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SOUZA, Thaina de Jesus. Editores genémicos e suas aplicagées na doenga de
Huntington. 2019. 53f. (Bacharel no curso de Biomedicina) — Centro Universitario
Sa0 Camilo, Sédo Paulo, 2019.

A Doenca de Huntington € uma doenga com padrdo de heranga autossémica
dominante, causada por uma amplificagédo génica, devido a expanséo trinucleotidica
de bases CAG no éxon 1 do gene HTT. Esta alteragéo leva a perda prevalente de
neurdnios espinhosos eferentes médios (MSNs) no estriado (nucleo caudado e
putamen), dos ganglios da base, cortéx e hipocampo. Como esta doenga nao tem
cura, sdo utilizados farmacos para a diminuigdo dos sintomas, entretanto, acabam
gerando eventos adversos indesejaveis. Devido a isso, a busca pelo silenciamento do
gene mutante tem sido feita como potencial caminho terapéutico. A utilizagao de
nucleases em locais especificos para fins terapéuticos retrata uma transformagéo no
paradigma na terapia genética e a utilizagdo dos editores de genoma como ZFN,
TALEN e CRISPR/Cas9 possibilitam modificagdes genéticas eficientes por meio da
quebra de dupla fita de DNA e mecanismos de reparo do DNA celular. Proposto por
diversos estudos e revisado neste trabalho, tais editores alcan¢garam a redugéo da
expressdo de HTT mutante in vitro e in vivo, sendo que, especificamente as
ferramentas ZFN e CRISPR/Cas9 sugeriram que & possivel a atenuagéo eficiente e
permanente da toxicidade neuronal mediada pela expansédo do polyQ no cérebro
adulto de camundongos, aliviando seus déficits motores e sintomas neurologicos.

Palavras-chave: 1. Doenga de Huntington 2. Nucleases de dedos de zinco 3.
Nucleases dos efetores semelhantes a ativadores de transcri¢do 4. Reparo do DNA
5. Repeticées palindrémicas curtas agrupadas e regularmente espagadas



SOUZA, Thaina de Jesus. Genomic editors and their applications in
Huntington's disease. 2019. 53f. (Bachelor in Biomedicine) - Centro Universitario
Sao Camilo, Séo Paulo, 2019.

Huntington's disease is a disease with autosomal dominant inheritance pattern caused
by a gene amplification due to the trinucleotide expansion of CAG bases in exon 1 of
the HTT gene. This change leads to the prevalent loss of medial efferent spindle
neurons (MSNs) in the striatum (caudate nucleus and putamen), the basal ganglia,
cortex and hippocampus. As this disease has no cure, drugs are used to decrease
symptoms, however, end up generating undesirable adverse events. Because of this,
the quest for silencing the mutant gene has been made as a potential therapeutic
pathway. The use of nucleases at specific sites for therapeutic purposes portrays a
transformation in the paradigm in gene therapy and the use of genome editors such as
ZFN, TALEN and CRISPR / Cas9 enable genetic and efficient modifications by
breaking DNA double strand and mechanisms of cellular DNA repair. Proposed by
several studies and reviewed in this work, such editors achieved reduction of mutant
HTT expression in vitro and in vivo, and specifically the ZFN and CRISPR / Cas9 tools
have suggested that efficient and permanent attenuation of neuronal toxicity mediated
by expansion of polyQ in the adult brain of mice, relieving their motor deficits and
neurological symptoms.

Keywords: 1. Huntington's disease 2. Zinc finger nuclease 3. Transcription activator-
like effector nucleases 4. DNA repair 5. Clustered regularly interspaced phort
Palindromic repeats
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1 INTRODUGCAO

A Doenga de Huntington (DH) foi descrita por George Huntington em 1872
como um relato sobre sintomas psiquiatricos e cognitivos cuja manifestagdo ocorria
na vida adulta, entre 30 e 40 anos, ficando conhecida na época como Coreia
Hereditaria (MCCOLGAN; TABRIZI, 2017).

E uma doenga genética com padrdo de heranga do tipo autossémico
dominante. O gene esta localizado proximo a extremidade telomérica do bracgo curto
do cromossomo 4, na posigdo 4p16.3 e codifica a proteina huntingtina (WALTER;
GRAVE; PERICO, 2009). O disturbio é causado por uma amplificagéo génica, ou seja,
esta associada a uma expansao trinucleotidica de bases CAG no éxon 1 do gene HTT
(XIMENES; TEIXEIRA, 2009).

A prevaléncia da Doenca de Huntington €& variavel conforme etnia, sendo mais
frequente na populagéo com ascendéncia europeia, com prevaléncia de 5,70/100.000.
Ja em paises com predominio de populagéo asiatica, a prevaléncia & menor, de 0,40
por 100 mil. Na Africa, os dados sdo inadequados, sendo o transtorno subestimado
nesta populagéo e, no Brasil, os poucos estudos sobre a doenga, dificultam a obtengéo
de dados que demonstram a real prevaléncia (PEREIRA, 2015).

Devido ao amplo quadro de manifestacdes sintomatol6gicas compativeis com
outras desordens neurolégicas, somente o diagnéstico clinico é limitado e, além do
detalhamento do histérico familiar, ¢ fundamental a realizagéao de testes genéticos
para confirmagéo da doenga. E feito, portanto, uma Reagao em Cadeia da Polimerase
(PCR), que mostra a expansao do trinucleotideo CAG (XIMENES; TEIXEIRA, 2009).

Os alelos considerados normais possuem menos de 27 repeticées CAG, com
fendtipo normal. Os alelos intermediarios tém de 27 a 35 repeticbes CAG, séo
considerados instaveis, e por isso, héa risco de transmissdo de um alelo expandido
para a prole. Apesar disso, os portadores deste tipo de alelo apresentam um fenétipo
normal (MIGUEL et al., 2012). A penetragdo reduzida é vista entre 36 e 39 repeti¢oes,
enquanto individuos com mais de 39 CAG repetidas sdo os de penetrancia completa,
e determinam, inevitavelmente, em alguma etapa da vida o fenétipo da Doencga de
Huntington (MCCOLGAN; TABRIZI, 2017). Portanto, os individuos que apresentam
mais de 39 repeticées de CAG, irdo apresentar movimentos coreicos (espasmadicos,

de torgéo, como se fossem movimentos de danga) e incontrolaveis dos membros,
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mudanca de personalidade e deterioragao intelectual (WALTER; GRAVE; PERICO,
2009). Por mais que existam muitos estudos experimentais, ainda ndo existe uma
forma de prevenir ou curar a DH. O tratamento consiste em diminuir os sintomas
relacionados a disturbios comportamentais e depressivos utilizando antidepressivos,
antipsicoticos para combate aos transtornos psicoticos e medicagoes como agentes
antiglutamatérgicos e depletores dopaminérgicos para controle dos sintomas motores
(MIGUEL et al., 2012).

Como esta doenga ndo tem cura, os farmacos utilizados para diminuir os
sintomas nem sempre melhoram a qualidade de vida dos individuos, gerando,
algumas vezes, maior quantidade de eventos adversos do que os efeitos desejaveis
(MIGUEL et al., 2012).0 conhecimento de doengas autossdbmicas dominantes como
a DH, onde a presenca da proteina mutante é o processo desencadeador da doenga,
tem estimulado a busca do silenciamento de genes como potencial caminho
terapéutico (SHIN et al., 2016). Uma abordagem promissora € utilizar editores
genéticos como ZFN (Nucleases de dedo de zinco), TALEN (Nucleases efetoras tipo
ativador de transcri¢éo) e sistemas baseados em CRISPR (Repeti¢oes palindrémicas
curtas agrupadas e regularmente interespagadas), pois estas ferramentas
biotecnolégicas tém a capacidade de alterar diretamente as sequéncias de DNA e,
consequentemente, alterar a expressdo dos genes alvo (MALANKHANOVA et al.,
2017).

Estudos demonstram que a redugéo da expresséo de HTT mutante em células
neuronais estriatais de camundongos alivia seus déficits motores e sintomas
neurolégicos, sugerindo que a diminuigdo de HTT por editores genémicos pode
eliminar de forma eficiente e permanente a toxicidade neuronal mediada pela
expansao do polyQ no cérebro adulto (YANG et al.,, 2017). Demonstram, portanto, que
séo fontes promissoras para a terapia génica de pacientes que possuem a DH
(MALANKHANOVA et al., 2017).
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Realizar uma reviséo bibliografica, analisando e discutindo as informagoes mais
ntes sobre a Doenca de Huntington e edigao do alelo mutante por meio das
ologias Zinc Finger Nuclease, TALEN e CRISPR/Cas9.




3 METODOLOGIA

Este trabalho trata-se de um estudo descritivo, por meio de revisao

bibliografica, sem metanalise, caracterizada na modalidade denominada revisao

integrativa.

As informagoes que compde esta reviséo bibliografica, foram obtidas por meio
de artigos cientificos, pertencentes as bases de dados: Revista Eletronica Scielo,
PubMed e Google Académico, nos idiomas portugués, inglés e espanhol, no periodo

de 1994 a 2019, utilizando os marcadores booleanos: or, and e not.

Ao longo da pesquisa, foram utilizadas as seguintes palavras chave: 1.
Doenga de Huntington 2. Nucleases de dedos de zinco 3. Nucleases dos efetores
semelhantes a ativadores de transcricdo 4. Reparo do DNA 5. Repeticbes

palindrémicas curtas agrupadas e regularmente espagadas



4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Gene HTT

Localizado no brago curto do cromossomo 4, na posigéo 16.3 (4p16.3), o HTT,
também chamado de IT15, é o gene relacionado a Doenga de Huntington (Figura 1).
Seu lécus mede cerca de 180 kb, contendo 67 exons e é amplamente expresso,
importante para o desenvolvimento normal (GENBANK, 2019). Normalmente, o HTT
possui repeticoes de trinucleotideos CAG que codificam um trecho de poliglutamina
(poliQ), sendo repetida de 9 a 35 vezes, com média entre 17 e 20 repetigbes
(SAUDOU; HUMBERT, 2016).

A proteina transcrita, chamada huntingtina & soldvel, contem 3.144
aminoacidos e um peso molecular de aproximadamente 350kDa. E expressa nas
células de todos os mamiferos e, normalmente, esta localizada no citoplasma de
células somaticas e neurdénios. As concentragbes mais altas séo encontradas no
cérebro e testiculos, com concentragdes moderadas no figado, coragéo e pulmoes
(GONCALVES, 2013). E uma proteina citoplasmatica essencial durante o
desenvolvimento na gastrula, neurogénese e, em adultos, para sobrevivéncia
neuronal (SAUDOU; HUMBERT, 2016).

Esta proteina esta associada ao fator neurotréfico induzido pelo cérebro
(BDNF), proteina produzida pelo cortex cerebral, importante para sobrevivéncia dos
neurénios do estriado e a atividade da sinapse cortico-estriatal. Também esta
envolvida na magquinaria celular que controla a transmisséo sinaptica, no transporte
de diversas vesiculas ao longo de microtibulos (proteinas do citoesqueleto) e
proteinas que sao essenciais para a exocitose e endocitose nos terminais sinapticos
(CATTANEO; ZUCCATO; TARTARI, 2005).
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Figura 1- Localizagao cromossomica do gene HTT
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Fonte: (GENBANK, 2019)

4.2 Fisiopatologia da Doenga de Huntington

A Doenca de Huntington envolve a perda prevalente de neuronios espinhosos
eferentes médios (MSNs) no estriado (ndcleo caudado e putamen) dos ganglios da
base, bem como mais degeneragéo em todo o cortex e, por fim, o hipocampo (Figura
2) (GLORIOSO et al., 2015). Devido a isto, os primeiros sinais da doenga sao sutis
como movimentos inquietos dos dedos das maos e dos pés durante um periodo de
estresse ou durante a marcha, dificuldades na resolugéo de problemas, irritabilidade
e depressao (MARTELLI, 2014).

Figura 2 — Estruturas cerebrais afetadas na Doenca de Huntington

Nucleo Caudado
Talamo
Putamen

Globo Palido

Substancia Negra

NG Hipotalamo
Nucleo Subtalamico

Fonte: Modificado de (MARTELLI, 2014)

A alteragéo genética na DH é uma expansao da repetigao do trinucleotideo

citosina-adenina-guanina (CAG) no cromossomo 4 (4p16.3) que codifica repeticbes
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de poliglutamina na proteina huntingtina, a qual, acredita-se, ocasione um ganho de
fungéo, desencadeando o processo neurodegenerativo caracteristico desta doenca
(MARTELLI, 2014). A repeticdo CAG localiza-se proximo do terminal 5" do éxon 1 do
gene HTT. Este gene contém 67 éxons entre as regites D4S127 e D4S180 (GIL-

MOHAPEL; REGO, 2011).

A huntingtina normal, encontrada principalmente no citoplasma, € crucial para

a sobrevivéncia de MSNs especificos dentro do corpo estriado devido a sua atividade

T T B

antiapoptoética e importante papel na manutengéo do funcionamento adequado dos
neurénios (GLORIOSO et al., 2015). O comportamento da HTT mutante ainda ndo é
completamente compreendido, no entanto, sabe-se que & toxico para varios tecidos,
particularmente o cérebro (GONCALVES, 2013).

Figura 3 - Mecanismo celular fisiopatolégico na Doenga de Huntington
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Em sua forma alterada, o gene HTT é traduzido para produgao da proteina

huntingtina, bem como o fragmento do exon 1 do terminal amino (local onde ocorre a
mutacdo). A proteina produzida sera clivada por protedlise para geragéo de
fragmentos proteicos adicionais e, estes fragmentos entrarao no nucleo, ocasionando
a auto associacéo, oligomerizagao e agregagao, levando a formacao de inclusdes, um
processo que causa desregulagao transcricional através do sequestro de outras
proteinas e através de outros mecanismos que nao estdo totalmente elucidados. Os
fragmentos da huntingtina também sofreréo oligomerizagao no citoplasma e formagao
de agregados neste local. Todo este processo resultara em disfuncéo sinaptica,
toxicidade mitocondrial e uma taxa reduzida de transporte axonal (Figura 3)
(MCCOLGAN; TABRIZI, 2017).

A disfungdo intracelular induzida pela huntingtina mutante, ao longo da
progressédo da doenga, leva a perda de células no estriado, cortex cerebral e a
degeneragéo de vias neurais de extrema importancia (MARTELLI, 2014). Os MSNs
do estriado sdo os primeiros neurdnios a serem afetados devido a alta presenga de
receptores de glutamato, o N-metil-ionotrépicos D-receptores do acido aspartico
(NMDAR). Normalmente, a interagdo entre glutamato e NMDAR é transitorio,
entretanto, neste caso, o excesso de glutamato extracelular pode levar a estimulagao
continua de NMDAR, levando ao excesso de influxo de calcio e, consequentemente,
a morte destas células (PEREIRA, 2015).

Os neurbnios estriatais sdao GABAérgicos e utilizam, portanto, o
neurotransmissor GABA (acido gama- aminobutirico), sendo este, um
neurotransmissor inibitério. Devido a perda do efeito inibitério causada pela morte
desses neurdnios, é possivel relacionar diretamente aos movimentos involuntarios
caracteristicos da DH (MARTELLI, 2014). Ja o sintoma clinico de deméncia, tem sido
relacionado com a perda de neurénios secretores de Ach (acetilcolina), provavelmente
localizados no cértex cerebral (PEREIRA, 2015).

4.3 Manifestagées Clinicas

Inicialmente, os indicios da doenga séo sutis sendo observadas alteragées na
execugdo de movimentos, irritabilidade, dificuldade na resolugdo de problemas e
depresséo (GIL-MOHAPEL: REGO, 2011). O inicio ocorre, em média, aos quarenta




anos, quando o paciente apresenta movimentos involuntarios do tipo coreia, declinio

coghitivo e alteragbes psiquiatricas. Caso os sintomas iniciem apés os 50 anos, é

definida como tardia (SPITZ, 2010).

Cerca de 90% dos afetados possuem coreia, que é o sinal motor mais
proeminente, sendo estes movimentos involuntarios presentes continuamente durante
o perfodo que o portador esta em alerta, ndo sendo capazes de suprimi-los
(CHEMALE et al., 2000). Outros sinais estao presentes, como incapacidade de fechar

os olhos e retrair a lingua, bradicinesia, disfagia e disartria (SPITZ, 2010).

Pacientes com DH tém sua capacidade cognitiva afetada de forma progressiva,
sendo o declinio intelectual um dos primeiros sinais deste déficit, aparecendo até
mesmo antes da coreia. As alteragbes cognitivas se agravam ao longo dos anos,
fazendo com que o paciente apresente deméncia severa. Apresentam também
alteracoes de personalidade e comportamento maniaco depressivo (GIL-MOHAPEL,;
REGO, 2011). O ¢ébito ocorre apdés um periodo médio de 15 a 20 anos, sendo a
principal causa de morte a pneumonia aspirativa, devido a imobilidade e disfagia
(SPITZ, 2010).

4.4 Diagnéstico Molecular

O diagnostico pode ser feito em individuos que apresentam sintomatologia e
tém histérico familiar da doenga ou por meio de testes genéticos. O teste molecular
da DH consiste em uma andlise das células sanguineas utilizando a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) para contagem do nimero de repeticdes CAG em cada
alelo da HTT e posteriormente, andlise dos fragmentos gerados (amplicons)
(GONCALVES, 2013).

Desta forma, os linfécitos periféricos tém seu DNA isolado e, posteriormente, é
feito amplificagéo da repeticdo CAG utilizando a técnica de PCR convencional. Esta é
feita utilizando primers conhecidos como HD1 5-TGGCGACCCTGGAAAAGCTGAT-
3, € HD3 5-GCGGTGGCGGCTGTTGCTGCT-3' (CHEMALE et al., 2000). Apds a
amplificacéo, € utilizado um primer marcado com fluorescéncia para determinar os
tamanhos dos alelos. A técnica consiste na eletroforese capilar, utilizando um sistema
de genotipagem automatizado (Figura 4) (MARGOLIS; ROSS, 2003). Esta técnica
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apresentou maior preciséo na determinagéo do tamanho das expansoes CAG quando

comparados aos resultados da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(APOLINARIO et al.,2013). Para analise dos dados gerados pela eletroforese capilar
pode-se utilizar o software GeneMarker (SILVA; AGOSTINHO; PAIVA, 2013). Pode
ser feita uma relagao entre o tamanho do fragmento de PCR e o nimero de repetigbes

CAG determinado por Sequenciamento automatico (Figura 5) (PAVON-REALPE et
al., 2014).

Em alelos normais, o comprimento dos produtos de PCR esta na faixa de 140-
211 pb (11 a 34 repetigoes de CAG), ja os alelos mutantes da DH, esta na faixa de
226-472 pb (39 a 121 repeticoes de CAG). O diagndstico molecular utilizando a técnica
de PCR é uma maneira precisa para confirmagéo da presenca do alelo mutante, bem
como de outras doencas onde as sequéncias do gene e mutagéo sdo conhecidas
(ASCARI; GHISI, 2015).

Figura 4- Eletroferograma da genotipagem da DH
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O eletroferograma demonstra alelos com 22 e 101 repetigées de CAG. O eletroferograma
sobreposto mostra o pico mais proeminente no meio, com uma amostra com genotipo de
101 repeticdes de CAG.

Fonte: Modificado de (JAMA et al.,2013)



Figura 5 - Analise do tamanho dos amplicons por meio de Sequenciamento Automatico
de DNA

S Primer Forward Primer Reveras

TR iR d I T T
&

{g X A GC igtsa0A0 |[lcTEiIcTGETOE TGCT G

Alelo expalmidb

\ MM”};M;R 52?5::[1::;&-5

1 Alelo normal
150 PH
, 28 repetighes

,—5“2 At 3
W RANADA NENATIIN

B s
o

Fonte: Modificado de (PAVON-REALPE et al., 2014)

Portanto, o teste genético é indicado para pacientes sintomaticos, que possuem
sintomas neurologicos caracteristicos da DH, com ou sem histéria familiar positiva,
mas também é indicado para pacientes assintomaticos que possuem historia familiar
positiva e queiram saber os riscos de desenvolver a doenga para planejamento
familiar (PEREIRA, 2015).

4.5 Tratamento Farmacolégico

A DH é uma doenga incuravel, cuja progresséo é inevitavel, sendo seu
tratamento apenas sintomatico (CHEMALE et al., 2000). Existem uma série de
medicamentos capazes de reduzir a gravidade dos sintomas e aumentar a expectativa
de vida desses pacientes (PEREIRA, 2015).

A terapia farmacolégica consiste na utilizagdo de drogas bloqueadoras dos
receptores dopaminérgicos, como as fenotiazinas ou o haloperidol para controle da
discinesia e alguns disttrbios comportamentais (CHEMALE et al., 2000). Aprovado
em 2008 para comercializagdo pelo FDA (Food and Drugs Administration), a
Tetrabenazina, € um medicamento inibidor do transporte de monoaminas no cérebro,
ou seja, dopamina, serotonina e noradrenalina, mas com maior efeito sobre a

dopamina, demonstrou uma redugéo significativa da coreia (GONCALVES, 2013).

Os sintomas psicoticos, quando existentes, podem ser tratados com

neurolépticos, todavia, as repostas nem sempre séo satisfatérias. Ja transtornos de
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ansiedade, irritabilidade e alteragbes no humor, sao utilizados os benzodiazepinicos

como tratamento. Em pacientes com DH que possuem depressao, o tratamento ¢ feito
com os antidepressivos da classe de inibidores seletivos da recapitagéo de serotonina
— |SRS (fluoxetina e sertralina) ou antidepressivos triciclicos (imipramina e amitriplina)
(PEREIRA, 2015).

Apesar da diminuigéo dos sintomas, nenhuma terapia farmacologica atrasa o
curso natural da doenca (PEREIRA, 2015). Drogas como bloqueadores dos
receptores dopaminérgicos podem induzir um quadro de discinesia tardia superposta
ao distarbio crénico, devendo, portanto, serem utilizados apenas quando necessarios,
ou seja, quando a coreia se tornar funcionalmente incapacitante (CHEMALE et al.,
2000). A tetrabenazina, apesar do efeito anticoreico na maioria dos pacientes, foi
observado interacdo medicamentosa com antidepressivos triciclicos, os quais
acentuam os efeitos adversos da TBZ (PEREIRA, 2015). Houve também aumento da
deterioragdo cognitiva, alteracbes do sono, ansiedade, depressdo e agitacéo
(GONCALVES, 2013).

4.6 Editores de genoma

O aprimoramento de novas tecnologias na Ultima década permitiu aos cientistas
manipular diretamente o genoma de diversos organismos. Baseadas no uso de
nucleases modificadas, os editores do genoma, como sdo conhecidos, possibilitam
modificacées genéticas e eficientes por meio de quebras da dupla fita de DNA (DSBs)
e mecanismos de reparo do DNA celular, incluindo Reparo dirigido por homologia
(HDR) e Juncdo de extremidades ndo homologas (NHEJ) (GAJ; GERSBACH;
BARBAS, 2013).

O uso destas ferramentas facilitou a geragéo de modelos knockout ou knock-in
de loci-alvo para que houvesse o avango de estudos da funcdo de genes, criar
modelos com doengas hereditdrias e o desenvolvimento de tratamento
(MALANKHANOVA et al., 2017).

Editores como Zinc Finger Nuclease (ZFN), Transcription activator-like effector
nuclease (TALEN) e Repetigdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespagadas (CRISPR Cas9) foram desenvolvidas para atuar na edigdo em um

local especifico do genoma, onde o reconhecimento dos sistemas ZFN e TALEN




alcancam o DNA alvo por meio da interagdo DNA-proteina, enquanto a Cas9

reconhece a sequéncia de corte por uma molécula curta de gRNA que possui uma
sequéncia complementar ao DNA alvo (COX; PLATT, ZHANG, 2015).

O ZFN é constituido por duas partes: a primeira possui de 3-4 dominios de dedo
de zinco (ZFPs) e a segunda é o dominio Fokl. O TALEN também possui o dominio
Fokl, entretanto, os dominios de ligagédo ao DNA consistem em mondémeros contendo
repeticdes em tandem de 34 aminoacidos, sendo dois deles variaveis (nas posicdes
12 e 13) e responsaveis pelo reconhecimento dos nucleotideos. O sistema CRISPR
também consiste de dois elementos, mas, diferentemente do ZFN e TALEN, o
CRISPR/Cas9 possui um gRNA que contém 20 nucleotideos complementares ao DNA
alvo e a nuclease Cas9. Para que haja o corte, a Cas9 requer ndo apenas o complexo
RNA-DNA, mas também a presenga de uma sequéncia PAM (MALANKHANOVA et
al., 2017).

Podemos observar que, nos ultimos 25 anos, tivemos uma grande evolugéo no
que diz respeito a edigdo genética. Métodos que utilizam a edi¢cdo do DNA, como o
dedo de zinco, teve seu inicio nos anos 90 (BAILUS; ZHANG; ELLERBY, 2017).
Posteriormente, houve o refinamento do ZFN, fornecendo um modelo para o
aperfeicoamento da engenharia gendmica da proxima geragdo — TALEN e
CRISPR/Cas9 (WIRTH; PARKER; HERTTUALA, 2013).

A utilizagdo de nucleases em locais especificos para fins terapéuticos retrata
uma transformacéo no paradigma na terapia genética, pois, contrariamente de outros
métodos, como, por exemplo, o RNA de interferéncia (RNAIi), que trata
temporariamente os sintomas da doenga, o ZFNs, TALENs e CRISPR sao capazes
de corrigir a causa central da doenga, fazendo com que haja eliminagao permanente
dos sintomas devido a modificacdes precisas no genoma (GAJ; GERSBACH;
BARBAS, 2013).
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| Histérico

b ibom o inicio em 1972, a engenharia genética surgiu no laboratério de Paul Berg
"tecnologia de DNA recombinante, oriundas da combinagéo do genoma de E.
com os genes de um bacteriéfago e o virus SV40. Por conta disto, tornou-se um

8o e permitiu que os mecanismos moleculares fossem reproduzidos in vitro,
iﬁdados e aperfeigoados. Também permitiu o desenvolvimento de métodos para
1 ‘%’ﬁipular o DNA e gerar diversos vetores, fazendo com que houvesse a produgéo de

!

00rganismos transgénicos, plantas e animais geneticamente modificados
NEMUDRY!I et al.,2014).

; Demonstrado pela primeira vez em 1996, o dedo de zinco acoplado a
/ -éﬁdonuclease Fokl foi utilizado para clivar sitios especificos de DNA previamente
He'f‘inidos in vitro. Isto ocorreu quando Chandra utilizou, pela primeira vez, a tripsina,
uma enzima digestiva para clivar a Fokl. Houve entdo a producao de uma nuclease
indiscriminada que foi “cortando” o DNA. Ao observar esse efeito, Chandra decidiu
ékperimentar uma proteina dedo de zinco e foi visitar Jeremy Berg, que estava
desenvolvendo diversos projetos de novos dedos de zinco. Ele a entregou um
plasmideo que codificava um dedo de zinco. Ela entdo o utilizou para criar duas
proteinas de fuséo, combinando cada motivo de ligagdo com o dominio de Fokl (KIM;
CHA; CHANDRASEGARAN, 1996).

Os primeiros experimentos com o ZFN demostraram a capacidade da nuclease
em reconhecer e clivar o DNA em locais especificos. Tal experimento foi realizado em
oocitos de Xenopus laevis, onde os substratos de DNA modificados bem como as
nucleases foram injetados no ndcleo e, posteriormente, observado a clivagem do DNA
e recombinacéo homologa (BIBIKOVA et al., 2001). A primeira edigdo de sucesso
utilizando um par de ZFN foi em Drosophila e, tanto a substituicdo génica direcionada
como a mutagénese direcionada foram demonstradas no Locus yellow de células
somaticas e na linha germinativa. Apos esse feito, os ZFNs foram projetados com

i
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Sucesso para a edicao de genes individuais para uma série de células e organismos
(CARROLL, 2011). Esta tecnologia permitiu a produgao dos primeiros camundongos
knockout do mundo pelo pesquisador Geurts e colegas (GEURTS ET AL., 2009).

i A tecnologia baseada em ZFN, entretanto, possui algumas desvantagens,

dentre elas, a complexidade, alto custo para ser projetado e clivagem imprecisa do




DNA por conta de interagdo inadequada entre dominios ou a substituigao de
nucleotideo tnico (NEMUDRY! et al.,2014). Nos ultimos 15 anos, os pesquisadores
tentaram otimizar os ZFN e, com isso, foi identificado um motivo de ligagéo ao DNA,
que s&o proteinas conhecidas como efetores do tipo ativador de transcri¢ao (TALES)
(BAKER, 20172).

Representantes da maior familia de efetores do tipo lll de Xanthomonas spp,
grupo de bactérias Gram-negativas que sdo patdogenos de plantas, os TALEs,
inicialmente, tinham o papel como fatores de patogénese de plantas, no entanto, seu
simples codigo de ligagdo ao DNA e a facilidade de ser projetado, levou a sua
aplicagdo como fator de transcrigéo artificial e nuclease (WRIGHT et al., 2014). O que
leva esta bactéria a ser um patdégeno de plantas cultivadas como arroz, tomate e
pimenta, é a secregéo de proteinas efetoras do tipo TALEs para o citoplasma das
células vegetais, que acabam por afetar os processos naturais da célula vegetal e
aumentam sua suscetibilidade ao patégeno. Com isto, causam danos econémicos
significativos a agricultura, o que motivou seu aprofundamento. Por este motivo, em
2011, a Nature Methods incluiu o sistema TALEN aos métodos de edigao precisa do
genoma, sendo este, o método do ano. Ao investigar os mecanismos de agéo das
proteinas efetoras, foi revelado que estas sao capazes de se ligar ao DNA e ativar a
expressdo de seus genes alvo por meio dos fatores de transcrigdo de células
eucaridticas (NEMUDRY! et al.,2014).

Apesar de ocorrer o reconhecimento de cada base nitrogenada entre a ligagao
de TALE- DNA, que proporciona maior flexibilidade de design do que o ZFN, que
reconhece um triplete, foi observado que a clonagem de arranjos de TALE demonstra
um grande desafio técnico e além disso, possui a limitagcado de que o sitio de ligagao
TALE deve comegar com uma base T (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013).

Como alternativa potencialmente eficiente e de facil manipulagao, o
CRISPR/Cas9, diferentemente dos editores ZFN e TALEN, surgiu para induzir
alteragdes genéticas direcionadas (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013).

Descrita por japoneses em 1987, durante uma analise de genes envolvidos no
metabolismo do fosfato, foi identificado uma sequéncia repetitiva incomum de DNA no
genoma de Escherichia coli (ISHINO; KRUPOVIC; FORTERRE, 2018). Relatado em
1993, Francisco Mojica foi o primeiro pesquisador que caracterizou o que hoje €
chamado de locus CRISPR. Mojica trabalhou com uma arqueobacteria halofila,
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Haloferax mediterranei, onde encontrou multiplas copias de uma sequéncia repetitiva,
palindrémica, de 30 pares de bases, estas separadas por espagadores de
aproximadamente 36 pares de bases, que nado eram semelhantes a nenhuma

repeticéo conhecida em bactérias (LANDER, 2016).

Horvath e colegas, incluindo Rodolphe Barrangou, utilizando uma estirpe de S.
thermophilus (usadas para produgdo de produtos lacteos, como queijo e iogurte)
desenvolveram métodos baseados em DNA para entender como certas cepas de S.
thermophilus se protegem do ataque de fagos, infecgbes que atormentavam as
culturas industriais usadas na fermentacgéao lactea (LANDER, 2016). Em 2007, eles
comprovaram, experimentalmente, a fungdo do CRISPR como sistema imune
adaptativo em procarioto, onde a insergéo da sequéncia de fago na regiéo espagadora
da CRISPR de S. thermophilus tornou esta estirpe resistente ao fago correspondente
(ISHINO; KRUPOVIC; FORTERRE, 2018). Eles tambem estudaram o papel do gene
cas. As bactérias necessitavam de um mecanismo para ganhar resisténcia e observou
que a Cas9, cuja sequéncia continha dois tipos de motivos nuclease (HNH e RuvC)
e cujo produto presumivelmente cortava os acidos nucléicos foi necessario para
resisténcia a fagos. A proteina Cas9 foi um componente ativo do sistema imune
bacteriano (LANDER, 2016).

Em 2012, caracterizagbes bioquimicas dos grupos de Charpentier, Doudna e
Siksnys demonstraram que um tnico RNA guia (sgRNA) pode ser construido com a
jungéo de um crRNA contendo a sequéncia guia de direcionamento a um tracrRNA
que facilita a clivagem do DNA por Cas9 in vitro (HSU; LANDER; ZHANG, 2014).
Utiliza-se entdo um RNA guia pequeno (sgRNA) contendo uma sequéncia de 20
nucleotideos complementar ao DNA alvo e nuclease Cas9 para clivagem especifica
do local de um alvo genémico contendo um Motivo Adjacente ao Protoespagador
(PAM) (DABROWSKA et al., 2018).

A partir de 2013, muitos estudos mostraram, simultaneamente, como projetar
com sucesso o sistema CRISPR Cas9 tipo Il de Streptococcus thermophilus e
Streptococcus pyogenes para realizar edigédo do genoma em células de mamiferos. E
desde entéo, o sistema CRISPR-Cas9 tem sido utilizado em inimeros laboratorios
para edigdo do genoma em diversos modelos experimentais (HSU; LANDER; ZHANG,
2014) como, por exemplo, leveduras, mosca das frutas, nematoide, peixe zebra,

camundongos e macacos. O interesse cientifico e comercial para uma possivel
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aplicagao terapéutica humana e na agricultura vem crescendo nos dltimos anos
(LANDER, 2016).

4.6.2 Zinc Finger Nuclease

As nucleases dedo de zinco sao fusdes do dominio de clivagem de DNA nao
especifico da endonuclease de restricdo Fokl com proteinas de dedo de zinco (GAJ,
GERSBACH; BARBAS, 2013). Desta forma, cada dedo de zinco ira reconhecer trés
nucleotideos do DNA por meio da interagao de proteinas alfa-hélice e bases do DNA.
Para que ocorra o reconhecimento de uma sequéncia especifica do DNA, estes dedos
de zinco serdo ligados um ao outro, contendo um grupo de seis dedos de zinco para
o reconhecimento de 18 nucleotideos (BAILUS; ZHANG; ELLERBY, 2017). A
configuragéo o6tima usa um linker curto entre os dominios da proteina e um espagador
de 5 ou 6 nt entre os locais de ligagdo que estdo na orientagcéo e ocorre de forma
similar na fita inversa. O dominio de clivagem de Fokl deve dimerizar para cortar o
DNA (Figura 6) (CARROLL, 2011). Apos o corte do DNA, sao estimuladas as vias de
resposta a danos no DNA. A especificidade de ligagao do dominio do dedo de zinco
projetado direciona o ZFN para um local genémico especifico (GAJ; GERSBACH,;
BARBAS, 2013).

Para que houvesse inovac¢ao das ferramentas da engenharia genémica, o
aprimoramento posterior das ZFNs forneceu um modelo para a préxima geracao de
editores como TALENs e CRISPR/Cas9. Um exemplo sdo os dominios cataliticos da
Fokl que foram modificados para, primeiramente, atender as aplicagdes do ZFN e
posteriormente, adaptados para TALENs onde, versdes heterodiméricas da Fokl

diminuiu significativamente os efeitos fora do alvo (LEE et al.,2016).
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Figura 6 — Estrutura e funcionamento do ZFN
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A figura mostra, de maneira esquematica, dois pares de ZFN contendo quatro pares de dedos
ligados ao DNA alvo e o dominio Fokl. Os locais de ligagdo dos dedos de zinco ao DNA estéo
demonstrados em azul escuro.

Fonte: Modificado de (ISALAN, 2012)

4.6.3 TALEN

Os TALEs sao proteinas que, espontaneamente, interagem com o DNA na
transcrigcao. De ocorréncia natural do género de bactérias Xanthomonas, presente em
plantas, este contém dominios de ligagéo ao DNA formado por uma série de 33-35
residuos de aminoacidos, sendo que cada um reconhece um tnico nucleotideo (GAJ,
GERSBACH; BARBAS, 2013). Para que ocorra o reconhecimento especifico de cada
nucleotideo, o sistema possui residuos de aminoacidos presentes nas posigoes 12 e
13 que s&o chamados de di-residuos variaveis da repeticdo (DVRs) (SOUZA, 2017).
Estes DVRs, tais como como asparagina e isoleucina, asparagina e glicina, duas
asparaginas, histidina e aspartato ligam-se aos nucleotideos A, T, G, C,
respectivamente no DNA alvo (MALANKHANOVA et al., 2017). Assim como o ZFN, o
TALEN também é fusionado com a endonuclease Fokl (SOUZA, 2017).

Para que haja o corte do DNA alvo, duas subunidades dos dominios de ligagéo
sA0 associadas a sequéncia molde e outro a sequéncia complementar do DNA, a uma
distancia de 12-20 nt (sequéncia espagadora) e os monémeros de Fokl proximos para
que possam dimerizar e produzir a clivagem da dupla fita de DNA (Figura 7)
(MALANKHANOVA et al., 2017).
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Figura 7- Estrutura TALEN
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Figura de um dimero de nuclease TALEN ligado ao DNA. Esses TALENs sé&o separados por
um espacador de comprimento variavel (12-20 nt). Sao projetados para reconhecer metade
dos sitios da esquerda e da direita. Composi¢ées RVD sdo indicadas.

Fonte: Modificado de (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013)

4.6.4 CRISPR/Cas9

Trata-se de um mecanismo do sistema imune adaptativo presente na maioria
das arqueobactérias e 40% das bactérias para protegé-las da invaséo viral, que pode
conter como alvo sequéncias especificas de acidos nucleicos estranhos. O CRISPR
consiste em sequéncias curtas e palindrémicas que se repetem e sequéncias que
codificam a proteina Cas (KOLLI et al., 2018). A memoria imunoloégica adquirida
manifesta-se ap6s o DNA ser cortado em fragmentos menores € incorporado no lécus
CRISPR, passando a chamar-se de protoespagador (DOUDNA; CHARPENTIER,
2014).

Para facilitar o processo em laboratério, o duplex de tracrRNA-crRNA foi
projetado como single guide RNA (sgRNA) que possui duas caracteristicas
essenciais: a sequéncia de 20 nucleotideos na extremidade 5 que determina o
pareamento com o DNA alvo e a estrutura de fita dupla na extremidade 3’ que se liga
a Cas9 (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

O protospacer adjacent motif (PAM), & uma sequéncia nucleotidica curta
presente no DNA alvo, que desempenha um papel importante para a afinidade em
relagdo ao alvo e no desenrolar do duplex (RICHTER; CHANG; FINERAN, 2012). Por

meio de interacoes existentes entre a Cas9 e a PAM, resulta a separagéo da dupla
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fita de DNA, permitindo, sucessivamente, a clivagem. A inexisténcia de uma
sequéncia PAM, mesmo que a sequéncia do gRNA seja complementar ao DNA alvo,

impede que este seja reconhecido pela Cas9 (RAMOS, 2016).

Proximo a matriz CRISPR, estdo os genes que codificam as proteinas
associadas a CRISPR (Cas), que fornecem o maquinario enzimatico necessario para
obter novos espacadores de elementos invasores (RICHTER; CHANG; FINERAN,
2012).

Apbés a invasdo da célula por elementos geneticamente estranhos de
bacteriéfagos ou plasmideos, enzimas associadas a CRISPR adquirem espagadores
das sequéncias exdgenas e as instalam no lécus CRISPR dentro do genoma
procaridtico. Esses espagadores sdo segregados entre repeticoes diretas que
permitem que o sistema CRISPR faga o reconhecimento de si mesmo e nao-proprio
(HSU; LANDER; ZHANG, 2014). O l6cus CRISPR € transcrito em uma cadeia
precursora de RNA nao codificante (pré-crRNA) que séo entao processados em
crRNAs maduros. Ocorre uma hibridizacéo das cadeias repetidas de crRNA com
trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA) que é outro RNA n&o codificante. Devido a
esta hibridizagao, ¢ formado uma cadeia dupla de RNA, que entdo é clivada e
processada pela Ribonuclease Ill (RNAse Ill). Posteriormente, o duplex formado por
crRNA-tracrRNA ira associar-se com a nuclease Cas9, formando, portanto, o sistema
que sera responsavel por reconhecer e clivar o DNA invasor em células procaribticas
e in vitro (RAMOS, 2016). Este complexo formado tem especificidade para o acido
nucleico invasor e, por complementariedade, ira guiar a Cas9 ao local de degradagao.
Ocorre entdo a quebra da dupla fita de DNA, por dominios enzimaticos como HNH,
que cliva a fita complementar do DNA, e RuvC cliva a fita de DNA nao complementar
ao gRNA (RICHTER; CHANG; FINERAN, 2012). Este processo de quebra da dupla
fita de DNA s6 é realizado caso a sequéncia alvo estiver na regiao adjacente a uma
pequena sequéncia conhecida como protospacer adjacent motif (PAM) (Figura 8)
(RAMOS, 2016). As clivagens na dupla fita de DNA sdo consertadas por mecanismos
de reparo ndo homélogos (NHEJ) ou reparo dirigido por homologia (HDR) (SHIN; LEE;
2018).




A e e i it e Yotk sl e Lt TR

537285, A e G e i

e

e v

-
.
“‘.‘. :.'

29

Figura 8 — Estrutura CRISPR/Cas9
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A enzima Cas9 (azul), ird clivar a dupla fita de DNA utilizando seus dois sitios
cataliticos para quebrar cada fita de DNA (em amarelo) em um local especifico adjacente a
sequéncia PAM (vermelho) juntamente com o gRNA, sequéncia de 20 nt (laranja). Este
sgRNA inclui uma sequéncia de RNA duplo proveniente do crRNA (verde claro) e um transcrito

chamado de tracrRNA (verde escuro) que se liga e estabiliza a proteina Cas9.

Fonte: Modificado de (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014)

4.7 Expressio da nuclease e métodos de entrega para a célula

Para introdugdo do material genético terapéutico a célula alvo s&o utilizados
vetores, que sdo divididos em virais e nao virais (OLIVEIRA et al., 2018). Existem
diversos métodos de entrega do material genético para que sejam introduzidas as
nucleases de edigdo do genoma em células, seja in vitro ou in vivo. Dependendo do
método de escolha, essas nucleases poderdo ser expressas de forma transitoria ou
permanente na célula alvo (COX; PLATT; ZHANG, 2015).

Um dos vetores nao virais que séo altamente utilizados séo os plasmideos, que
possuem fragmentos de DNA circular e sua existéncia independe de celulas
bacterianas. Estes podem ser transfectados de uma bactéria para outra, bem como
incorporado em células eucariotas, permitindo a expresséo e tradugéo da proteina de

interesse nessas células (OLIVEIRA et al., 2018).




Os plasmideos consistem nos meios mais utilizados para o transporte de

nucleases até as células alvo e tem como grande vantagem a facil produgéo in vitro
(RAMOS, 2016). Para que haja a expressdo dos dedos de zinco pela célula,
primeiramente, é projetado em um plasmideo, pares de dedos de zinco que visam a
sequéncia especifica do DNA da célula alvo juntamente com a endonuclease Fokl.
Este plasmideo sera clonado para que a célula de interesse passe a expressar o ZFN
(KANDAVELOU et al., 2009). A construgdo do TALEN é feita da mesma maneira,
onde o DNA que codifica as repetigoes TALEN sao clonadas em um vetor juntamente
com a nuclease Fokl (MILLER et al., 2010). No sistema CRISPR/Cas9 esses
plasmideos contém dois cassetes de expressao: um para a Cas9 e outro para o gRNA
com 20 nucleotideos. Apods expressar a proteina de interesse, este plasmideo sera
transfectado na célula alvo por eletroporagdo (RAMOS, 2016). Pode também, inserir
elementos adicionais como a GFP (Green Fluorescent Protein) para, posteriormente,

selecionar as células que receberam o plasmideo (NEMUDRY! et al.,2014).

Figura 9 - Construgédo do plasmideo para expressao do ZFN
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Fonte: (KIM; CHA; CHANDRASEGARAN, 1996)
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Existem também os vetores virais que sdo os métodos de entregas mais

promissores para utilizagao in vivo. (COX; PLATT; ZHANG, 2015). Atualmente, os
vetores virais mais comumente usados sdo os AAVs (virus adeno-associados), sendo
estes, de natureza ndo integradora e também nao séo patogénicos (KOLLI et al.,
2018). Os AAVs demonstraram alta eficacia na entrega para uma variedade de tecidos
como olhos, figado, misculo e cérebro devido seu amplo tropismo celular. Com isto,
foram recentemente aprovados para uso clinico (COX; PLATT,; ZHANG, 2015). Para
a montagem do vetor, os capsideos virais sao embalados com uma molécula de DNA
transgénico de cadeia simples com cerca de 5 kb flanqueando com as repetigoes
terminais virais invertidas (Figura 10) (ELLIS et al., 2013).

Apesar da alta especificidade na entrega a célula alvo, os AAVs possuem
algumas limitagdes, sendo a principal o tamanho relativamente pequeno do genoma
(~ 4,7 kb) e restringe um cassete de expressao a ~ 4.5 kb (LAFOUNTAINE; FATHE;
SMYTH, 2015). Devido a isto, Os TALEs que sao proteinas consideravelmente
grandes (aproximadamente ~ 2,3 kb para um array repetitivo direcionado a 18 pb do
DNA genémico), mais a inclusdo do promotor, transgene e elementos de transcri¢éo,
aumenta o tamanho do TALE para, aproximadamente, 4,4 kb, quase o limite de um
AAV. Neste caso, portanto, seria necessario dois AAV para a quebra da dupla fita de
DNA (DENG; CARTER; FINK, 2019). No caso do sistema CRISPR-Cas9, este possuli
o tamanho de 4.2kb, onde o tamanho do AAV ¢ limitante para empacotar todos seus
componentes em um Gnico virus, uma vez que exigiria, adicionalmente, um promotor,
uma sequéncia de poliadenilagédo e a sequéncia do gRNA (GUPTA; MUSUNURU,
2014). Uma solug&o alcancada para a limitagéo do tamanho do AAV foi a descoberta
de uma enzima Cas9 da bactéria Staphylococcus aureus (SaCas9), que & 1 kb menor
que a Cas9 de Streptococcus pyogenes e, portanto, mais facilmente embalada por um
AAV. No caso do ZFN. felizmente, as sequéncias para expressar 0s monomeros da
nuclease, tém cerca de 1 kb e, com um design cauteloso, & possivel acomodar em um
Unico vetor dois mondmeros de ZFN juntamente com o modelo de DNA doador.
Realizar, portanto, a entrega de todos os componentes em um Unico vetor resulta em
maior especificidade e reduz os efeitos fora do alvo (LAFOUNTAINE; FATHE;
SMYTH, 2015).
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Figura 10 — Representagdo dos componentes para expressido do sistema CRISPR-
Cas9 empacotado no vetor de transferéncia do gene AAV
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ITR = repeticéo terminal invertida; CMV e U6 = promotor; gRNACREB e SaCas9-DIO = gene
de interesse; pA= terminador.
Fonte: Modificado de ( KUMAR et al., 2018)

4.8 Mecanismos de reparo do DNA

As vias de reparo sédo rapidamente ativadas apos a quebra da dupla fita de
DNA para que haja a manutengéo da integridade gendmica e, consequentemente,
sobrevivéncia celular e fungdes da mesma preservadas (LEE et al.,2016). Estas
quebras da dupla fita de DNA induzidas pelas nucleases podem ser reparadas por
mecanismos como reparo dirigido por homologia (HDR) ou jungéo de extremidades
nao homologas (NHEJ) (DABROWSKA et al., 2018).

No mecanismo de reparo HDR ha presenga de uma sequéncia molde doadora,
sendo essa sequéncia geralmente fornecida pela cromatide-irma ou exogenamente
por plasmideos (LEE et al., 2016). Esta via de reparo permite inserir qualquer
sequéncia de nucleotideos no local onde foi realizada a clivagem para corregéo ou a
introduzir certas mutacdes que permitem articular algumas doencgas hereditarias
(MALANKHANOVA et al., 2017). O NHEJ & um processo no qual as extremidades
clivadas do DNA s3o diretamente ligadas por meio de proteinas de processamento
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final (DNA ligase). E uma via de reparacéo propensa a erros, pois apos a jungao das
extremidades, podera ocorrer delegdes de alguns nucleotideos (LEE et al., 2016).
Sendo assim, reparos direcionados por NHEJ podem ser utilizados para romper
sequéncias do gene desejado, alterar o quadro de leitura, fazendo com que nao haja
sintese de uma proteina funcional (MALANKHANOVA et al., 2017).

Esses mecanismos de reparo do DNA podem ser explorados para reparacao
de uma mutagéo ou inativagdo de um gene. O do tipo HDR pode ser utilizado para
inser¢éo de uma sequéncia alvo especifica, ou seja, com a introducdo de um modelo
de reparagéo que contém a mutagao esperada flanqueada por bracos homélogos. Ja
o mecanismo NHEJ pode ser utilizado para introduzir frameshifts (erros na matriz de
leitura) na sequéncia codificante de um gene, fazendo com que haja perda de funcéo,
gerando, portanto, uma proteina truncada, proteina nao funcional ou degradacéo do
mMRNA néo funcional (este nem sempre ¢é eficiente) (Figura 11) (NABAIS, 2015). Uma
vantagem da inativagéo génica por meio do NHEJ é a habilidade em atingir beneficios
terapéuticos permanentes sem necessidade de tratamento continuo (HSU; LANDER;
ZHANG, 2014).

Figura 11 — Mecanismos de reparo do DNA

Quebra da dupla fita de DNA

Ruptura do gene por pequenas Correcéo genética ou insergéao por
insercbes ou delectes recombinacédo

Fonte: Modificado de (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014)
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4.9 Edigao do alelo HTT mutante
4.9.1 Edigao utilizando Zinc Finger Nuclease

O ZFN direcionado as sequéncias repetitivas de CAG pode ser Util como terapia
pois, apds a clivagem, caso as sequéncias de CAG sejam reparados por NHEJ,
havera delecdo do nimero de nucleotideos, logo, uma entrega especifica de ZFN para
células afetadas, poderia promover a redugdo do tamanho da repeticao desses
trinucleotideos, aliviando portanto, os sintomas causados por essa repeticao
(MITTELMAN et al., 2009) . Este direcionamento é importante pois, ao contrario de
outros disttrbios como a doenca de Parkinson e Alzheimer, a DH € monogénica. Logo,
as estratégias terapéuticas ideais precisam visar somente a expressao do gene causal
para que haja reverséo dos efeitos da proteina mutante (GARRIGA-CANUT et al.,
2012).

O sistema pode ser projetado para reprimir significativamente o alelo mutante
em linhas de multiplos fibroblastos derivados de pacientes com DH, bem como em
neurdnios diferenciados de células-tronco embrionarias que contém a expanséo CAG
no gene HTT (ZEITLER et al., 2014). Amplamente utilizado para geragéo de modelos
animais, o ZFN é a Unica ferramenta de edigdo de genoma utilizada em ambientes
clinicos, tendo os estudos para a DH em fase de desenvolvimento pré-clinico (LEE et
al.,2016).

Estudos demonstraram que, em células de mamiferos, foi possivel clivar
repeticées de CAG com dominios projetados para se ligar as cadeias complementares
destas repeticées. Foram montados dois ZFN (zfGCT e zfGCA), onde o dominio
zfGCA consiste em trés dedos de zinco que reconhece uma sequéncia GCA tripla e o
dominio zfGCT que reconhece a sequéncia tripla de GCT. Ao se ligarem, por
complementariedade as repetigbes CAG, permitiu a heterodimerizacao de seus
dominios Fokl (inicialmente inativa) e, com isto, clivar o DNA (Figura 12). As delegbes
observadas no trecho de repeticdo CAG possuem jungdes que séo tipicas de jungéo
de extremidades nao-homadlogas (NHEJ) (MITTELMAN et al., 2009).
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Figura 12 — Esquema de ligagdo no DNA por ZFNs especificos para CAG

5’ -CAGCAGCAG SCAGCAGCAGCAG-3'
3’'-CTCCTCCTCCTCS FCGTCGTCGTC-5'

o AE "

zfGCT

Em vermelho é demonstrado o sitio de ligagdo, sendo as 9 copias de CAG alvos para a

nuclease Fokl (ilustrado em azul).
Fonte: (MITTELMAN et al., 2009)
Figura 13 — Clivagem dos trechos de repeticdo CAG por ZFNs

zfGCA
zfGCA 2IGCT ZIGCT

L U 1 05001 1 05001 1 05 0.01

4.3 kb

25 kb

1.8 kb

Uma escala de 1kb (L) é representada na primeira faixa. A segunda faixa (U) € o vetor sem
nuclease.

Fonte: Modificado de (MITTELMAN et al., 2009)

Quanto a capacidade de clivar a sequéncia de repeticées CAG, as nucleases
zfGCA e zfGCT foram testadas em conjunto e separadamente, em concentragdes

totais de 440 ng (1 x), 220 ng (0,5 %) ou 44 ng (0,01x) em 20 pL. As nucleases foram
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incubadas com um vetor que tinha uma sequéncia de CAG com 38 repetigoes (4,3
kb). Foi observado, portanto, que a clivagem na repetigao CAG gerou produtos de 2,5
e 1,8 kb (Figura 13) (MITTELMAN et al., 2009).

Outro método estudado foi a utilizagdo do dominio KRAB em céulas ST Hdh,
que sdo uma linhagem celular progenitora das células neuronais obtidas de
camundongos knock-in (onde o primeiro exon do gene HTT de camundongo foi
substituido por um exon humano com 111 repeticées CAG). Este estudo utilizou uma
proteina de dedo de zinco capaz de reconhecer e ligar em ambas as fitas de DNA que
contém a repeticdo CAG para induzir a represséo da transcrigéo (GARRIGA-CANUT
et al., 2012).

O dominio KRAB (caixa associada a Kriippel) esta presente nas regices amino-
terminais de cerca de um tergo dos dedos de zinco. Contem 75 aminoacidos, duas
alfas hélices anfipaticas e é uma regido altamente conservada (MARGOLIN et
al.,1994). Neste caso como os alvos cromossdmicos estédo em uma quantidade muito
menor, foi utilizado o dominio KRAB para aumentar a represséo por evento de ligagao
(GARRIGA-CANUT et al., 2012).

Observa-se que, neste sistema, existe uma relagao positiva entre o nimero de
repeticées CAG e o nivel de represséo, onde as repeticoes CAG sao reprimidas de
acordo com construcées particulares de dedo de zinco, com agéo em massa, ou seja,
ha uma preferéncia de comprimento, onde repeticoes CAG mais longas contém mais
sitios de ligacéo e, portanto, séo ligadas e mais reprimidas (GARRIGA-CANUT et al.,
2012). Foi observado que uma redugéo de 30% no comprimento da sequéncia CAG
reduziu cerca de 2 a 3 vezes a eficiéncia de clivagem nas células, levantando a
hipétese que existe uma forte dependéncia de comprimento, sugerindo portanto, que
as repeticbes extremamente longas que séo tipicas da DH, seriam os alvos preferidos
para o ZFN (MITTELMAN et al., 2009).

Células contendo o HTT mutante que foram alvos do ZFN fundidos com
dominio KRAB, tiveram redugao de cerca de 80% da expressdo do mRNA e 95% dos
niveis de proteina mutante. Portanto, a construgdo de um ZFN mais longo e a
utilizagsdo de um repressor transcricional como KRAB, demonstrou uma maior
repressao cromossémica do HTT mutante (GARRIGA-CANUT et al., 2012):




Para avaliar a eficacia in vivo, foram utilizados camundongos R6/2 como
modelos para DH, pois apresentam os sintomas iniciais precocemente, permitindo o
uso de menos animais para o estudo (GARRIGA-CANUT et al., 2012). O ZFN alelo
especifico para a repressdo do HTT mutante foi entregue ao estriado desses
camundongos usando um AAV (ZEITLER et al., 2014).

Figura 14- Analise da expressio do gene huntingtina mutante apds tratamento com ZFN
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Fonte: Modificado de (AGUSTIN-PAVON et al., 2016)

Por meio da técnica de PCR em tempo real, foi possivel observar a represséao
de aproximadamente 30% de HTT mutante em 2 semanas, estabilizando na margem
de 20% na 4° e 6° semana (Figura 14). Assim, o ZFN demonstrou ser funcional na
repressdo do HTT mutante no periodo de 6 semanas, com sua toxicidade
aparentemente reduzida, e os niveis de HTT normal néo foram alteradas, tornando
sua construgéo adequada para uso in vivo (AGUSTIN-PAVON et al., 2016).

Com este resultado, a avaliagdo comportamental e motora mostrou-se positiva,
onde houve melhora na coordenagdo motora e auséncia de comportamento de
clasping, demonstrando, portanto, que os dedos de zinco podem reprimir com
sucesso, seguranca e especificidéde o HTT mutante in vitro e in vivo
(MALANKHANOVA et al., 2017).
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4.9.2 Edigao utilizando TALEN

Para abordagem do silenciamento do alelo mutante por meio desta ferramenta
biotecnolagica, foram utilizados TALENs direcionados a SNPs que estéo presentes
na regiao promotora, préximos ao repressor de transcricido KRAB e ocorrem em 45%
da populagdo com DH, sendo: rs762855, rs3856973 e rs2024115. (FINK et al., 2016).
A repressao do gene alvo ocorreu de forma direcionada, utilizando o dominio TALE
fundido com um repressor de transcricéo KRAB (MALANKHANOVA et al., 2017).

Para corregdo do gene, nos pares de TALEs, foram anexadas as variantes
heterodiméricas da Fokl, com o objetivo de reduzir os efeitos fora do alvo, havendo,
portanto, a necessidade de ligagdo complementar dos dois arranjos de TALEN para
que haja a clivagem da dupla fita de DNA (FINK et al., 2016). Para que nao houvesse
a quebra da dupla fita de DNA em sequéncias curtas de CAG, ou seja, as
consideradas normais, foi considera um numero de CAG necessario para a ligacéo de
cada mondémero de TALEN, sequéncia espacadora e Fokl para ocorrer a dimerizagéao
e clivagem do DNA. Desta forma, o TALEN pode clivar somente sequéncias que
contém mais de 15 repeticées de CAG (MALANKHANOVA et al., 2017).

A combinagido TALE-KRAB direcionados a repeticoes CAG presentes nas
sequéncias forward e reverse (CAG -F&R) e SNPs no alelo mutante rs762855,
rs3856973 e rs2024115 demonstradas no grafico como T7, T3 e T2 respectivamente,
em uma populagdo mista de fibroblastos tratados e nao tratados, utilizando um ensaio
de genotipagem, nédo evidenciou diferencas significativas entre os grupos de
expressdo do alelo normal, no entanto, demonstrou a reducdo de até 20% da
expressao do alelo mutante (Figura 15) (FINK et al., 2016). Esta combinagéo mostrou-
se capaz de se ligar e regular a expresséo génica, indicando especificidade para o
alelo mutante, uma vez que a expressdo do alelo normal estava inalterada.
(MALANKHANOVA et al., 2017).
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Figura 15 — Expressio do alelo mutante apés a utilizagdo do TALEN
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Fonte: Modificado de (FINK et al., 2016)

Para a corregéo do gene por meio do colapso de CAG, foi revelada diferengas
significativas entre a expressao do alelo normal e alelo mutante, sugerindo que o TALE
ndo tem como alvo o alelo saudavel (FINK et al.,, 2016). Portanto, utilizando a
combinagdo TALE-KRAB e TALE com variantes da Fokl, houve a diminuigéo
significativa na agregagao de proteinas no nucleo da célula e na expressao de HTT
mutante nos fibroblastos provenientes de pacientes com a DH (MALANKHANOVA et
al., 2017).

4.9.3 Edigao utilizando CRISPR/Cas9

Foram identificados pares de sequéncias PAM que estdo presentes no alelo
mutante, mas ausentes no alelo normal. Uma possivel abordagem é o direcionamento
especifico do alelo mutante para eliminar a produgéo da proteina huntingtina toxica,
este por meio de polimorfismos que distinguem os haplétipos comuns na DH e
populagdes normais, obtendo entéo, seletividade para inativagdo do alelo mutante
(SHIN et al., 2016). Na DH, a poliglutamina se repete dentro do exon-1 do gene HTT.
Logo, a edigao genética do alelo especifico pode ser alcangada aproveitando os SNPs
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prevalentes que eliminam a sequéncia PAM (MONTEYS et al, 2017). Estudos
demonstram a estratégia de utilizar o sistema CRISPR/Cas9 personalizado para
direcionar simultaneamente dois locais especificos da sequéncia PAM e eliminar a
regiao promotora, o local de inicio da transcrigdo e a mutagéo de expanséo CAG do

alelo mutante sem alterar o alelo normal (SHIN et al., 2016).

O complexo CRISPR/Cas9 tem sua especificidade regulada por dois
elementos, sendo o primeiro, a complementariedade entre a sequéncia do gRNA, que
contém 20 nucleotideos e a sequéncia alvo de DNA gendmico. O segundo elemento
é a presenca de uma sequéncia PAM (protospacer- motivo adjacente) que esta
sobreposta a regido complementar do DNA alvo e gRNA. (MONTEYS et al., 2017). O
Sistema CRISPR Cas9 de Streptococcus pyogenes é o mais utilizado, este possui
uma sequéncia NGG PAM. Cerca de 1003 SNPs NGG PAM estéo presentes entre os
oito haplétipos mais comuns do HTT, representando 90% dos cromossomos de
individuos portador da DH com ascendéncia europeia. Estas sequéncias NGG PAM
polimorficas estéo distribuidas no gene HTT de forma especifica do haplétipo, com
um alelo CAG expandido em hap.01 e um alelo CAG normal em hap.08. O alvo,
portanto, € o NGG PAM especifico do hap.01 (SHIN et al., 2016). Isso faz com que
haja exclusdo do alelo HTT mutante usando PAM dependente de SNP flanqueando o
exon-1do HTT que, quando esta em heterozigose, ligaria a proteina Cas9 ao mutante,
mas nao ao alelo normal (MONTEYS et al., 2017). Os SNPs que séo capazes de
alterar a sequéncia PAM fornecem a estratégia para o sistema CRISPR alcancar a
especificidade alélica perfeita. A sequéncia NGG é a preferida, enquanto NCG e NGT
nao levam a clivagem do DNA (Figura 16) (MALKKI, 2016).
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Figura 16 — SNP que altera a sequéncia PAM
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Fonte: Modificado de (MALKKI, 2016)

Utilizando fibroblastos humanos provenientes de pacientes com DH, foi
realizada a edicdo especifica do alelo mutante usando a estratégia de PAM
dependente de SNP na regido do promotor HTT (MONTEYS et al, 2017). Foi
realizada a transfeccdo das células dos pacientes com dois vetores CRISPR/Cas9
diferentes que expressam dois gRNAs. Para demonstrar os resultados da clivagem
especifica do alelo mutante utilizando CRISPR/Cas9, foi utilizado um clone Unico de
célula alvo (TSCC) e, como amostra referéncia, foram usadas células nao tratadas
denominadas GMO01169. Uma andlise por meio da técnica de PCR, foi feita a
confirmagao da delegédo de aproximadamente 44kb de DNA no TSCC1 e para verificar
se a regiéo removida trata-se da repeticao CAG do alelo mutante, foi analisado o DNA
das células nao tratadas e o clone alvo (Figura 17 A; Figura 17 B). Apos a remogao
da regidao CAG expandida, para confirmar a auséncia de RNA com esta repeticao , foi
realizado uma analise por RT-PCR (Figura 17 C). Os niveis totais de proteina
huntingtina (normal e mutante) foram determinados por analise de Western blotting
utilizando um anticorpo anti- huntingtina (MAB 2166) nas células nao tratadas e no
clone alvo (Figura 17 D). Sendo que, a analise de transferéncia de Western foi

realizada utilizando anticorpo especifico de huntingtina mutante (1F8) para determinar
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os niveis de expressao da proteina mutante (Figura 17 E). Utilizando outro anticorpo,
denominado beta-actina (ACTB) foi possivel confirmar a mesma quantidade de
proteina nas amostras (Figura 17 F). Foi observado, portanto, que apdés o
direcionamento do CRISPR/Cas9, o alelo normal esta intacto, enquanto o alelo
mutado agora ndo possui a regiao promotora, local de inicio da transcrigéo, o primeiro
exon com a mutacéo e os dois exons seguintes. Com isso, nao ocorre a produgéo de
RNA com o CAG expandido e consequentemente, nao ha produgdo da proteina
mutante (Figura 17 G) O resultado evidencia, portanto, na técnica de PCR
convencional a auséncia de banda, confirmando a remogao da regido de repeticéo
CAG do alelo mutante (Figura 17 B) e, por meio de Western blotting a auséncia de
banda, indicando a ndo expresséo da proteina mutante (Figura 17 E) (SHIN et al.,
2016).

Figura 17 ~ Resultados do direcionamento de duplo gRNA especificos para o alelo
mutante mediado por CRISPR/Cas?
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Fonte: Modificado de (SHIN et al., 2016)
A edigdo do HTT mutante in vivo pode ser feita utilizando camundongos
BACHD, que sdo transgénicos para o alelo HTT humano. Para isto, foram gerados

AAV recombinantes expressando a Cas9 e gRNA que serdo responsaveis pela

o e RIMA HTT normal
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exclusdo do exon 1 do HTT humano in vitro. Posteriormente, esses camundongos
tiveram seu hemisfério direito transfectados com esses AAVs e o hemisfério esquerdo
nao foi injetado, sendo utilizado como controle (MONTEYS et al., 2017). O resultado
observado nos camundongos foi deplecdo dos agregados de huntingtina no cerebro,
atenuacao da doenga e melhora da fungéo motora (WILD; TABRIZI, 2017).

Figura 18- Imagem representando uma estratégia de edicéo alelo especifica para anular
expressido do HTT mutante

Alelo mutante sgHD2

Alelo normal

SNP(C) SNP(G) __{) Cast
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intronicos

Os SNPs presentes nas sequéncias PAM no exon 1 do HTT permite o direcionamento
especifico para silenciamento do alelo mutante quando presente em heterozigose. Apos a
clivagem, o DNA é reparado e o exon 1 do alelo mutante é deletado por um par de complexos
sgRNA/Cas9, ligando o intron 1 a regido promotora (direita), enquanto podem ser
gerados indels intrénicos por uma Unica clivagem do DNA no alelo normal (esquerda).

Fonte: Modificado de (MONTEYS et al., 2017)

5 CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de uma doenga hereditaria autossémica dominante de penetrancia
completa e neurodegenerativa, onde ha uma combinag¢éo de alteragbes motoras,
emocionais e cognitivas, diversos problemas de ordem psicologica, social e
econdmica sao desencadeados na familia do paciente, devido a sua gravidade. E,
embora seja uma doenga monogénica, sua fisiopatologia é extremamente complexa,
a qual prejudica uma ampla variedade de processos celulares e néo esta totalmente
elucidada, tornando um grande desafio para o desenvolvimento de novas terapias.

As terapias farmacoldgicas existentes, apesar da boa resposta a diminuigéo
dos sintomas, ndo impedem a progressédo da doenga e acarretam no aparecimento
de muitos eventos adversos. Com isso, uma terapia direcionada ao alvo que € o HTT
mutante seria uma boa maneira de inativar, permanentemente, a produgdo da

proteina téxica e, consequentemente, interromper a progresséo da doenca.
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Em relacdo aos editores gendmicos, foi observado que as nucleases possuem
algumas limitagdes nos aspectos como tamanho, eficiéncia e simplicidade no design.
Quando se trata do tamanho, o ZFN mostrou-se mais eficiente na entrega por AAV,
por ser menor em relagdo aos editores TALEN e CRISPR/Cas9. Entretanto, o
reconhecimento das bases nitrogenadas realizado pelo ZFN é feito por tripletes, ao
contrario do TALEN que é de maneira individual, diminuindo, portanto, as sequéncias
de DNA que podem ser alvos desse editor. J& o sistema CRISPR/Cas9 & uma
ferramenta facilmente manipulavel, pois, contrariamente ao ZFN e TALEN que
necessitam recodificar as proteinas utilizando longos segmentos de DNA para cada
alvo escolhido, o CRISPR/Cas9 pode ter seu gRNA adaptado para o novo alvo
somente alterando seus 20 nucleotideos, permitindo a edi¢do eficiente de uma
variedade de células.

Tais estudos citados neste trabalho, evidenciaram que os editores de genoma
sao ferramentas interessantes devido a capacidade de alterar o gene responsavel
pelo desenvolvimento da doenga. Na comparagéo entre os trés editores abordados, o
ZFN e o sistema CRISPR/cas9 demonstraram-se superiores: o ZFN por ser altamente
especifico em longas repeticdes de CAG e, na adigéo do repressor KRAB, demonstrou
maior eficiéncia na edicao in vitro em comparagdo ao TALEN. Ja o sistema
CRISPR/cas9 devido a capacidade de direcionar gRNAs para locais PAM que contém
SNPs caracteristicos dos haplétipos da DH, resultando em deplegéo dos agregados
de huntingtina no cérebro e melhora da fungédo motora dos camundongos testados.

Contudo, apesar da alta especificidade apresentada pelo sistema CRISPR, a
proteina Cas9 é de origem bacteriana e, se uma resposta imune, porventura, fosse
desencadeada no cérebro humano, as células que foram editadas seriam eliminadas,
anulando as consequéncias positivas da remogéo do alelo mutante. Portanto, &
necessario haver uma grande dedicagéo para que a Cas9 seja expressa de forma
transitéria.

Em relagao a edigdo do gene HTT, & desejavel, preferenciaimente, direcionar
ao alelo mutante e também nao afetar outros genes que contém a repeticdo CAG, pois
acredita-se que a funcdo da huntingtina normal seja essencial para o desenvolvimento
e manutencdo de neurdnios maduros, entretanto, apenas uma copia do gene éo

suficiente para o desenvolvimento e viabilidade normais.
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