha de base foram monitorados para excluir a 

possibilidade de declínio cognitivo durante o período. Portanto, todos os casos de 

demência que não apresentaram conversão diagnósticada (e foram caracterizados 

como casos esporádicos e não familiares de início tardio sem sinais de um 

componente vascular associado) foram considerados elegíveis para constituir o 

grupo DA. Da mesma forma, apenas os pacientes do grupo controle que não 

apresentaram declínio clinicamente importante durante o período foram incluídos. 

Para esse fim, foram realizadas reavaliações clínicas pelo menos uma vez para 

cada paciente entre 36 e 60 meses após a avaliação cognitiva na admissão no 

centro. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Brasília, sendo os experimentos conduzidos de acordo 

com a Declaração de Helsinque. O consentimento informado por escrito foi obtido de 

todos os participantes e seus cuidadores para posterior coleta de material biológico. 
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5.2 AVALIAÇÃO AMBULATORIAL 

 

 

A avaliação clínica inicial e o acompanhamento clínico de todos os pacientes 

incluíram a administração do mini exame do estado mental (MEEM) para rastrear o 

comprometimento cognitivo (119). Os casos suspeitos foram investigados com base 

nos critérios da American Psychiatric Association (APA / DSM-IV) para confirmação 

da demência e da Escala de avaliação da doença de Alzheimer - subescala 

cognitiva (ADAS-Cog) para diagnóstico de Alzheimer provável (120). A gravidade da 

demência foi determinada usando a escala de classificação da demência clínica 

(CDR) (121). 

Outras variáveis investigadas nessas avaliações incluíram hábitos de vida, 

presença de comorbidades (por exemplo, diabetes e hipertensão), condições 

médicas (por exemplo, obesidade e lesão cerebral traumática prévia), distúrbios 

psiquiátricos incidentais e prévios (por exemplo, doença de Parkinson, depressão) e 

medicamentos em uso. 
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5.3 SELEÇÃO DOS MICRORNAS  

 

 

Para selecionar o conjunto de miRNAs a serem investigados, pesquisamos o 

DIANA Tools (TarBase v7.0) por miRNAs validados experimentalmente como 

interagindo com genes-alvo ligados à neuropatologia da forma de início tardio da 

DA, concentrando-se nos genes que codificam proteínas-chave. Detalhado na 

revisão realizada por Moraes et al. (116), como se segue: a apolipoproteína E 

(ApoE), a proteína precursora de amilóide (APP), presenilinas 1 (Psen1) e 2 

(Psen2), a proteína tau (MAPT), clusterina (Clu), a proteína de montagem de clatrina 

de ligação ao fosfatidilinositol (Picalm) e a enzima de clivagem APP do local β 1 

(Bace1). 

Uma pesquisa manual foi realizada inserindo cada nome de gene 

individualmente e os hsa-miRNAs eram elegíveis para estudo se o banco de dados 

relatasse uma associação (resultado positivo) e tivesse o tecido de origem 

especificado. A partir da lista de miRNAs produzidos, uma análise posterior da Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) permitiu restringir a seleção a 25 

miRNAs com base na seleção de caminhos implicados na neurofisiologia. 
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5.4 AMOSTRA SANGUÍNEA E EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL 

 

 

Após o período mínimo de acompanhamento clínico de cada paciente, as 

amostras de sangue total foram coletadas por punção venosa em tubos de 

vacutainer contendo EDTA (Becton Dickinson - BD, Brasil). As contagens de 

glóbulos brancos (total e de subconjuntos comuns) foram determinadas por um 

procedimento automatizado, Cell-Dyn 3700 (Abbott®, EUA). Para proteção do RNA, 

as amostras foram fracionadas como alíquotas de 0,7 mL na presença de um 

volume igual de RNA Later (Thermo Fisher Scientific, EUA). Cada alíquota foi 

congelada imediatamente para a extração subsequente dos RNAs totais, purificados 

com o kit mirVANA PARIS (Life Technologies, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante, com a modificação do uso de várias (2 ou 3) partições consecutivas do 

lisado com fenol-clorofórmio (Invitrogen, EUA), se necessário. Após a extração, a 

quantificação e a análise das amostras foram realizadas utilizando um 

espectrofotômetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific ™, EUA), com controle de 

qualidade realizado através da avaliação da razão OD de 260/280 nm. As amostras 

totais de RNA foram armazenadas a -20°C para análises posteriores. 
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5.5 QUANTIFICAÇÃO RELATIVA DE MICRORNAS POR qRT-PCR  

 

 

A análise da expressão dos miRNAs selecionados para o estudo foi realizada 

utilizando kit comercialmente disponível, utilizando ensaios de miRNA TaqMan® RT-

qPCR em stem-loop para procedimentos quantitativos (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA). O kit TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA) foi utilizado para preparar o DNA complementar 

(cDNA). Nesse caso, cada reação continha 20 ng de RNA total, 12,5 nM de primers 

específicos para heptaplex stem-loop microRNA, dNTPs 2 mM, 100 U MultiScribe ™ 

Reverse Transcriptase e 5 U do inibidor de RNase em volume final de 10 μl. A 

reação foi incubada por 30 min a 16ºC, por 30 min a 42ºC e 5 min a 85ºC para 

inativação enzimática. 

Quantidades relativas de miRNAs foram calculadas usando o método do 

limiar do ciclo comparativo (Ct). O nível total de cada miRNA foi avaliado por 

normalização para níveis de um small nucleolar RNA 43  (RNU43), elegível com 

base em evidências anteriores de sua utilidade (um dos membros da família) para 

normalizar a expressão de miRNA em amostras de sangue (122), com sua 

concentração em nosso contexto. Avaliados quanto à estabilidade entre amostras 

através do método do limiar do ciclo comparativo (ΔCt). Com essa abordagem, o 

RNU43 tornou-se adequado como referência (controle interno) e a quantificação 

relativa foi realizada usando o método 2-ΔΔCt (123). Para cada ensaio de 

quantificação relativa de miRNAs individuais, foram utilizados 0,75 μL de TaqMan 

MicroRNA Primer, 1,2 μL de cDNA (em diluições em série, conforme descrito mais 

adiante nesta seção), 7,5 μL 2× TaqMan Universal Mix Master PCR sem UNG e 5,55 

μL de água livre de nuclease, no total de 15 μL de reações executadas usando o 

Eco ™ Real-Time PCR System, versão 4.0 ( Ilumina®, San Diego, CA, EUA) com 

ciclagem a 50ºC por 2 minutos, a 95ºC por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 15 

segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC. Todas as reações foram realizadas em 

duplicada, e os valores individuais do limite médio do ciclo (Ct) foram determinados 

para cada amostra. Os ciclos de miRNAs e da referência endógena de cada amostra 

foram configurados na mesma placa de reação para minimizar a variação entre 

ensaios. 
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A faixa dinâmica de cada ensaio foi determinada por reações de amplificação 

com o uso paralelo de diluições em série da mesma amostra, inicialmente em 3,33 

ng / μL, com um conjunto mínimo de 3 amostras independentes, seguido por análise 

de regressão linear simples dos valores obtidos (123). Foram estabelecidos 

intervalos de proporcionalidade comparáveis entre os escores de Ct e os valores 

logarítmicos das concentrações dos modelos para cada miRNA e controle 

endógeno. Com base na faixa dinâmica, a eficiência da amplificação (E) de cada 

reação foi calculada usando a equação E = 10(-1/slope) – 1. 
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5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

A normalidade da distribuição dos dados foi avaliada por análise exploratória 

para variáveis dependentes discretas. As comparações entre grupos de variáveis 

clínicas contínuas distribuídas normalmente foram realizadas pelo teste t de Student 

para amostras independentes, enquanto o teste do qui-quadrado foi usado para 

comparar as frequências de condições médicas. Comparações de variáveis não 

normalmente distribuídas (incluindo níveis de miRNA circulantes) foram realizadas 

pelo teste de Wilcoxon (Mann-Whitney U). Além disso, regressões logísticas binárias 

foram usadas para avaliar o impacto da variável no odds ratio para DA. Um valor de 

P <0,05 foi considerado significativo para essas análises. 

Particularmente para análises não paramétricas que envolvem os dados de 

miRNA, um valor P bicaudal foi definido como significativo após a correção de 

Bonferroni para k variáveis independentes testadas em uma mesma característica (k 

= 25 testes, depois α = 0,002). Todas as análises foram executadas no SPSS® for 

Windows®, versão 17.0. 
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6 RESULTADOS 

 

 

Após a triagem para elegibilidade usando os registros médicos e de pesquisa 

de 614 pacientes, amostras de sangue total puderam ser obtidas de um total de 74 

mulheres idosas (38 controles e 36 pacientes com provável DA), com exclusões e 

falhas de recrutamento, conforme mostrado na Figura 1, e dados biológicos, bem 

como características clínicas clássicas, foram comparados em uma avaliação inicial 

entre o grupo controle (pacientes sem demência) e o grupo DA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Composição da amostra de idosas consideradas para análise.  

 

Os grupos não diferiram significativamente na idade ou em outras variáveis 

clínicas, incluindo contagens totais de glóbulos brancos (Tabela 1) e subpopulações 

clássicas de leucócitos (dados não mostrados). Como esperado, os escores do 

MEEM diferiram entre os dois grupos. Os grupos foram comparáveis em termos de 

anos de escolaridade. Além de todos os participantes serem portadores de 4, a 

frequência dos genótipos 24, 34 e 44 foi avaliada e encontrada similarmente 

entre os grupos, com predominância do genótipo 34, conforme esperado. Os 

grupos também foram comparáveis na frequência de usuários de agentes 

Acompanhamento por um 
minimo de 36 ou no 
máximo de 60 meses 

Pacientes idosos atendidos 

regularmente e em banco de 

dados 

(n = 614) 
Mulheres idosas que interromperam o atendimento na 
clínica = 78 
Normal no início que se tornou demente, casos não afetados 

por DA = 33 
Casos presumidos de DA que se converteram em outra 
demência = 28 
Casos falecidos = 9 

Qualificado para coleta de 

sangue (n=466) 

Mulheres idosas excluídas por não portarem um alelo  

4 = 368 

 (n=98) 

Mulheres idosas que se recusaram a se inscrever no  
estudo = 19  

Mulheres idosas que não puderam ser alcançadas = 5 

(DA=36) (controle=38) 
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psicoativos (agrupados em antipsicóticos, antidepressivos e anticonvulsivantes), 

bem como em termos de usuários dos agentes metabólicos mais comuns (anti-

hipertensivos e hipoglicêmicos). 

 

Tabela 1 - Comparação das variáveis contínuas (média e desvio padrão ou mediana e intervalo 

interquartil) e variáveis categóricas (proporção (%)) entre mulheres idosas do grupo controle não 

demenciados e do grupo DA. 
 

 Controle 
(n = 38) 

DA 
(n = 36) 

 
P

*
 

Variável Média (ou Mediana) Média (ou Mediana)  

    
Idade (anos) 76.4 ± 9.2 79.5 ± 6.0 0.106 
CC (cm) 93.7 ± 11.6 91.4 ± 12.2 0.411 
PAS (mm Hg) 137.9 ± 18.3 131.8 ± 18.4 0.159 
PAD (mm Hg) 80.9 ± 17.4 76.9 ± 10.1 0.235 
MEEM (score) 24.0 (22.0–26.0) 12.0 (7.2–19.5) < 0.001

¥
 

LEU (10
9
/L) 6.4 (5.5–7.3) 6.7 (5.9–7.8) 0.435 

    
 % %  

 

Genótipo 34  

 
66.6 

 
86.8 

 
0.115

§
 

 4 anos escolaridade 42.1 61.1 0.216
§
 

CDR ≤ 2 - 33.3 - 

Hachinski  4 
Uso de 
Inibidor de AChE 
Antagonista de rNMDA 
Antipsicóticos  
Antidepressivos 
Anticonvulsivantes 
Antihipertensivos 
Antidiabeticos  

- 
 
- 
- 

2.6 
10.5 
0.0 

65.8 
21.0 

86.1 
 

52.8 
19.4 
0.0 
5.6 
2.6 

50.0 
13.9 

- 
 
- 
- 

0.883
§
 

0.286
§
 

0.796
§
 

0.162
§
 

0.322
§
 

DA= doença de Alzheimer; CC = circunferência de cintura; PAS = pressão arterial sistólica; PAD = 

pressão arterial diastólica; CDR = classificação clínica de demência; MMSE= mini exame do estado 

mental; Leu= Leucograma; AchE = acetilcolinesterase; rNMDA = receptor de N-metil D-aspartato. 

*Verificação de significância para o teste t de Student, 
¥
 Test de Wilcoxon, 

§
 Teste do qui-quadrado. 

 

Em seguida, avaliamos a concentração sanguínea total de miRNAs humanos 

submetidos a quantificação relativa (qRT-PCR) em pacientes controle e DA. Todos 

os 25 miRs alvo e o controle interno podem ser detectados nas amostras. As 

análises correlacionais não revelaram influência dos fatores de risco clássicos da DA 

em qualquer um dos miRNAs avaliados ao longo da idade (característica contínua) 

ou APOE (24 / 34 vs. 44), independentemente de realizar análises de uma 

amostra inteira ou realizar cada grupo (DA ou controle) de cada vez. De todos os 

miRNAs avaliados, apenas a concentração de miR-9-5p diferiu entre os grupos (P = 

0,001), com uma diminuição mediana de 3 vezes nos níveis circulantes em 
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pacientes com DA em comparação com os controles (Tabela 2). Foi observada uma 

tendência para uma diferença relevante (se considerado o limiar convencional de P 

<0,05), embora não atingisse significância de acordo com nossos padrões, para os 

níveis de miR-21-5p e miR-29b-3p. Análises subsequentes usando regressão binária 

garantiram os níveis de miR-9-5p como importantes responsáveis pelo fenótipo da 

DA, confirmando que mulheres mais velhas cognitivamente preservadas têm maior 

probabilidade de expressar níveis circulantes totais mais altos do microRNA (OR = 

1,041; IC95% 1,003-1,080 ; P = 0,035) na amostra, sem que essa contribuição 

ocorra a partir dos níveis de miR-21-5p (P = 0,520) ou miR-29b-3p (P = 0,057). 

 

Tabela 2 - Descrição da identificação de hsa-miRNA e níveis relativos entre idosas controle não 

demenciados e DA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DA= doença de Alzheimer; hsa= homo sapiens. Os dados são expressos em valor mediano com 

intervalo interquartil para traços contínuos com distribuição não gaussiana. Os valores de P são 

resultados do teste de Wilcoxon. 

 

Fita Alvo  

miR 

Ordem de 

Grandeza 

Controle 

(n = 38) 

DA 

(n = 36) 

P
*
 

miR-1-3p 10 
0
 2.90 [1.02, 14.50] 3.03 [1.33, 8.09] 0.875 

miR-1-2-5p 10
-1

 2.15 [0.89, 8.75] 1.16 [0.36, 3.61] 0.134 

miR-9-5p 10 
1
 3.27 [1.84, 6.42] 1.02 [0.66, 2.76] 0.001 

miR-16-2-3p 10
-1

 7.70 [0.78, 70.08] 8.59 [1.66, 26.11] 0.990 

miR-21-5p 10
-4

 2.81 [1.02, 15.18] 1.47 [0.35, 3.48] 0.038 

miR-27b-3p 10
-1

 0.89 [0.46, 1.89] 0.66 [0.29, 1.35] 0.171 

miR-29b-3p 10 
0
 0.31 [0.10, 0.63] 0.14 [0.06, 0.25] 0.014 

miR-30a-3p 10 
0
 2.50 [0.52, 14.64] 2.32 [0.69, 4.44] 0.525 

miR-34a-5p 10 
0
 1.80 [0.65, 4.66] 2.79 [0.69, 5.10] 0.650 

miR-34c-5p 10
-1

 0.66 [0.32, 1.37] 0.90 [0.36, 1.96] 0.320 

miR-92a-3p 10
-5

 0.86 [0.42, 1.58] 0.74 [0.34, 2.22] 0.791 

miR-100-5p 10
-1

 2.00 [0.21, 5.38] 1.00 [0.26, 6.20] 0.830 

miR-126-3p 10
-4

 1.32 [0.55, 2.60] 1.20 [0.45, 2.40] 0.873 

miR-130a-3p 10
-3

 2.84 [0.74, 7.62] 3.98 [0.76, 6.74] 0.697 

miR-141-3p 10 
0
 1.67 [0.42, 4.46] 1.21 [0.29, 4.00] 0.673 

miR-145-5p 10
-1

 1.05 [0.39, 3.08] 0.72 [0.44, 1.89] 0.402 

miR-146a-5p 10
-3

 2.01 [0.67, 11.16] 1.62 [0.65, 2.72] 0.329 

miR-155-5p 10
-2

 7.53 [2.94, 22.36] 6.68 [3.37, 9.37] 0.530 

miR-181a-5p 10
-3

 1.88 [0.53, 4.07] 0.98 [0.49, 4.72] 0.424 

miR-181c-5p 10 
0
 0.84 [0.34, 1.99] 0.80 [0.23, 1.54] 0.270 

miR-183-5p 10
-3

 1.05 [0.60, 5.12] 1.02 [0.42, 2.98] 0.364 

miR-200a-3p 10 
0
 2.16 [0.82, 6.90] 1.75 [0.95, 3.49] 0.456 

miR-221-3p 10
-2

 1.12 [0.52, 2.90] 1.18 [0.52, 1.96] 0.615 

miR-371-3p 10 
0
 0.98 [0.36, 2.20] 0.92 [0.38, 3.40] 0.858 

miR-373-5p 10
-2

 0.22 [0.14, 0.34] 0.20 [0.11, 0.27] 0.496 
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7 DISCUSSÃO  

 

 

O MiR-9 é um pequeno RNA não codificante envolvido na regulação da 

expressão de múltiplos genes (124). Apesar de possuir uma estrutura primária 

altamente conservada, os padrões de expressão do miR-9 não são iguais entre as 

diferentes espécies. Em Drosophila sp., nos estágios embrionários iniciais, o miR-9 é 

expresso na maioria das células epiteliais, exceto no ectoderma ventral (125). Nos 

vertebrados, a expressão do miR-9 está confinada ao sistema nervoso, sugerindo 

funções neurogênicas e neurofisiológicas altamente especializadas (126). Em 

humanos, o miR-9 maduro consiste em 21 nucleotídeos que são processados por 

Dicer na extremidade 5' do pré-miR-9 (124). Uma função essencial do miR-9 é 

regular a diferenciação morfológica dos neurônios pós-mitóticos das células 

progenitoras neurais (127). A esse respeito, não é de surpreender que estudos 

sugeram que a desregulação do miR-9 possa desempenhar um papel nas doenças 

neurodegenerativas (128). 

Na DA, sabe-se que o peptídeo β-amilóide em sua forma insolúvel de 42 

aminoácidos (Aβ42) é produzido por clivagem enzimática seqüencial de APP por 

BACE1 e γ-secretase (129), gerando assim uma via amiloidogênica. As evidências 

sugerem que o miR-9 pode desempenhar um papel na regulação negativa da 

BACE1 (130). Níveis mais baixos de miR-9 podem aumentar a expressão de 

BACE1, aumentando assim a produção de Aβ42 (131). Portanto, a regulação 

negativa da expressão de miR-9 no sistema nervoso central (SNC) pode ter 

implicações patológicas pela promoção do processamento amiloidogênico, levando 

à agregação pronunciada de Aβ42 e deposição em placas senis (132). 

Na mesma linha, um estudo usando o ensaio de luciferase em células 

HEK293 mostrou que a supressão do miR-9 aumenta os níveis de tau fosforilada (p-

tau) e a amiloidogênese pela superexpressão da proteína quinase 2 dependente de 

cálcio / calmodulina (CAMKK2), um alvo do miR -9 (133,134). Outro alvo do miR-9 é 

o gene que codifica a sirtuína 1 (SIRT1), uma enzima desacetilase que interage com 

a tau e regula sua fosforilação (135,136). Estudos sugerem que o SIRT1 

desempenha um papel na proteção neuronal em pacientes com DA (137), uma vez 

que a expressão regular do SIRT1 impede a hiperfosforilação da tau, mantendo o 

transporte axonal de neurotransmissores pelos neurônios. 
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Além de evidências de que o miR-9 desempenha um papel em diferentes 

estágios da neurogênese e neurofisiologia, sua participação em processos como 

apoptose, inflamação e estresse oxidativo parece consistente (127,131). Em vista do 

envolvimento desses fatores no desenvolvimento da DA, os autores não descartam 

a participação do miR-9 em outras vias que contribuem para essa forma de 

neurodegeneração. 

Vários estudos demonstraram que a expressão do miR-9 é alterada no 

cérebro da DA (138), sendo regulada para baixo ou para cima. Em pacientes com 

DA, há evidências de níveis reduzidos de miR-9 no córtex temporal anterior, 

juntamente com superexpressão no hipocampo (128,131). Um estudo comparando 

APP23 transgênico com camundongos não transgênicos relatou níveis reduzidos de 

miR-9 no hipocampo (139). Em amostras de cérebro derivadas de autópsia, 4 

miRNAs (incluindo miR-9) foram regulados negativamente em pacientes com DA 

(140). Níveis desse mesmo miRNA foram comparados no soro de pacientes com 

DA, com comprometimento cognitivo leve (MCI) e controle, com níveis circulantes 

reduzidos do miR-9 sendo encontrados entre os pacientes com DA (136). Outro 

estudo independente determinou a concentração de 6 miRNAs ( incluindo miR-9) no 

plasma sanguíneo e no LCR de pacientes com e sem DA, e mais uma vez o miR-9 

foi encontrado em níveis mais baixos entre os pacientes com DA (141). 

Em suma, e apesar de indescritível que uma descoberta da circulação seja 

extrapolada para um meio especializado como o SNC, o conjunto de evidências 

revisado acima aponta para uma redução geral na concentração de miR-9 em 

amostras biológicas humanas tão diversas quanto tecido cerebral, LCR, plasma e 

soro no contexto da DA. No nosso caso, os resultados sugerem que a concentração 

de miR-9 também é alterada no meio do sangue total, apoiando a hipótese de que o 

miR-9 pode constituir um biomarcador acessível para a DA. Os resultados do nosso 

são corroborados por outro ensaio de expressão de miRNA realizado com sangue 

total, mostrando também uma diminuição na concentração periférica do has-miR-9-

5p nos casos de DA (142). Demonstrando que essa associação persiste mesmo 

quando a amostra subconjuntos estão em jogo (como as portadoras Ɛ4 em média > 

75 anos mais velhas consideradas aqui), nosso trabalho tende a contribuir com a 

pesquisa translacional e a literatura sobre biomarcadores, expandindo o repertório 

de possíveis elementos de diagnóstico de DA, ferramentas e fontes biológicas, 
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fornecendo evidências possivelmente reduzidas em vieses devido à idade, sexo e 

genótipo APOE, como principais fatores de risco não modificáveis para DA. Da 

mesma forma, os grupos apresentaram um equilíbrio razoável na contagem de 

indivíduos que usavam medicamentos de ação metabólica (antidiabéticos e anti-

hipertensivos) e sob farmacoterapia psicoativa (antipsicóticos, antidepressivos ou 

anticonvulsivantes), tornando improvável que os resultados fossem altamente 

influenciados pelos efeitos desnivelados de medicamentos comuns entre os grupos. 

Sobre o consumo de inibidores da acetilcolinesterase e de antagonistas do receptor 

NMDA exclusivamente por pacientes com DA (como esperado), os autores afirmam 

com o máximo de seu conhecimento, não conhecendo nenhum efeito dessas 

classes na transcrição ou processamento do miR-9. 

Apesar de padronizar os participantes em termos de fatores de risco não 

modificáveis relevantes para a DA, nosso estudo tem limitações. Primeiro, nenhum 

cálculo de potência foi realizado para estimar um tamanho de amostra pequeno 

ideal, o que poderia ser processado como uma falha. Segundo, nem a extraordinária 

mistura genética da população brasileira, nem o hábito alimentar e as características 

hematológicas profundas desses pacientes foram considerados ou controlados em 

nossas análises. Pelo menos, as contagens totais e diferenciais de glóbulos brancos 

foram determinadas e provaram-se inalteradas entre os participantes, o que pode 

evitar suspeitas de que os níveis de miR sejam influenciados pela flutuação nos 

elementos nucleados transmitidos pelo sangue. 

Outra limitação inerente a esse tipo de estudo é a dificuldade em relacionar os 

achados em amostras de sangue periférico a processos fisiopatológicos em órgãos / 

tecidos ou compartimentos corporais específicos, como é o caso do SNC. Nesse 

contexto, a barreira hematoencefálica é uma estrutura formada por células 

endoteliais alinhadas com capilares que permitem a passagem seletiva de 

substâncias, controlando particularmente a entrada de substâncias tóxicas (143). 

Entretanto, as microvesículas contendo miRNAs (exossomos) são conhecidas por 

atravessarem a barreira hematoencefálica do cérebro para o sangue e vice-versa 

por mecanismos ainda desconhecidos (144,145,146). Portanto, é plausível que os 

níveis biodisponíveis de miR-9 no sangue reflitam proporções do mesmo mediador 

no nível do sistema nervoso central. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 

É evidente que ainda é necessário muito trabalho para elucidar e determinar 

os vários papéis que um determinado miRNA pode desempenhar nas vias 

patológicas e na identificação de condições médicas. No entanto, concluímos que os 

níveis de miR-9-5p no sangue total estão diminuídos em pacientes com DA em 

comparação com os controles. Estudos clínicos subsequentes podem confirmar o 

valor preditivo desse biomarcador candidato e se estratégias para a manutenção dos 

níveis de expressão do miR-9 podem atrasar aspectos relacionados à neurofisiologia 

e até à sintomatologia da DA. 
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ANEXO A – APROVAÇAO EM COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

“Biotecnologia e atenção à saúde aplicadas ao estudo dos determinantes genômicos dos transtornos demenciais” 
 

O envelhecimento pode ocasionar doenças ou o agravamento de suas manifestações no 
organismo, diminuindo a qualidade de vida da pessoa. Por isso, nós do Centro de Medicina do 
Idoso do Hospital Universitário de Brasília (HUB), em conjunto com pesquisadores da Universidade 
de Brasília (UnB), estamos trabalhando na busca por sinais clínicos e de laboratório que permitam 
antever o desenvolvimento de doenças associadas ao envelhecimento, sobretudo aquelas 
relacionadas à perda de memória e das funções mentais. 

Assim sendo, com o objetivo de encontrar características do organismo que possam 
contribuir para o diagnóstico precoce de doenças como a demência de Alzheimer, necessitamos do 
seu consentimento para a realização de uma avaliação médica e de exames laboratoriais por testes 
genéticos. Esta pesquisa poderá possibilitar uma melhoria da compreensão do processo de 
envelhecimento do ser humano, o que por sua vez permitirá melhorar o atendimento e o 
aconselhamento prestados a pessoas idosas assistidas tantos pelos programas públicos e quantos 
privados de saúde. 

Dependendo dos resultados e de sua avaliação, o(a) senhor(a) poderá ser incluído(a) no 
grupo de portadores ou não-portadores de alguma doença.  

 

Termo de consentimento 

 
Ao aceitar participar desta pesquisa, fui informado que poderei a qualquer momento recusar-

me a continuar, retirando meu consentimento sem sofrer qualquer penalização. Fui informado que o 
protocolo experimental consistirá basicamente em uma avaliação médica e por exames 
laboratoriais, e que tais procedimentos não comprometerão minhas atividades cotidianas. 
Responderei algumas perguntas sobre os medicamentos que estou usando e como faço o 
tratamento recomendado, mas terei plena liberdade de me recusar a responder caso eu não queira. 
Fui informado(a) ainda que este trabalho não oferecerá riscos expressivos à minha saúde, já que 
não realizarei movimentos anormais, não terei mudança da minha rotina, não entrarei em contato 
com quaisquer substâncias nocivas, nem terei qualquer instrumento introduzido em meu corpo, a 
não ser por ocasião de uma coleta de sangue, onde me foi assegurada utilização de agulhas 
descartáveis. A equipe do projeto se responsabilizou por prestar esclarecimentos a mim a qualquer 
momento da pesquisa, inclusive relativos a exames de laboratório realizados, disponibilizando para 
tanto as formas de contato presentes no rodapé desta página. 

O pesquisador garantiu sigilo sobre minha identidade pois os dados ficarão sob sua guarda, 
não sendo permitido acesso por pessoas não relacionadas à pesquisa, sendo ainda a melhor 
conduta para preservação da minha integridade física. O pesquisador responsabilizou-se por 
qualquer dano que eu venha a sofrer, e também explicou que as amostras coletadas poderão ser 
estocadas para outras pesquisas, mas que serei contatado para conceder minha autorização para 
cada nova utilização. 

Assim, por meio deste documento, dou meu consentimento à exploração dos dados 
coletados por este projeto de pesquisa, do qual participarei voluntariamente. 

 
 
Brasília, _____ de ________________ de 200___. 
 
 

_____________________________________      ______________________________ 
        Nome do paciente              Assinatura do responsável ou do paciente 
 
 

_________________________________________ 
Assinatura do profissional que prestou informações 

 

UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA – UNB 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO DE BRASÍLIA - HUB 

CENTRO DE MEDICINA DO IDOSO - CMI 

 

 

 


