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RESUMO

As doencas neurodegenerativas representam alto impacto de salude aos acometidos,
tendo em vista serem doencas inevitavelmente progressivas e incuraveis. Por néo
existirem meétodos terapéuticos eficazes para tais doencas, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas medidas terapéuticas. As técnicas desenvolvidas em torno
de terapia génica, como a técnica de CRISPR-Cas9, atuam editando fragmentos
génicos que podem estar envolvidos com o processo patolégico destas doencas.
Apesar de sua alta especificidade, a técnica ainda estd em desenvolvimento, em
particular no que se diz respeito a sua aplicagcdo em doencas neurodegenerativas. O
objetivo geral desta revisdo é de analisar pesquisas que utilizem do sistema para
edicdo génica CRISPR-Cas em modelos da Doenca de Huntington (DH) e da Doenca
de Alzheimer (DA), focando em suas metodologias e resultados e comparando-o0s
quando relevante. Foram artigos cientificos provenientes de bases de dados, além de
livros didaticos relevantes ao tema. Foram analisados, no total, 10 artigos. 6 (seis)
destes artigos visam alternativas terapéuticas para DH em modelos murinos e células
provenientes de individuos afetados, enquanto que os outros 4 (quatro) estudam a
aplicabilidade da técnica em modelos da DA. E perceptivel uma divergéncia, em
relacdo a pesquisa aplicada a DA e DH, onde o foco € otimizar a técnica aplicada em
um unico alvo génico, na DH e no caso da DA, o foco € encontrar um alvo génico
eficiente para reverter o perfil fenotipico dos modelos editados. A metodologia diverge
em todos os artigos em maior ou menor grau. A variacdo das metodologias € menor
no Caso da DA e maior, no caso da DH. Notavelmente, a maioria dos trabalhos em
DH focaram em haplétipos da doenca que ocorrem de forma heterozigota, permitindo
a edicdo génica apenas no alelo mutante e, além disso, promoveram edicdes com
diferentes variantes da enzima Cas. No caso da DA, os métodos de edicdo néo foram
variados, mas os alvos génicos, sim. O uso da técnica de CRISPR-Cas para reverter
0 processo patoldgico da DA e da DH ainda € pouco estudado e, por isso, as técnicas
ainda sdo empregadas de forma ndo-otimizada ou n&o-viavel para a pratica clinica.
Apesar disso, estudos recentes demonstram resultados promissores em relacao as
taxas de sucesso de excisdo, reversao da neurotoxicidade e recuperacao de fenétipos
saudaveis em modelos in vitro e in vivo, dando ao cendrio atual uma boa perspectiva
futura.

Palavras-chave: Doencas neurodegenerativas; Doenca de Alzheimer; Doenca

de Huntington; Terapia génica; CRISPR/Cas9.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases have a high health impact on those affected, as they are
inevitably progressive and incurable diseases. As there are no effective therapeutic
methods for such diseases, more therapeutic procedures need to be developed. Gene
therapy emerge as potential to treat neurodegenerative diseases, and the CRISPR-
Cas9 has stood among the others. This technique acts by editing gene fragments that
may be involved with the pathological processes of such diseases. Despite its high
specificity, the technique is still under development, particularly as regards its
application in neurodegenerative diseases. The aim of this review is to analyze the use
of CRISPR-Cas gene editing system in Huntington’s disease (DH) and Alzheimer’s
disease (AD), mainly comparing the methodologies and results. Scientific articles from
databases, as well as textbooks relevant to the theme were used. A total of 10 articles
were analyzed. 6 (six) of these articles aim at therapeutic alternatives for HD in murine
models and cells from affected individuals, while the other 4 (four) study the
applicability of the technique in AD models. It is noticeable a divergence from research
applied to AD and HD. In HD the focus is to optimize the technique applied to a single
gene target. In AD the emphasis is find an efficient gene target to reverse the
phenotypic profile. The methodology differs in all articles to a greater or lesser extent.
The variation of methodologies is smaller in the case of AD and greater in the case of
HD. Notably, most studies in HD have focused on heterozygous haplotypes of the
disease, allowing gene editing only in the mutant allele and, in addition, promoting
editions with different variants of the Cas enzyme. In the case of AD, the editing
methods were not varied, but the gene targets were. The use of CRISPR-Cas
technique to reverse the pathological process of AD and HD is still poorly studied and,
therefore, the techniques are still not optimized or not viable for clinical practice.
Nevertheless, recent studies show promising results regarding success rates of
excision, neurotoxicity reversal and recovery of healthy phenotypes in in vitro and in
vivo models, giving the current scenario a good future perspective.

Keywords: Neurodegenerative Diseases; Alzheimer’s Disease; Huntington’s Disease;
Gene Therapy; CRISPR/Cas9.
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1 INTRODUCAO

As doencgas neurodegenerativas sdo um grupo de processos patoldgicos
progressivos, cuja incidéncia tende a aumentar em funcdo da idade. A Doenca de
Alzheimer (DA) e a Doenca de Huntington (DH) sdo pesquisadas com o intuito de
elucidar os eventos que as causam, seu diagndstico e possiveis medidas terapéuticas
a serem tomadas (SERENIKI 2008; LANE et al., 2017).

A DA é a maior causa de deméncia em pessoas idosas. E dividida em duas
categorias, doenca de Alzheimer de acometimento tardio e de Inicio precoce (DAAT
e DAIP, respectivamente). A DAIP representa cerca de 5% dos casos da doencga e
tem como caracteristica os fatores genéticos que apresentam maior relevancia em
sua fisiopatogenia. Os fatores genéticos associados a DA sdo mutacdes que ocorrem
em genes (Como a Proteina precursora amildide e as Presenilinas 1 e 2) relevantes
na formacdo de fragmentos beta-amiléides, que em grandes quantidades formam
placas senis, que sao reconhecidas como marcadores da doenca de Alzheimer , por
serem neurotéxicas (SERENEKI, 2008; LANE et al., 2017).

A DH, assim como a DAIP, é hereditaria e inevitavelmente progressiva. Ocorre
porque no gene da Huntingtina existem repeticdes das bases C, A e G. Quando o
namero destas trincas CAG chegam em 36 repeticfes, a proteina pode apresentar
uma cauda de poliglutamato, que € capaz de promover obstrucdo intracelular e
fendbmenos de neurotoxicidade. (BARSOTTINI, 2007).

A presenca de doencas incuraveis de alto impacto social e de saude faz
necessario o desenvolvimento de novas medidas terapéuticas, tendo em vista que as
terapias convencionais atuam apenas como postergadoras dos eventos progressivos

das doencas neurodegenerativas (SANTOS, 2017).

Dentre as novas medidas terapéuticas sendo pesquisadas atualmente,
destacam-se as medidas baseadas em terapia génica. A terapia génica engloba os
métodos que tem como foco a aplicagdo de ferramentas moleculares capazes de
alterar fragmentos, sejam estes grandes ou pequenos, de DNA. As metodologias para
promover a edicdo de DNA humano variam, desde o método de transfeccdo das
ferramentas de edicdo, até as ferramentas de edi¢cdo em si (ANGUELA; HIGH, 2019).



Dentre as ferramentas de edicdo génica, o sistema CRISPR-Cas9 ganha
notoriedade dada a capacidade da enzima Cas9, guiada por moléculas de RNA guia,
de clivar regides Unicas (de até um par de bases) ou coletivas (genes inteiros) do DNA
humano. A aplicabilidade do sistema nas causas genéticas de DH e DAIP é
pesquisada no ambito de medidas terapéuticas. No caso, pesquisas tém sido
realizadas com foco em remover fragmentos de genes mutados que sdo conhecidos
por causar doencgas. Além da remoc¢do de mutacgdes, € possivel alterar proteinas de
modelos saudaveis, com objetivo de atenuar os fenbmenos observados durante o
processo patoldgico (SHIN et al., 2016; DABROWSKA et al., 2018; GYORGY et al.,
2018; ORTIZ-VIRUMBRALES et al., 2017; SUN et al., 2018; AREND, 2017)

Este trabalho visa realizar uma breve revisdo das doencas de interesse (DA e
DH), do sistema CRISPR-Cas e analisar a metodologia e os resultados de pesquisas
gue aplicam o sistema CRISPR-Cas em modelos da DA e da DH com objetivo de

propor possiveis medidas terapéuticas para estas doengas.



2 OBJETIVOS
2.1 Gerais

Analisar pesquisas que utilizam da técnica de excisdo por CRISPR/Cas9 na
doenca de Huntington e na doenca de Alzheimer, tendo como foco pesquisas que

visam promover medidas terapéuticas.

2.2 Especificos

- Realizar uma breve revisdo dos aspectos fisiopatolégicos das doencas de
Huntington e Alzheimer, tendo como foco os aspectos moleculares que ocasionam a

doenca e que podem ser alvos para a técnica de excisdo por CRISPR/Cas9;

- Descrever técnica de CRISPR/Cas9, tendo como foco o seu mecanismo
molecular e o potencial da técnica para terapia génica em Doenca de Huntington (DH)
e Doenca de Alzheimer (DA);

- Realizar breves comparacdes das metodologias de pesquisas que visem a
edicdo genética de modelos da DA e da DH, visando compreender os motivos que

levaram a escolha de tais metodologias.



3 METODOLOGIA

As revisdes bibliograficas seguem um modelo de revisao bibliografica narrativa,
com foco qualitativo. Foram realizadas por intermédio de bibliografia basica relevante
ao tema, como livros didéaticos consolidados e artigos publicados em revistas e jornais,
com certas restricoes de data de publicacdo, sendo que grande parte das referéncias
partem de 2010 e vao até 2019, por motivos de contexto histérico, publicacdes que

datam até 1972 foram utilizadas.

Os artigos que foram analisados e comparados foram provenientes de bases
de dados e sistemas de busca, como Google Académico, Pubmed e Bireme. Para que
o artigo fosse analisado por este trabalho, foi necesséario que atingisse trés critérios:
1) Tratar de CRISPR-Cas e variantes do sistema; 2) Ter como foco modelos
experimentais das doencas de Huntington ou de Alzheimer; 3) Ter o objetivo de
promover efeitos terapéuticos por meio da edicdo génica. Para a pesquisa em bases
de dados e mecanismos de busca foram utilizadas as palavras-chave (descritores de
saude): Doencas neurodegenerativas; Doenca de Alzheimer; Doenca de Huntington;

Terapia génica e CRISPR/Cas9, em portugués e inglés.



4 DESENVOLVIMENTO
4.1 Doenca de Alzheimer

Em 1907, Aloysius Alzheimer descreveu os sintomas de uma paciente de 51
anos, em Frankfurt, na Alemanha. Em meio a descricdo das a¢des da paciente frente
a tarefas comuns, como ler e utilizar ferramentas, Alzheimer notou a tendéncia que a
paciente tinha de descontinuar suas atividades, pois a mesma acabava por se
esquecer de acbes que estava executando no momento. Atualmente, esta €
considerada a primeira descricdo de um paciente acometido pela Doenca de
Alzheimer (DA), que é caracterizada por perda gradual de memoria (de curto e,
eventualmente, longo prazo) e func¢des cognitivas (BONDI; EDMONDS; SALMON,
2017).

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia associada a
idade no mundo. E responséavel por cerca de 50% destes casos. Sua prevaléncia
parece estar fortemente associada a idade visto que a prevaléncia é de 2.8/1000
individuos entre 60 e 65 anos e de 56.1/1000 individuos com mais de 90 anos. Apesar
do fator de idade ser maior determinante do desenvolvimento da doenca, a DA se
apresenta em dois grandes subtipos, diferenciados principalmente pela idade na qual
a doenca se estabelece. Sdo estes subtipos a Doenca de Alzheimer de Inicio Tardio
(DAIT) e a doenca de Alzheimer de Inicio Precoce (DAIP) (BEKRIS et al., 2010).

Os casos de DAIT tem maior prevaléncia, pois como dito anteriomente, a DA
tende a se desenvolver conforme a idade do paciente avanca. Apesar disso, pode-se
identificar fatores genéticos que predispdem ao desenvolvimento do outro subtipo da
doenca, a DAIP, que representa de 1 a 5% de todos os casos de DA e afeta individuos
de 30 até 65 anos (BONDI; EDMONDS; SALMON, 2017).

4.1.1 Fisiopatogenia da Doenca de Alzheimer

Ao longo de seu desenvolvimento, o estudo da DA contou com a formulacao
de diferentes hip6teses para o estabelecimento do processo patolégico. Dentre essas
hipéteses, cinco se destacam por serem as mais estudadas, sao elas: a hipotese da
Cascata B-amiloide; a hipotese das presenilinas; a hipétese da desregulacao de ions
calcio; a hipotese da desregulacdo lisossomal; e hipotese das proteinas Tau
(KOCAHAN; DOgAN, 2017).



Com maior frequéncia, estudos correlacionam a DAIP com a deposicado de
fragmentos B-amildide (AB) no espaco extracelular, cujo processo de formacédo é
evidenciado na Figura 1, considerando que a intensidade de tal deposi¢céo pode néo
estar diretamente correlacionado com o grau de déficit cognitivo e de memoria do
individuo afetado (KOCAHAN; DOgGAN, 2017).

Figura 1: Comparacdo entre as vias fisiologica e patoldgica de

processamento da Proteina Precursora Amildide
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Fonte: Adaptado de (CORONEL et al., 2018)

A APP pode ser processada por trés complexos enzimaticos denominados secretases (a, y e
B-secretases). Quando processada pela a e pela y secretases em sequéncia, o produto final da
degradacdo da APP sera o dominio intracelular da APP (AICD) que é degradado no interior da célula,
um fragmento peptidico (P3) e a por¢do extracelular da APP (sAPPa), que atua como fator de
crescimento e tem efeitos neuroprotetivos. Por outro lado, se a APP for processada pela B-secretase
seguida da y-secretase, produz produtos como os fragmentos B-amiléides e AICD de comprimento
variado, capaz de interagir com outras proteinas e atuar como fator transcricional. Além disso, o sAPP(
nao confere a neuroprotecéo provida pelo sAPPa e estudos indicam que 0 mesmo possa ser neuro
téxico. Dependendo do tipo de mutacdo que ocorre na APP ou nas presenilinas, o tamanho do
fragmento B-amil6ide pode variar num intervalo de dois peptideos, sendo os fragmentos denominados
AB40 e Ap42.

Laganowsky e colaboradores (2012), em seu estudo, demonstraram como 0s
fragmentos AR interagem para formar estruturas oligoméricas, que sao instaveis e
polimorficas e podem formar dimeros e até mesmo fibrilas. Tais estruturas formadas



pelo acumulo de AB podem se estruturar em menos de 24 horas no espaco
extracelular prejudicando a depuragao dos fragmentos AB monomeéricos.

Por mais que os mecanismos especificos pelos quais os fragmentos AB (em
particular o APR42) promovem neurotoxicidade nao estejam completamente
elucidados, é possivel estabelecer uma correlacdo direta entre as mutacdes que
ocorrem em sitios de clivagem da APP (mutagdes nos sitios da y e da B-secretases)
e nas presenilinas com a Doenca de Alzheimer de Inicio Precoce (CORONEL et al.,
2018).

Portanto, a DAIP tende a ocorrer quando existem mutacdes na Proteina
Precursora Amildide (APP, em inglés) ou nas secretases responsaveis por sua
clivagem. Quando a APP é clivada de forma que ela forme mais fragmentos insolluveis
do que sollveis no meio extracelular, aqueles que séo insoltveis predispdem parte do
processo patoldgico, pois estes formam aglomerados conhecidos como placas senis,
que dificultam a transicdo de neurotransmissores entre neurbnios. Os genes da APP
e das secretases sao, portanto, os mais relevantes para o desenvolvimento da DAIP,
que tem carater hereditario. Os fenbmenos gerais envolvidos na producdo dos
fragmentos amildéides de tamanhos variados, a partir da clivagem da APP por
intermédio das secretases, esta elucidado na Figura 2 (CORONEL et al., 2018;
JANSEN et al., 2003).

Hipoteses foram formuladas para definir os mecanismos pelos quais o acumulo
de fragmentos AB levam a doenca de Alzheimer, como a promogado de eventos
inflamatérios mediada por células da microglia (sistema imunolégico do sistema
nervoso central), que liberam citocinas pro-inflamatorias no intersticio neuronal. Pode
ser citada, também, a capacidade de se aglomerar dos fragmentos AR, permitindo
uma possivel obstrucdo de sitios sinapticos (KUMAR; SINGH; EKAVALI, 2015)

Acredita-se que os aglomerados de AB também promovem danos oxidativos
nas ceélulas adjacentes, em especial os oligodendrécitos, que atuam na manutencao
e formagéo da bainha de mielina de neur6nios. O dano oxidativo € mais acentuado
nestas células porgue seu contetudo de glutationa reduzida, que é responsavel por
neutralizar espécies reativas, € consideravelmente baixo. O dano em tais células
causa reducdo no conteudo mielinico dos axbénios de neurdnios, prejudicando o
processo de neurotransmissao (GALIMBERTI; GHEZZI; SCARPINI, 2013).



Figura 2: Hipoéteses de mecanismos pelos quais os fragmentos AP
causam a Doenca de Alzheimer de Inicio Precoce
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Fonte: Adaptado de (KUMAR; SINGH; EKAVALI, 2015)

A APP, mediante clivagem pela 3 e y-secretases, ira gerar fragmentos 3-amiléides de tamanhos
diferentes. Tais fragmentos podem causar danos por meio de stress oxidativo, obstrucdo sinaptica e
neuroinflamacéo. Tais fenbmenos predispdem a neurotoxicidade e apoptose de neurbnios, levando a
falhas na neurotransmissao. Tais eventos justificariam os sinais e sintomas observados na DA, como

perda de meméria, déficits motores e cognitivos e deméncia.

4.1.2 Genética da Doenca de Alzheimer

Pesquisas ja associaram genes mutados que estao presentes e sao relevantes
para a fisiopatogenia da doencga, mas nenhum gene pode ser considerado fator causal
da doenca. Por outro lado, genes mutantes que foram considerados causadores
coletivos da doenca de Alzheimer sédo frequentemente associados a DAIP, que
apresenta hereditariedade autossémica dominante (BONDI; EDMONDS; SALMON,
2017).



Como evidenciado em estudos genéticos de populacdes com Alzheimer, as
mutacdes que sdo mais associadas com desenvolvimento de DAIP sdo na proteina
precursora amildide (PPA ou APP, em inglés) e presenilinas PSEN1 e PSEN2. Em um
estudo Janssen et al. (2003) estudaram a incidéncia de mutagfes em 31 familias em
gue ocorreu DAIP. Deste total de 31 familias, 21 tiveram a mutacdo na PSEN1 ou na
APP, mostrando, em uma pequena amostra, uma incidéncia de 68% destas mutacdes
nos casos de DAIP. Tal incidéncia elevada justifica a atribuicdo destes genes como
os fatores causais mais comuns da DAIP (JANSSEN et al., 2003; BONDI; EDMONDS;
SALMON, 2017).

4.1.2.1 Proteina Precursora Amiléide

O gene APP, localizado no cromossomo 21qg21, codifica uma proteina
transmembranar com multiplos dominios, que leva o mesmo nome do gene. Sua
funcdo primaria ainda néo foi elucidada, mas ja foi associada a plasticidade neural e
a formacéo de sinapses. Mutacdes na APP, como representadas na Figura 3, nos
sitios onde atuam as secretases podem levar a aumento de fragmentos AB amiloides
gerados durante o processamento da APP, sendo que algumas muta¢cfes, como a
Swedish APP ou a London APP sao as mais estudadas, pois tiveram grande impacto
no desenvolvimento de pesquisas acima da DA. A London APP, no caso, é
considerada a mutacao mais frequentemente associada ao desenvolvimento da DAIP,
no mundo. Tais mutagfes levam estes nomes porque, na primeira vez que foram
identificadas, foram encontradas em familias suécas (Swedish) e londrinas (London)
(BONDI; EDMONDS; SALMON, 2017; CORONEL et al., 2018).

O sitio de clivagem da y-secretase se encontra no dominio transmembranar da
APP, grande parte das mutagdes que conhecidamente causam a DAIP ocorrem nesta
regido. Dezenas destas mutagcées podem ocorrer, seja no sitio de clivagem da y-
secretase, 3-secretase ou regides adjacentes a estas. Apesar de que as mutacdes da
APP séo as mais estudadas, ndo sdo so elas que podem intensificar a producéo de
fragmentos B-amiléides. Por serem produtos de reacdes catalisadas por enzimas, as
enzimas processadoras da APP, como a 3-secretase e a y-secretase também podem
sofrer mutagcées em seus genes. Tais mutacdes sdo amplamente estudadas afim de

aferir a alteragao que elas causam no processamento da APP.
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Figura 3: Estrutura da Proteina Precursora Amildide, Sitios de clivagem e
Aminoacidos Propensos a Alteragdes.
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Fonte: Adaptado de (ALZFORUM, 2019)

O dominio transmembranar da APP, onde se encontra o sitio de clivagem da gama-secretase,
€ aregiao onde ocorre grande parte das mutac6es de sentido trocado (missense) que levam a troca de
aminoacidos, sendo que as esferas vermelhas representam aminoacidos cuja troca leva a doenga e as
azuis sao indefinidas. Outras areas também podem ter mutacdes patogénicas, por mais que sejam
distantes dos sitios de acdo das secretases. Vale notar que a maioria das regides da APP cujas
mutacdes sdo patogénicas se localizam ao redor de sitios de clivagem, tendo em vista que a acdo das
secretases ira definir a quantidade de fragmentos patoldgicos gerados durante o processamento da
APP.

4.1.2.2 Presenilinas

As presenilinas PSEN1 e PSEN2 sédo duas das quatro proteinas que fazem
parte da gama-secretase (Figura 4), tendo funcdo imprescindivel na acdo da mesma
e, portanto, na patogénese da DAIP. A presenca de mutacdo na PSENL1, localizada
no cromossomo 14qg24.2, é encontrada em até 50% dos casos de DAIP hereditaria.
Além disso, as mutagdes na PSEN1 sdo conhecidas por causar as formas mais graves
de DA, que podem ocorrer desde os 30 anos de idade, considerando que existem

mais de 179 mutacdes que podem ocorrer na mesma (TANDON; FRASER, 2002).

A B-secretase, que é um complexo multienzimatico presente na membrana dos
neurdnios, € o primeiro complexo enzimatico a processar a APP e gera os fragmentos
sAPP[, que permanecem dispersos no meio extracelular. A y-secretase, um outro
complexo multienzimatico, pode clivar o fragmento remanescente da APP, na

membrana plasmatica. Neste momento, ocorre a formagao do fragmento AB. J& se
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sabe que a conformacédo das PSEN’s ira ditar qual o tipo de fragmento AB que sera
formado. A conformacdo “fechada” da PSEN1 é a responsavel por formar os
fragmentos AB42, que sdo os mais hidrofébicos e tem maior tendéncia em se agregar
e formarem placas senis. Tal conformacao varia de acordo com a mutag&o que ocorre

na PSEN1, como representado na Figura 5 (ZOLTOWSKA; BEREZOVSKA, 2017).

Figura 4: Estrutura do complexo y-secretase transmembranar
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Fonte: Adaptado de (CARROLL,; LI, 2016)

O complexo y-secretase € composto por 4 subunidades proteicas. A APH1 (Anterior Pharynx
Defective-1), a NCT (Nicastrin), a PEN-2 ou PSEN2 e a PS1 ou PSEN1. A PSEN1 contém dois
dominios, cada um contendo um fragmento terminal (C-terminal e N-terminal) e uma porcao do sitio
catalitico (*D). Dependendo da conformacao estabelecida pelos dois dominios da PSEN1, a atividade

catalitica conferida ao complexo y-secretase ser4 maior ou menor.

Ja o gene PSENZ2, localizado no cromossomo 1g42.13, tem menor relevancia
epidemioldgica, pois é a mais rara causadora de DAIP. As muta¢gbes na PSEN2 se
diferem da PSENL1, pois as mutacdes da PSEN2 tém menor penetrancia e podem ser
sobrepostas por outros genes/fatores ambientais e, por isso, tem sua ocorréncia
apenas em idades mais avancadas (a partir de 40 anos) (TANDON; FRASER, 2002).

Acredita-se que mutagdes nas presenilinas aumentariam a propor¢ao de
fragmentos B-amildides 42 (AB42, conhecidos por serem mais hidrofobicos) em

relagcdo aos B-amildides 40, que sdo menos hidrofobicos e tem menor tendéncia a
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desenvolver placas senis, como indica a Figura 5. Porém, em um estudo, Sun e
colaboradores (2016) notaram que, das 138 mutacdes que afetam a PSEN1 e que
foram extraidas de pacientes com DAIP, apenas 34 variantes apresentavam aumento
da razdo AB42/ AB40 implicando a existéncia de mais de um mecanismo que as
mutacBes na PSEN1 empregam para estabelecer o processo patologico da DAIP.
(KELLEHER; SHEN, 2017).

Figura 5. Acdo da Presenilina 1 na geracdo de fragmentos AR42,
comparando duas conformacdes em que a mesma pode se encontrar
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Esta representada a agdo de ambas as enzimas [3-secretase e y-secretase no processamento
da APP. A B-secretase, ao processar a APP, gera os fragmentos sAPP(, que permanecem dispersos
no meio extracelular. Quando a enzima y-secretase atua no fragmento remanescente da APP, ocorre
a formacao do fragmento AB. Dependendo da conformacdo da PSEN1 (PS1, nas figuras 4 e 5) o
fragmento formado sera diferente. A conformacéo ir4 depender da aproximagéo ou distanciamento dos
sitios cataliticos (circulos verde e vermelho) dos dois dominios da PSEN1. A conformagéo fechada da
PSENL1 é a responsavel por formar os fragmentos AB42, que sdo os mais hidrofébicos e tem maior
tendéncia em se agregar e formarem placas senis. Tal conformacédo varia de acordo com a mutacao
que ocorre na PSEN1 (ZOLTOWSKA; BEREZOVSKA, 2017).

Fonte: Adaptado de (ZOLTOWSKA; BEREZOVSKA, 2017)

4.1.3 Clinica, Diagnostico e Tratamento da Doenca de Alzheimer

Em geral, o primeiro aspecto clinico da DA € a perda da memoéria recente. Um
desafio na identificacdo e diagndstico de doencas neurodegenerativas € que a grande
parte dos sinais clinicos estdo presentes em todas elas. Sequencialmente com a
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progressdo da neurodegeneracdo, o paciente tende a desenvolver déficit de fala,
cognicao e motores. O diagndstico € realizado a partir da presenca de marcadores
como proteina tau hiperfosforilada ou fragmentos -amiléides. Para um diagnostico
definitivo da DA, é necessaria a combinagdo dos fatores clinicos, laboratoriais e de
imagens de um paciente (LANE; HARDY; SCHOTT, 2017).

O tratamento da Doenca de Alzheimer é focado, particularmente, em inibidores
da acetilcolinesterase, pois na hipotese colinérgica da doenca de Alzheimer, um déficit
em neurdnios colinérgicos estaria causando diminuicdo na producéo e secrecao de
tal neurotransmissor, impedindo que o mesmo atue excitando diversas vias do sistema

nervoso central.

Por ser uma doenca incuravel, qualquer metodologia terapéutica atualmente
utilizada para a doenca de Alzheimer, como os inibidores da acetilcolinesterase ou
antidepressivos para os sintomas clinicos, tem como objetivo postergar os eventos

progressivos da doenca e ndo a curar.

4.2 Doenca de Huntington

A doenca de Huntington (DH) foi descrita pela primeira vez em 1872 por George
Huntington, como uma coreia hereditaria. E uma sindrome neurodegenerativa que
leva a movimentos involuntérios e repetitivos (que recebem o nome de coreia, que

significa "danga”) e déficit cognitivo aos acometidos.

Seguindo a primeira descricdo da coreia de Huntington, outros pesquisadores
contribuiram para o avanco dos conhecimentos acima da sindrome, como Theodor
Meynert (1877), que associou 0s eventos da coreia com a degeneracédo de regides do
sistema nervoso central, mais especificamente do nucleo caudado, e J.F. Gussela
(1983) que, pela primeira vez, identificou 0 gene cuja mutagao é responsavel por uma

doenca, no caso, o gene da Huntingtina (HTT).

Sabe-se que a DH nao so6 afeta regides do nacleo caudado, mas toda a regiao
do estriado (incluindo todos os nucleos da base) e do cortex cerebral, responsaveis
por grande parte das fungdes do sistema nervoso central. A doencga se desenvolve de
forma crénica e inevitavelmente progressiva (HUNTINGTON, 1872; GUSSELA, 1983;
COSTA 2013; GIL-MOHAPEL, 2011; MCCOLGAN; TABRIZI, 2017).
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4.2.1 Genética da Doenca de Huntington

A doenca de Huntington ocorre por mutacdo no gene Huntingtina (HTT) que
contém 180 kb, 67 éxons e esta localizado no brago curto do cromossomo 4, mais
especificamente em 4p16.3 (Figura 6) (SAUDOU; HUMBERT, 2016).

A mutacgdo que leva a DH é autossémica e dominante, é caracterizada pela
adicédo de repeticdes CAG na extremidade 5’ do gene (como indicado na Figura 6),
gue consequentemente levam a adicdo de uma cauda de poliglutamina na proteina
final. Devido a tal mutacdo, dependendo do numero de repeticdes CAG que foram
adicionadas no gene, a cauda de poliglutamina ser4d o fator que levar4d ao
estabelecimento da DH. Se no individuo as repeticbes forem mais de 39, é provavel
gue o mesmo desenvolva a DH (MCCOLGAN, TABRIZI, 2017).

Figura 6: O gene Huntingtina, o RNA mensageiro e os fragmentos
proteicos resultantes
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Fonte: Adaptado de (DEGLON et al., 2017)

Em A, nota-se o cromossomo 4 e o gene da HTT, junto com a regido onde se adicionam as
repeticdes CAG. Em B, o RNA mensageiro resultante da transcricdo do gene da HTT, com as repeticdes
de CAG na extremidade 5’ e a regido de splicing andmalo, que ocorre quando a HTT é mutante. Em C,
o fragmento de HTT proveniente de splicing andmalo nomeado HTT éxon 1, com a regido da
extremidade N, a cauda de poliglutamina (polyQ) e a regido rica em prolina, que se mantem
conservada. Por fim, em D, a HTT mutante nativa com todos os dominios e a extremidade C.
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Além do prolongamento de CAG no gene HTT, outros genes podem alterar a
progressdo dos sinais motores da doenca. Em um estudo, Moss e colaboradores
(2017) tiveram como objetivo definir a progressdo da doenca a partir do genétipo dos
pacientes em diferentes estagios de dificuldade motora, utilizando referenciamento de
todo o genoma de pacientes com a HTT mutante de diferentes bancos de dados.
Nesta comparacdo, percebeu-se um padrdo estatisticamente significativo de
mutacdes em trés genes do cromossomo 5 (MSHF, DHFR e MTRNR2L2) entre os
pacientes acometidos pela DH. Tal padréo pode ser significativo, indicando que os

genes envolvidos possam, ndo causar a doenca em si, mas alterar o curso da mesma.

Por ser uma doencga autossémica dominante, as chances de um casal em que
pelo menos uma das pessoas tem a doenca de ter um(a) filho(a) acometido vai de
50% a 75%, sendo que, de acordo com Telenius et al. (1994), um pai que contenha
em seu gene da HTT uma quantidade intermediaria de repeticdes CAG (de 30 a 35
repeticdes) apresenta chances maiores de ter um filho com repetigdes patogénicas de
CAG (>38), visto que espermatozoides apresentam maior variabilidade de repeti¢des,
com mais repeticbes longas em relacdo aos outros tecido tecidos somaticos
(DEGLON et al, 2017).

Um fator que esta diretamente relacionado com a incidéncia de DH em certas
populacées é o tamanho, em média, das repeticdes de CAG encontradas no gene da
HTT nativa. Ao analisar a diferenca na incidéncia da DH em popula¢des provenientes
da Europa e em populacdes asiaticas foi observado que, em média, pessoas de
ancestralidade europeia tem cerca de 18,4 a 18,7 repeticdes CAG, quando saudaveis.
Por outro lado, vemos que os individuos que tém ancestralidade asiatica tém, em
média, de 17,9 a 18,4 repeticbes no gene da HTT. Tais dados podem ser
correlacionados com a incidéncia da doenca, que € de 10-13/100.000 habitantes em
populacdes europeias e de 1-7/1.000.000 em populacbes asiaticas, possivelmente
porque individuos com uma maior quantidade de CAG no gene ndo-mutado, precisam
de menos adicOes de repeticdes para alcancar o limite inferior (MCCOLGAN,;
TABRIZI, 2017).

Ou seja, os individuos que ja tém, naturalmente, um namero maior de adi¢cdes
CAG no gene HTT, estdo mais proximos do limite inferior de repeticbes da DH e,

portanto, estdo mais propicios a desenvolver a doenca (MCCOLGAN; TABRIZI, 2017).
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4.2.2 Fisiopatogenia da Doenca de Huntington

A huntingtina WT (Wild-Type), que é o gene da HTT encontrado em individuos
saudaveis, com menos de 38 repeticdes de CAG, esta envolvida em mecanismos de
sinalizagdo intracelular, interacdo com proteinas que envolvem endocitose mediada
por claritina, transmisséo de sinais pos-sinapticos. Esta proteina atua como mediadora
de interacdo entre vesiculas carreadoras e proteinas motoras, assim como na
interacdo com fatores de transcricdo, embora 0 mecanismo de atuacdo com outros

fatores de transcricdo ainda néo tenha sido elucidado.

A huntingtina mutante, quando traduzida, pode afetar a funcionalidade do
sistema nervoso central por uma seérie de fatores, indicados na Figura 7, como
neurotoxicidade, proteostase intranuclear (obstrucdo das vias de transporte de
proteinas em vesiculas), aglomeracao/oligomerizacéo citoplasmatica e nuclear, além
do cessamento das atividades a proteina tem quando a mesma se encontra em estado
fisiologico (HARJES; WANKER, 2003; MCCOLGAN; TABRIZI, 2017; AROSS;
TABRIZI, 2011).

Ao ser formado, o0 RNA mensageiro da HTT pode sofrer splicing andmalo, que
ird gerar um fragmento proveniente do éxon 1 (HTT éxon 1) e outros fragmentos. Se
nao sofrer o splicing, serd formada uma HTT WT, que contém a cauda de
poliglutamina do tamanho correspondente ao tamanho da expanséo de poliglutamina
no gene HTT.

A HTT éxon 1 é capaz de adentrar o nucleo celular. No interior do nucleo,
fragmentos de HTT éxon 1 irdo interagir entre si e formar inclusdes intranucleares,
gue irdo causar sequestro de outras proteinas, como fatores de transcricdo e enzimas
de processos nucleares, fendbmeno que pode desregular 0s processos de transcri¢ao,
visto que além do sequestro, a propria presenca de aglomerados no interior do nucleo
causa acometimento negativo nos processos de transporte de proteinas nucleares
como elucidado na Figura 7 (MCCOLGAN; TABRIZI, 2017).
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Figura 7: Fluxograma representando 0s eventos que promovem a
neurodegeneracdo na Doenca de Huntington
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Fonte: Adaptado de (MCCOLGAN, TABRIZI, 2017).

1 - Ocorre a transferéncia do fragmento HTT éxon 1 para o nucleo celular. 2 - Sequestro e
obstrucdo mecanica as aglomeragfes prejudicam a atuacdo do DNA da célula. 3 - A presenca dos
aglomerados proteicos no interior do ndcleo leva a apoptose celular. A - Nota-se a aglomeracgéo da
HTT nativa que, ao contrario do fragmento éxon 1, permanece no citoplasma, onde gera aglomerados
de proteinas e componentes citoplasmaticos. Tais aglomerados, gracas a abducdo de componentes
celulares e obstrucdo do espaco do corpo celular dos neurbnios, leva a toxicidade mitocondrial,
causando desbalanco energético (que leva a morte celular) e prejudica o transporte dos
neurotransmissores ao axénio (Bates et al., 2015).

A toxicidade mitocondrial que se nota no caso da HTT mutante ocorre porque,
além do cessamento dos transportes vesiculares promovidos pela HTT nativa, a HTT
mutante forma fragmentos téxicos a partir da regido N-terminal. Além disso, gracas a
cauda de poliglutamina, a acdo de proteases responsaveis por degradar fragmentos
proteicos andmalos e toxicos acaba por ser prejudicada. Isso ocorre, possivelmente
porque a interacdo destas enzimas tende a ocorrer no préprio fragmento de
poliglutamina e com a regido rica em prolina, que se encontra truncada (ARROS;
TABRIZI, 2011; MCCOLGAN; TABRIZI, 2017).

Ao observar os fenbmenos de neurodegeneracdo0 macroscopicamente, €
possivel observar a degeneracdo de regides de nucleos basais, como o nucleo

caudado e o putdmen, além de degeneracéo do nucleus accumbens e do globo pélido
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em menor extensao, como evidenciado na Figura 8. A doenca pode ser classificada
em 5 estagios envolvendo, progressivamente, mais areas do SNC afetadas, além da

extensdo dos danos causados pela neurodegeneracdo (MCCOLGAN; TABRIZI, 2017)

Figura 8: Comparagdo anatdémica entre o cérebro de um individuo
saudéavel e de um com Doenca de Huntington

Ganglios Basais normais Génglios Basais em DH

Fonte: Adaptado de (LIOU, 2010)

Diferengca no tamanho do espagamento dos ventriculos cerebrais (circundados em vermelho)
entre os individuos saudaveis e os acometidos por DH. O aumento na cavidade se da, na verdade, pela
degeneracdo da massa branca ao redor dos ventriculos. Tal massa branca é justamente a regido dos
ndcleos basais, que sdo os mais acometidos na DH.

4.2.3 Clinica, Diagnéstico e Tratamento da Doenca de Huntington

No caso dos distirbios motores, a doenca pode apresentar uma fase
hipercinética (coreia), que tende a um platé mediante progressao crbnica e uma fase
hipocinética, que depende da duragcédo da doenca e do tamanho do fragmento CAG
presente na proteina (ROSS et al., 2014).

O diagndstico é feito a partir de: 1) historico familiar com a doenca presente nos
pais (atua apenas como corroboracao), 2) testes genéticos, como sequenciamento,
para analise do tamanho da repeticdo CAG presente, sendo que até 35 repeticbes
CAG o paciente se encontra abaixo do limite inferior de repeticdes e 3) testes de

avaliacdo motora do paciente, para confirmacéo da coreia (ROSS et al., 2014).

Atualmente, a DH € incuravel e o tratamento € baseado no manejo, por parte
de uma equipe multiprofissional, da qualidade de vida do paciente. No caso da coreia
causada pela DH, o uso de tetrabenazina é recomendado, visto que o0 mesmo inibe a
captagcdo de monoaminas por vesiculas no interior de neurbnios pré-sinapticos,
diminuindo a acdo das mesmas em relacdo aos movimentos involuntarios (ROSS et
al., 2014; SAVANI, 2006).
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Para os problemas cognitivos relacionados a DH, recomenda-se inibidores da
Colinesterase, com o objetivo de aumentar a concentracdo de Acetilcolina nas fendas
sinpticas e como consequéncia aumentar, no geral, a atividade cerebral do individuo
acometido (ROSS et al., 2014). No caso dos problemas psiquiatricos, ndo se
recomenda intervencdo farmacoterapica, visto que tais alteracdes, como
comportamento compulsivo-obsessivo e irritabilidade podem, ndo necessariamente,
ser uma consequéncia direta dos mecanismos patogénicos da DH (ROSS et al., 2014,
MCCOLGAN; TABRIZI, 2017). Sendo, assim como a DA, incuravel e progressiva, sdo
necessarias pesquisas acima de alternativas terapéuticas para o tratamento da

Doenca de Huntington.

4.3 Terapia Génica e CRISPR-Cas

Terapia génica é o nome dado a técnicas que tem como base a alteracao de
genes presentes em organismos, ou a insercao de genes em organismos, tendo como
foco a abordagem terapéutica, ou seja, dar a um organismo um gene saudavel ou

alterar um gene patogénico (VERMA, 2016).

Em meados de 1950, com a descoberta da composicao e estrutura da molécula
de DNA por cientistas como Rosalind Franklin, James Watson e Francis Crick, que a
genética humana teve avanco significativo. Na década de 70, o desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante levou a novos caminhos na area de biotecnologia
guando Jackson et al. (1972) utilizaram mecanismos virais para inserir fragmentos de
DNA em células de mamiferos, tendo células funcionais que sédo capazes de sintetizar
produtos néo inerentes a elas (LINDEN, 2010; FRIEDMANN, 1997).

O primeiro relato do uso de vetores virais para inserir elementos génicos em
células humanas, com finalidade terapéutica foi feito por BLAESE (1995), que realizou
a transferéncia mediada por mecanismos retrovirais do gene da enzima adenosina
desaminase (ADA) em células T de duas criangas com imunodeficiéncia severa
combinada. Com o0 sucesso da técnica, foi concluido que a mesma deveria ser vista
como uma alternativa eficiente para o tratamento de doencas genéticas. Até o
momento, terapia génica envolvendo técnicas de integracdo do DNA por mecanismos
retrovirais foram as mais utilizadas em ensaios clinicos. Por mais que sejam
mecanismos efetores de alta eficiéncia para integrar material genético na célula do

hospedeiro, existem pontos negativos relacionados ao uso de virus geneticamente
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modificados, como o fato de que tais vetores podem ter DNA viral residual que pode
ser imunogénico e citopatogénico. Apesar de ser a mais utilizada em técnicas de
entrega de material genético, por ter opcdes variadas de vetores virais, com diferentes
especificidades, a terapia génica por meio de vetores ndo-virais também é viavel, pois
utiliza outros mecanismos para integracdo do DNA em células de tecidos alvo
(LEDLEY, 1995; AZALDUMBIDE, 2007).

Exemplos de técnicas de entrega de genes por vetores nao-virais Sao:
plasmideos livres de célula ou “plasmideos nus”, lipidios catibnicos e carreadores
poliméricos. Os plasmideos nus ndo sédo utilizados como modelos de entrega para a
terapia génica in vivo, pois a agregacao de um DNA livre envolve o envio de pulsos
elétricos pelas células, com o objetivo de aumentar a permeabilidade da membrana
plasmatica a elementos génicos livres. Os lipidios catidnicos sdo boas alternativas,
presentes em muitos produtos como reagentes comerciais, pois tem capacidade de
interagir com o DNA e, por serem lipidicos, tem alta afinidade pela bicamada
fosfolipidica das células. Por fim, os carreadores poliméricos, como a polietilenoimina,
sdo o0 padrdo-ouro para entrega génica nao-viral, pois podem condensar o DNA em
esferas nanométricas e sdo biodegradaveis, podendo ser excretados do organismo
humano ap0s a terapia ter sido efetuada (VERMA, 2016).

Por vezes, a terapia génica se baseia, ndo s6 na adicao de novos fragmentos
génicos a um genoma, mas na edicdo de genes presentes naquele organismo. Por
isso, ha o uso de certas endonucleases que sdo capazes de clivar fragmentos de
DNA. Tais nucleases sao programaveis e podem ser guiadas a remover e/ou adicionar
fragmentos especificos de material genético em pontos especificos de um genoma.
Exemplos destas nucleases programaveis sdo os dedos de zinco (zinc finger
nucleases), mega nucleases, as TALE nucleases e as Cas nucleases (CHEVALIER,
2002).

No momento, a procura por alternativas com alta especificidade e eficiéncia
para alterar sequéncias de DNA é realizada na pesquisa com células de mamiferos in
vitro para a terapia génica. Um destes meétodos é o sistema CRISPR-Cas, que provém
de loci especificos de células bacterianas para realizar alteracdes em fragmentos
grandes ou pequenos de DNA. (SANTOS, 2017; ZHANG, 2016; CONG, 2013).
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4.3.1 CRISPR-Cas

O sistema CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interespaced Palindromic
Repeats -CRISPR associated proteins) representa um conjunto de genes em loci
especificos de DNA bacteriano que envolvem mecanismos que agem como sistema
imunitario adaptativo de bactérias contra eventuais virus bacteriéfagos, tendo a
capacidade de associar enzimas a fragmentos de RNA gue irdo atuar como guias para
gue tais enzimas (endonucleases denominadas CRISPR associated proteins ou Cas)
sejam dirigidas a regides especificas do DNA da bactéria, em que um fragmento de
DNA exdgeno esta incorporado (SANTOS, 2017).

O sistema tem sua acéo efetivada por endonucleases guiadas por moléculas
de RNA. Tais moléculas sdo crRNA (CRISPR RNA) e tracrRNA (tracer RNA)
complexadas, formando um sgRNA (single guide RNA) que se complexam com as
endonucleases (proteinas Cas). O crRNA, tracrRNA e as enzimas Cas sao
provenientes dos loci CRISPR presentes no genoma da célula bacteriana. Cada
crRNA sera composto de uma regido de repetidores/espacadores e uma regiao que
corresponde ao DNA exdgeno (invasor), enquanto que os tracrRNA sao provenientes
de regifes adjacentes a regido de repeticbes/espacadores, como ilustrado na Figura
9, e sao responsaveis por auxiliar no pos-processamento dos transcritos primarios
(AREND, 2017; SANTOS, 2017; VALLETTA, 2015; GARCIA-TUNON, 2017).

Dependendo do mecanismo utilizado para realizar o processo de interferéncia,
o sistema CRISPR-Cas pode ser classificado em classes, sendo que a classe 1 utiliza
mais de uma proteina ou complexos proteicos e a classe 2 utiliza apenas uma enzima

para realizar a aquisicdo do gene exégeno (MIR et al, 2017).

Dentro da classe 2, o sistema pode ser classificado em trés tipos (I, I, Ill) e
subtipos dentro desses tipos, que mudam de acordo com peculiaridades relacionadas
as enzimas Cas envolvidas no processo de reconhecimento do DNA exdgeno, sintese
da molécula de RNA guia e clivagem do DNA ap6s um segundo contato com o DNA
exdgeno. O tipo mais estudado dentro da classe 2 (que utiliza apenas uma enzima) é
o tipo Il, em que a enzima Cas9 é responsavel pelo processo de aquisicdo do DNA
exdgeno (AREND, 2017; SANTOS, 2017; MIR et al, 2017).
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4.3.2 O Sistema CRISPR-Cas

Figura 9: Sistema CRISPR-Cas9 em bactérias
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Fonte: Adaptado de (ARORA; NARULA, 2017)

No genoma bacteriano o sistema CRISPR-Cas9 tem a funcdo de sistema imunitario adaptativo
por meio dos transcritos provenientes dos loci CRISPR distribuidos pelo mesmo, composto de genes
das endonucleases Cas, tracrRNA, regides repetitivas que atuam como promotores de transcricdo e
espacgadores onde o DNA exdgeno é incorporado. Para exercer fun¢éo imunitéria adaptativa, o sistema
executa trés etapas: 1) Aquisicdo do DNA exdgeno, que envolve clivagem do DNA exdgeno por meio
de uma Cas9 em uma regido proxima a um PAM (Protospacer Adjacent Motif) e incorporacdo deste
fragmento nas regides espacadoras do loci CRISPR. 2) Biogénese do crRNA a partir do processamento
pos-transcricional do transcrito primario, formando um complexo crRNA-tracrRNA-Cas9. 3)
Interferéncia do processo de infecgdo viral por meio de clivagem do DNA exdgeno incorporado ao DNA
da célula bacteriana, em regiées que contém complementariedade ao fragmento presente no crRNA-
tracrRNA (sgRNA ou single guide RNA).

Ao ser aplicado em modelos de células de mamiferos, o sistema CRISPR-Cas
utiliza da capacidade da enzima Cas9 (ou variantes desta) de realizar excisao,
seguido dos mecanismos de reparo da propria célula, para que seja realizada a

reconstrucao daquela regiao.

A excisdo promovida pelo complexo CRISPR-Cas9 convencional é capaz de
causar uma DSB (Double-strand break). A célula é capaz de promover reparo do DNA
mediante tais danos, utilizando mecanismos conhecidos como non-homologous end-
joining (NHEJ) e Homology-directed Repair (HDR), elucidados na Figura 10. Tais
mecanismos utilizam sistemas de leitura e correcdo do DNA, por meio de enzimas

capazes de identificar erros na molécula. NHEJ ocorre quando o reparo se baseia na
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excisao de parte dos nucleotideos em torno do ponto de quebra e unir as extremidades
dos fragmentos remanescentes. HDR, por outro lado, ocorre quando € utilizado um
fragmento, homologo nas regifes adjacentes ao ponto de quebra, para servir de
molde para o fragmento que foi danificado ou editado. Pesquisas que utilizam edi¢cao
por meio de nucleases Cas para promover knockout (KO) génico, por exemplo, focam
em promover NHEJ, pois os erros provenientes do mecanismo de reparo tendem a

inviabilizar a transcricdo do gene.

Figura 10: Vias de reparo mediante excisdo promovida pela enzima Cas9
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Fonte: Adaptado de (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2019)

Mediante excisdo promovida pelo complexo CRISPR-Cas9, uma DSB (Double-strand Breaks)
que podera ser reparada por duas vias diferentes de reparo do DNA. O NHEJ (Non-homologous end-
joining) se baseia na uniao das extremidades de ambas as cadeias do DNA. Usualmente, tal reparo é
desejavel quando se tem o objetivo de inativar um gene, pois os mecanismos de NHEJ envolvem
complexos enzimaticos que podem aleatoriamente remover e adicionar bases nitrogenadas na regido
de reparo. A outra forma de reparo € a HDR (Homologous directed repair). Tal reparo ocorre quando
0s complexos enzimaticos responsaveis pelo reparo utilizam uma sequéncia modelo para realizar a
polimerizagéo da fita danificada. No ambito da pesquisa com CRISPR-Cas, técnicas diferentes podem
ser utilizadas para induzir ao reparo guiado por homologia, como utilizar variantes da enzima Cas9,
como Cas nickases e promover, no momento da reacao, um DNA doador, contendo, por exemplo, o
ponto de mutacdo de interesse corrigido.
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Além disso, € possivel também utilizar diferentes tipos de enzima Cas para
promover a edi¢cdo, como indicado na Figura 11. Com o aprofundamento no
conhecimento da estrutura da enzima Cas9, tornou-se possivel realizar a edi¢ao
génica desta proteina, com o objetivo dar a mesma diferentes fungdes. Tais edi¢bes
na enzima Cas permitem que ensaios que utilizem da enzima vao além da edicao
génica convencional, como modulacio transcricional de genes. E possivel utilizar
variantes da enzima sem a atividade catalitica, acoplando a ela efetores de transcricédo

ou fluorocromos marcadores.

Figura 11: Variantes da Enzima Cas e seus mecanismos de agao
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Fonte: Adaptado de (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2019)

A- Uso de Cas9 convencional, com apenas um sgRNA, promove uma exciséo, que é reparada
pelo maquinario celular e tende a gerar indels. B- Uso de dois sgRNA’s em regides flanqueadoras pode
promover, no genoma, uma delecédo em larga escala. C- Uso de variante nickase da enzima Cas, que
promove SSB’s ao invés de DSB’s. O uso desta variante da enzima Cas favorece o reparo guiado por
homologia. D- dCas9 (dead Cas9) é uma variante desta enzima sem a atividade endonuclease, pode
ser utilizada para varios métodos, como marcacdo de genes ou modulagdo de fendmenos
transcricionais. E- dCas9 associada a um dominio efetor, que atua como fator transcricional. Ao se
associar a um gene, este complexo dCas9/Dominio efetor pode modular os eventos de transcrigcdo

envolvendo o gene alvo do sgRNA.
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No momento, a técnica e variantes ja estdo sendo utilizadas em agricultura e
em pesquisas in vitro para o tratamento de doencas humanas, transitando entre
diferentes tipos de condi¢cdes patolégicas, como no tratamento de doencas virais,
oncologicas, cardiovasculares, obesidade, distrofias musculares, neuroldgicas,
respiratorias, de pele e hematolégicas (MOLLANOORI, 2018; FRANCO-TORMO et
al., 2018).

Estratégias estdo sendo utilizadas para tratar a doenca falciforme ao promover
correcdo da mutacdo que leva a troca de aminoacidos caracteristica da doenca
(DEVER, 2016). Também existem trés estratégias nas quais o CRISPR pode ser
aplicado para terapia de doencas oncéticas, sendo elas: o uso em modulacao
imunoterapica (para formar células CAR-T, por exemplo), em genoma e epigenoma
de células cancerosas e na modulacdo de fatores de viruléncia associados a

oncogénese em infecgdes virais (MOLLANOORI, 2018).

O sistema CRISPR-Cas9 em pesquisa em doencas neurodegenerativas ja
ocorre, no caso da DA e da DH, em estudos que aferem a possibilidade de reduzir as
consequéncias cognitivas e motoras dos processos patolégicos utilizando da
mecanica de edicdo génica provida pelo mecanismo molecular dado pelo sistema
CRISPR/Cas9 (ZHANG, 2016; DABROWSKA et al., 2018; SUN et al., 2018).

4.3.3 CRISPR-Cas aplicado a pesquisa de doengas neurodegenerativas

Inicialmente, a terapia génica vem sendo aplicada em doencas
neurodegenerativas por meio de técnicas que utilizam de vetores e mecanismos de
alteracdo génica provenientes de virus para realizar silenciamento génico ou
imunoterapia aplicada as doengas de Parkinson, Alzheimer, ataxia espinocerebelar e
esclerose lateral amiotrofica (DEVERMAN et al., 2018).

Certas doencas neurodegenerativas, porém, representam desafios na
aplicacao de terapias génicas, visto que a causalidade pode variar dependendo do
tipo de mutagdo ao processo patoldgico, como é indicado por Rohn e colaboradores
(2018). Nesta pesquisa, foram analisadas as possibilidades de aplicacédo de técnicas
envolvendo CRISPR-Cas9 e Donor DNA’s (DNA doador) na doenga de Alzheimer.
Apesar de reconhecerem que o sistema pode editar, essencialmente, qualquer gene

relacionado com mutagfes autossémicas que podem levar a DAIP ou que possam
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agravar as consequéncias da doenca de Alzheimer de inicio tardio, o uso de Vetores
Virais carregando plasmideos de expressdo ainda € mais popularizado como uma
possivel alternativa terapéutica em pesquisa, tendo em vista barreiras nas técnicas
que utilizam de CRISPR, dadas as edi¢Oes erroneas (off-targeting) que usualmente
ocorrem em ensaios com CRISPR-Cas (ZHANG et al., 2015; Rohn et al, 2018).

Por outro lado, técnicas que envolvam silenciamento génico devem ser
utilizadas com cuidado em qualquer doenca neurodegenerativa, pois em certos casos,
como na APP da DA e na huntingtina da DH, ambas as proteinas tém funcdes
fisiologicas, apesar de ndo completamente elucidadas. No caso da HTT, estudo feito
por Chen et al., (2005) sugere que a inativacdo do gene da HTT promove morte
precoce de neurdnios em cérebros murinos adultos, indicando que a inativacdo da

mesma pode nao ser recomendada (KOLLI et al., 2018).

Pensando por outro lado, a aplicabilidade do sistema CRISPR-Cas se torna
evidente, dada a capacidade, ndo so6 de silenciar genes, mas de manipular os genes
em regides especificas para que as proteinas resultantes sejam diferentes daquelas

gue condicionam processos patologicos.

4.3.4 Aplicacdo de CRISPR-Cas no ambito da pesquisa em Doenca de
Huntington

Foram analisados, neste trabalho, 6 artigos que utilizam da técnica CRISPR-

Cas como foco de pesquisa em terapia génica para a DH.

Quadro 1. Relagcédo dos artigos que pesquisam Doenca de Huntington,
com foco no alvo dos sgRNA e os resultados obtidos por cada artigo

ARTIGO ALVO NO DNA RESULTADO
Em fibroblastos de pacientes com DH, | 100% de recuperacdo de
1 - Permanent inactivation of | excisdo do Gene HTT em haplotipos | haplotipos mutantes

Huntington’s disease
mutation by personalized allele-
specific CRISPR/Cas9 (2016)

epidemiologicamente relevantes,
utilizando de SNP’s que gerem PAM’s e
gue s6 ocorrem em haplotipos mutantes.

recuperados com a edicao
bem-sucedida.

2 - Precise Excision of the CAG
Tract from the Huntingtin Gene by
Cas9 Nickases (2018)

Em fibroblastos de pacientes com DH
com diferentes quantidades de
repeticdes CAG, utilizando pares de
nickases que geram SSB

‘s (Single-strand Breaks),
parte das repeticdes.

removeram

Reducdo do tamanho das
repeticbes CAG, sem a
diminuicdo da expressdo de
proteinas com ndmeros
normais de repeticbes de
glutamina.
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3 - CRISPR/Cas9-mediated gene
editing ameliorates

neurotoxicity in mouse model of
Huntington’s disease (2017)

Em Modelos murinos de DH, utilizando
de CRISPR-Cas9 para 4 regibes
flanqueadoras do trato CAG e excisdo
completa do mesmo.

Reducédo da neurotoxicidade e
aumento da  capacidade
motora analisado por
imunohistologia e testes de
capacitacdo motora.

4 - CRISPR-Cas9 Mediated Gene-
Silencing of the

Mutant Huntingtin Gene in an In
Vitro Model of

Em Células-tronco mesenquimais de
modelos murinos de DH, utilizaram como
alvo a regido 5’UTR do éxon 1 do gene
HTT, para cessar a produgédo da proteina.

Maximo de 79% e minimo de
58% de reducdo na producéo
da HTT mutante, usando
NHEJ. O artigo néo informa as

Huntington’s Disease (2017) consequéncias da remocao
completa do gene em
neurdnios.

5 - Reversal of Phenotypic | Em hiPSC’s (Human Induced | Correcdo e filtragem de células

Abnormalities by CRISPR/Cas9- | Pluripotent Stem-Cells) de pacientes | corrigidas, seguida de

Mediated Gene

Correction in Huntington Disease
Patient-Derived Induced
Pluripotent

Stem Cells (2017)

com DH, ocorreu a remocdao, por meio de
nickases, do cédon de inicio do gene HTT,
seguido por HEJ promovido por
transposons (estratégia "Piggy-Bac”).

diferenciacdo das células para
neurdnios sinapticamente
estaveis e funcionais.

6 - CRISPR/Cas9 Editing of the
Mutant

Huntingtin Allele In Vitro and In
Vivo (2017)

Em fibroblastos de pacientes e
modelos murinos com DH, promovem a
remoc¢&o do gene HTT mutante em casos

Razdo de expressdo HTT
mutante/HTT normal tende a
expressdo de HTT normal e

de heterozigose, visto que apenas PAM’s | reducdo de 40% da HTT

de alelos mutantes séo alvo dos sgRNA’s | mutante em hemisférios
cerebrais de modelos murinos
tratados.

Fonte: (SHIN et al., 2016; DABROWSKA et al., 2018; YANG et al., 2017; KOLLI et al.,
2017; XU et al., 2017; MONTEYS et al., 2017).

Os trabalhos que pesquisam a aplicabilidade de CRISPR/Cas em DH tem como
foco principal a remocao/silenciamento da variagdo mutante da proteina HTT. Ao
remover a por¢cdo do motivo de repeticdo CAG, ou até mesmo silenciar o gene, 0s
pesquisadores aferiram, entre outros fenébmenos, cessamento da producédo de HTT
mutante, diminuicdo macroscépica dos aglomerados formados pela HTT mutante e,
também, aumento das capacidades motoras de modelos murinos afetados pela
doenca (SHIN et al., 2016; DABROWSKA et al., 2018; YANG et al., 2017; KOLLI et
al., 2017; XU et al., 2017; MONTEYS et al., 2017).

Em relagcdo a metodologia podemos perceber certos padroes de escolha,
principalmente no que se diz respeito a escolha do método de edi¢cao (qual tipo de
enzima Cas9 ou sgRNA), qual a regido génica que sera alvo da edicdo e o método
utilizado como vetor para a entrega de tais elementos génicos para as células ou
modelos murinos. Na Figura 12 esté sintetizada a relagdo, entre os artigos, destas

escolhas de metodologia.

Dentre as escolhas de metodologia é perceptivel que o modelo experimental

foi o mais variado, possivelmente porque a otimizagéao do protocolo para promover as
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maiores alteracdes fenotipicas dependem do modelo estudado. O gene alvo foi
apenas um, o gene HTT. Apesar disso, regides diferentes do gene foram escolhidas

pelos estudos realizados.

Figura 12: Distribuicdo dos artigos nos quesitos de Objetos de Estudo (A),
Gene Alvo (B) e Método de Transferéncia (C).
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Fonte: (SHIN et al., 2016; DABROWSKA et al., 2018; YANG et al., 2017; KOLLI et al.,
2017; XU et al., 2017; MONTEYS et al., 2017).

A- A escolha do objeto de estudo ou modelo de estudo foi o dado mais variado dentre os
artigos. Dois dos estudos usaram fibroblastos extraidos de pacientes com DH e outros dois
utilizaram modelos murinos in vivo. A escolha do objeto de estudo, neste caso, confere ao
trabalho mais énfase nas caracteristicas fenotipicas cuja edicao da para o modelo.

B- Para a DH, ha um consenso no alvo de edigdo, pois a doenga é causada por um tipo de
mutacdo em apenas um gene, gerando o gene HTT mutante (mHTT). Por isso, 4 dos 6
artigos escolheram, diretamente, encurtar o tamanho da cauda de CAG do mHTT. Por mais
gue os outros dois artigos focaram em diferentes regides, ainda assim o foco € diminuir ou,
até mesmo, cessar a producdo da HTT mutante.

C- O método de transferéncia dos elementos génicos ird depender, principalmente, do
modelo de estudo. Para modelos murinos, faz-se necessaria a injecdo direta de vetores
(neste caso, vetores virais) para a entrega do material génico nas células de interesse. Os
vetores virais foram utilizados, também, para realizar a entrega do material em células In
vitro, apesar de que técnicas de eletroporacdo sdo mais viaveis para realizar integracéo de
plasmideos a estes modelos, como evidenciado por 3, dos 6 estudos.
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Um outro fator que foi relevante nos artigos foi a estratégia utilizada pelas
pesquisas, para realizar, de fato, as edicbes. Apesar de todos utilizarem a atividade
endonuclease da Enzima Cas9, a forma como estes cortes foram realizados pode dar
a edicao efeitos diferentes. Por exemplo, artigos como os de DABROWSKA et al.,
2018 e XU et al., 2017 (Artigos 2 e 5 do Quadro 1, respectivamente) escolhem utilizar
uma variacao de nickase da enzima Cas9 adquirida ao alterar a sequéncia de DNA
codificante, de forma a silenciar a por¢do que da a atividade catalitica aos dominios
RuvC ou HNH, responsaveis por realizar as quebras-duplas de cadeia. Ao silenciar
um destes dominios, gera-se uma enzima nickase, capaz de gerar quebras de fita-
Gnica (SSB’s ou Single-strand Breaks) (CONG et al., 2013).

A escolha de usar uma versao de nickase, cujo mecanismo é demonstrado na
Figura 13, vem de estudos como o realizado por Ran et al. (2013), que descreveram
0 uso de dois sgRNA’s associados a Cas Nickases. Em tal estudo, os pesquisadores
aferiram que usar a dupla de Cas Nickases, em contraste a usar a Cas9 convencional,

aumenta a especificidade de edicao (reducao de off-targeting) em até 1000 vezes.

A producdo de uma variante da enzima Cas tem como principio a edicdo dos
dominios desta proteina (dominio cataliticos) conhecidos como RuvC e HNH. Ao
promover silenciamento de um destes dominios, a enzima perde a capacidade de
promover excisao em ambas as fitas, pois o0 DSB é promovido por ambos os dominios

simultaneamente.

Uma observacdao relevante é que os artigos que utilizaram da técnica baseada
em nickases para promover a edicdo, realizaram testes de deteccao de off-targeting
baseados em softwares como CRISPOR ou técnicas como o Surveyor assay, € nao
encontraram nenhuma mutacao fora dos locais de alvo dos sgRNA'’s. Por outro lado,
dois dos trabalhos que usaram a Cas9 convencional, como os artigos de YANG et al.,
2017 e MONTEYS et al., 2017 (artigos 3 e 6 do Quadro 1, respectivamente), puderam

identificar efeitos de off-targeting dados pela acao da enzima.
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Figura 13: Diagrama demonstrando a acdo de duas variacdes da enzima
Cas Nickase ao realizar os Single-strand Breaks.
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Fonte: Adaptado de (WANG et al., 2018)

Neste caso, usa-se dois sgRNA'’s para circundar uma regido génica de interesse. No primeiro
exemplo, aenzima Cas9 D10A, que contém o dominio RuvC mutado e, portanto, sé realiza as clivagens
na fita alvo (fita complementar ao sgRNA). No segundo exemplo, usa-se a Cas9 H480A, que tem o
dominio HNH mutado e, portanto, sé realiza a clivagem na fita ndo-alvo (fita que contém o PAM). O tipo
de enzima utilizada altera os overhangs formados e, por isso, pode alterar os fenbmenos de reparo
guiado por homologia.

Além do uso de nickases para favorecer o reparo guiado por homologia, alguns
utilizaram apenas modelos heterozigotos cujos haplotipos continham, no gene HTT, a
formacdo de PAM'’s que permitissem apenas a clivagem do alelo mutante e n&o do
alelo saudavel. Tal diferenciacdo é importante porque, apesar de pouco estudada,
sabe-se que a HTT saudavel promove fun¢cdes como o crescimento axonial e

desenvolvimento neuronal.

Em relagdo a metodologia, é perceptivel o nimero de combinagfes possiveis
para realizar testes de edicdo génica. Algumas escolhas se apresentam como mais
viaveis quando se pensa na terapia génica da DH. O uso, por exemplo, de métodos
que visem 1) reduzir o numero de edi¢des off-target utilizando nickases e ensaios
preditivos, 2) promover a edicdo apenas de alelos mutantes, utilizando de PAM’s que
ocorrem em haplotipos mutantes e 3) promover maior fidelidade de edi¢céo ao induzir
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reparo guiado por homologia, se mostraram, nestes estudos, como as escolhas mais

eficientes para as estratégias de edicao.

Quanto aos resultados, todos os artigos apresentaram sucesso no processo de
clivagem, por si sO, do DNA. Alguns artigos, além de demonstrarem as taxas de
recuperacdo de clones tratados, ou 0 sequenciamento da regido de clivagem pés-
tratamento (presente em todos os artigos) realizaram, ainda, implicacdes fenotipicas
dos efeitos da aplicacéo da técnica. Um exemplo dentre estes é o artigo 3, que utilizou
pares de sgRNA's para realizar a clivagem em modelos murinos. A avaliacdo dos
camundongos mostrou recuperagcdo das capacidades motoras apos o tratamento,
além disso, cortes histologicos realizados a partir do encéfalo dos modelos animais,
corados por reagentes imunofluorescentes, demonstraram diminuicdo consideravel

dos niveis de HTT mutante, como evidenciado na Figura 14.

Figura 14: Dois ensaios de imunofluorescéncia para aferir a deplecdo da
producdo de APP nas células tratadas, em relacdo as nao-tratadas.

CMV-Cas9 only CMV-Cas9 + HTT-gRNA
-HTT-gRNA

+HTT-gRNA

Fonte: Adaptado de (YANG et al., 2017)

Na esquerda, um ensaio controle utilizando apenas a enzima Cas9 (células ndo-tratadas),
demonstra a HTT mutante, marcada por verde fluorescente e o controle negativo, marcando o gRNA,
ndo presente neste ensaio. A direita, no ensaio utilizando a enzima e o RNA guia, é evidenciada a
reducdo dos pontos de fluorescéncia referentes a HTT mutante e a marcacdo do gRNA. Em
comparacao dos dois ensaios, a reducdo da producdo da HTT indica sucesso no processo deplecéo
dos niveis da proteina mutante.

Na pesquisa realizada por XU et al., 2017 (Artigo 5 do Quadro 1), utilizaram a
técnica de nickases e piggy-bac para promover reparo guiado por homologia, além de
realizarem técnicas de imunofluorescéncia nas células editadas, notaram que,
mediante tratamento, as células neuronais tinham sua excitabilidade recuperada. Tal

fendbmeno pode ser uma consequéncia da deplecdo dos niveis de HTT mutante
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presente nestas células. Outros fendbmenos, como recuperacdo da reatividade a

fatores de crescimento e atividade mitocondrial também foram reportados.

Ambos os artigos que aplicaram a técnica focando em modelos heterozigotos,
para excisdao apenas da mutacdo no alelo mutante foram bem-sucedidos.
Comprovando, por meio de regides de monitoramento, presentes em ambos os alelos,
mas que foram excisadas do alelo mutante, técnica utilizada para garantir que a

excisao ocorreu apenas no alelo mutante, como mostra a Figura 15.

Figura 15: Sequenciamento de dois clones antes e depois da excisao

promovida por CRISPR-Cas9, provenientes do artigo 1.

5. AGGGTTAATC AGTGTTAACT. TCTCACTGGG TGAACTAGCA. .3

5. . AGGGTTAATCAAGTGTTAACT. . TCTCACTGGGGTGAACTAGCA. .3
Fonte: Adaptado de (SHIN et al., 2016)

Nota-se que, nas linhagens parentais, antes do tratamento, existe um ponto de sobreposicéo
de dois nucleotideos diferentes (A e G). Isso ocorre porque tais células sdo heterozigotas e, no alelo
mutante, existe um SNP que se encontra na regido de clivagem da enzima Cas9. Nos clones alvo (linha
inferior), fica evidente a auséncia deste ponto de heterozigose, pois o alelo mutante foi removido, em
ambos 0s casos.

4.3.5 Aplicacdo de CRISPR-Cas no ambito da pesquisa em Doenca de Alzheimer

Foram analisados, neste trabalho, 4 artigos que utilizaram do sistema
CRISPR/Cas com foco em terapia génica para DA.

Quadro 2: Relagédo dos artigos que pesquisam Doenca de Alzheimer, com
foco no alvo do sgRNA e os resultados obtidos por cada artigo

ARTIGO ALVO NO DNA RESULTADO

Em fibroblastos e neurbnios de | Foi observada uma reducao de

1 - CRISPR/Cas9 Mediated

Disruption of the Swe

dish

APP Allele as a Therapeutic

Approach
for  Early-Onset
Disease

Alzheimer’s

modelos murinos heterozigotos para o
alelo mutante Swedish, foi alvejada
apenas a remocédo dos genes mutantes,
utilizando de PAM que ocorre adjacente ao
ponto de mutagdo, preservando o gene
normal.

60% dos niveis de fragmentos
AB produzidos nas linhagens
editadas, sem alteracdo do
alelo WT e, portanto, sem
diminuicAo da producéo de
APP.
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2 - CRISPR/Cas9-Correctable
mutation-related

molecular and physiological
phenotypes in
iPSC-derived Alzheimer’s

PSEN2N141I
neurons (2017)

Em células pluripotentes derivadas de
pacientes heterozigotos com mutacdes
para a PSEN2, foi utilizado um sgRNA
especifico para o alelo mutante (N141l) e
um oligo nucleotideo de fita-simples para
servir de modelo para reparo guiado por
homologia.

Tanto a razao APR42/AB40
aumentada, guanto a
excitabilidade diminuida de
neurbnios mutados, foram
revertidos mediante correcéo
por CRISPR/Cas e reparo
guiado por homologia

3- A CRISPR/Cas9 based strategy
to manipulate the

Em modelos murinos WT, células
derivadas de pacientes e células de

O ato de truncar a por¢do C-
terminal da APP diminuiu a

Alzheimer’s amyloid pathway | modelos murinos, foiclivadaaregidoque | agdo da  [B-secretase e
(2018) codifica para a porcédo C-terminal da APP, | aumentou a acdo da a-
com o objetivo de truncar esta porcdo da | secretase, dando a esta edicéo
proteina. um carater neuroprotetor, em
todos os modelos estudados.
4 - Generation of a gene-| Em células derivadas de um paciente

corrected isogenic control hiPSC
line derived from a

familial  Alzheimer's  disease
patient carrying a L150P mutation
in

presenilin 1 (2016)

contendo uma mutagdo pontual no
gene da PSEN1, foi clivada a regido da
mutacdo pontual e um oligo nucleotideo
doador com a sequéncia corrigida serviu
para o reparo guiado por homologia.

Foi possivel, a partir da técnica
de edicdo, reverter a mutacao
pontual que ocorre naquela
linhagem celular.

Fonte: (GYORGY et al., 2018; ORTIZ-VIRUMBRALES et al., 2017; SUN et al., 2018;
POON et al., 2016)

Para a aplicacdo de CRISPR-Cas na DA, ao contrario do que se realiza em DH,
€ mais improvavel focar em apenas um gene. Isso ocorre porque a DA é uma doenca
multigénica e as mutac¢des que causam a doenca podem se encontrar em diferentes
genes. Os trabalhos analisados nesta revisao, por exemplo, focam exclusivamente
nas presenilinas e na APP, que fazem parte da hipétese amiloide do desenvolvimento
da DA. Apesar disso, outros genes ja foram associados ao desenvolvimento da DA
(FRIDMAN et al., 2004).

Por serem apenas quatro artigos analisados, os métodos de aplicacdo nao
variam tanto quanto na DH. Em relacdo a metodologia dos artigos, temos que: ao
contrario da doenca de Huntington, os artigos que utilizaram o sistema com foco na
DA nao divergiram nas metodologias de excisdo ou até mesmo nas estratégias. 1Sso
ocorre, possivelmente, pelo fato de que a DA € uma doencga multigénica, ou seja, as
mutacOes causadoras (ou agravadoras) da doenca ocorrem em genes diferentes,
fazendo com que o foco seja a escolha do alvo e ndo o método de excisdo. Todos 0s
artigos utilizaram enzimas Cas9 convencionais para promover DSB’s (GYORGY et al.,
2018; ORTIZ-VIRUMBRALES et al., 2017; POON et al., 2016).

Em alguns casos, como nos artigos de ORTIZ-VIRUMBRALES et al., 2017 e
POON et al., 2016 (Artigos 2 e 4 do QUADRO 2) os DSB’s foram gerados com o
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objetivo de promover o reparo guiado por homologia, a partir de uma sequéncia de
DNA doadora, que contém a mutacao corrigida. Ja em outros casos, como no estudo
de SUN et al., 2018 (Artigo 3 do QUADRO 2), os DSB’s nédo foram gerados para
corrigir uma mutagdo e sim para promover alteragdes conformacionais na proteina
presente em camundongos WT (saudaveis) e células humanas com o gene APP

normal.

Dos quatro artigos, existe destaque ao de SUN et al., 2018, pois neste trabalho
o foco dos pesquisadores foi alterar, ndo as células mutantes, mas as células
saudaveis provenientes de camundongos (WT) e humanos. O objetivo do trabalho foi
de realizar edicdo génica em pequenos fragmentos de proteinas que tem papel

importante na patogenia de doencas.

No caso, uma por¢cao génica da APP, responsavel por codificar a por¢do C-
terminal da proteina, foi excisada. Mediante edicdo, os 36 aminoacidos finais da APP
estavam truncados. Na presenga de APP truncada, a quantidade de fragmentos A
formados era menor e a quantidade de fragmentos Aa era maior. Tal consequéncia
da edicdo é importante, pois a promog¢dao da acao da a-secretase vem sido
considerada como neuroprotetora. Os autores hipotetizaram que ao truncar tal regido
da APP, a acdo da [3-secretase era prejudicada, pois a mesma era incapaz de se
associar corretamente a proteina, enquanto a agdo da a-secretase era favorecida,
fornecendo a edicdo um efeito neuroprotetor. Alguns ensaios promovidos no trabalho

de SUN et al., 2018 podem ser consultados na Figura 16 e na Figura 17.

A B-secretase era incapaz de se associar a APP pois, quando a APP esta
truncada, a regido C-terminal ndo se encontra disponivel para a atuagdo da f-
secretase. Apesar disso, a APP ainda esta disponivel para acdo da a-secretase,
aumentando a probabilidade da acdo desta enzima sobre a APP. As hipoteses
formuladas pelos autores foram: A) A incapacidade de formagdo do complexo (-
secretase/APP se deu porque a APP foi incapaz de sofrer suas alteracbes pos-
traducionais no complexo de golgi; B) A porcéo truncada da APP era responsavel por
sinalizar a internalizacédo da proteina em vesiculas momentaneamente, para que ela

pudesse ser processada pela (-secretase.
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Figura 16: Modelo da APP, regido génica de interesse e alvo do sgRNA no

ensaio em modelos murinos Wild-Type

o \ o __L__l_ X moAPP-sgRNA .
L}‘ %. ?““‘q}u ! 5’ | leg?mn;m tggt t—3
1 8 e A4+ —(Cacalccalccatcatggcgiggtggaggt —
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ggttcgaacaaaggcgeccatcatecggactecatggtgygoggegttgtecatagecaaccgtgattgtecatecaccety
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Epitopo reconhecido pelo anticorpo Y188

Fonte: Adaptado de (SUN et al., 2018).

Utilizaram um modelo murino para aferir os efeitos da exciséo na proteina. O sgRNA utilizado
foi 0 moAPP-sgRNA para os modelos murinos e huAPP-sgRNA para as células humanas. O gene APP
dos camundongos e humanos diferem por duas bases na por¢cdo upstream do PAM. O sitio PAM se
localiza na regido correspondente a porcado C-terminal da proteina APP e estd distante do sitio de
clivagem da BACE-1, enzima necessaria para iniciar o processo de B-clivagem. Foi utilizado como
método de controle um anticorpo Y188, que se liga ao epitopo que corresponde a regido clivada pelo

sgRNA em questéao.

Figura 17: Ensaios realizados para demonstrar a eficiéncia de excisao e
os niveis de fragmentos B-amildides apds a edicao

Y188 Tubulin

=2

| Ag-40| [Ap-a2]
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2000 200
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1000-{ [l **** 100
b

{(pa/mgtotal protein)

O cntl app-  "Cntl APk
sgRNA sgRMNA

huAPP-sgRNA control-sgRNA

Fonte: Adaptado de (SUN et al., 2018).

A — Como método de controle, células sofreram imunocoloracédo para indicar a afinidade dos
anticorpos Y188 pela amostra. No caso na amostra controle, na presenca de um sgRNA sem afinidade
pelo gene APP, os anticorpos se mostram evidentes. O contrario € percebido nas amostras que contém
0 huAPP-sgRNA, que gera excisao na regido que corresponde ao epitopo reconhecido pelo anticorpo

Y188. B — As quantidades de fragmentos $-amildides produzidos foram quantificadas.
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As metodologias de aplicacdo da técnica na DA seguem 0 mesmo raciocinio.
Por terem como foco a hipotese amiloide do desenvolvimento da DA, todos os
trabalhos (com excec¢éo do artigo 4 do quadro 2) aferem os niveis de producao dos

fragmentos B-amiloides.

No caso do artigo de ORTIZ-VIRUMBRALES et al., 2017, um outro fendbmeno
foi evidenciado. Mediante a edicdo da mutacdo pontual da PSEN2, as células
recuperavam a sua neuroexcitabilidade, a niveis semelhantes aos das células
controle, indicando uma possivel relacéo entre a mutacdo que ocorre na PSEN2 e os

fendmenos de perda de excitabilidade presentes em casos de DAIP.

Fica claro que, no caso da DA, é mais dificil isolar apenas um gene para a
reversdo dos eventos patolégicos da doenca, pois a DA € uma doenca multigénica,
ao contrario da DH. Apesar disso, os estudos que aplicam as técnicas de edicdo na
DA ja sdo de grande importancia para a bibliografia acima do tema, pois cada edicéo
demonstra os efeitos presentes na auséncia do gene editado. Tal observacgéo vale
para os estudos em ambas as doencas. Mediante edi¢do génica, por mais que o efeito
terapéutico ou a reversao de fenétipo ndo seja observada, ou seja observada em
niveis minimos, continua sendo importante analisar os efeitos que a remocéao daquele

gene/proteina tem sobre os organismos estudados.
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5 DISCUSSAO

Como amplamente divulgado, as doencas neurodegenerativas aqui estudadas
sao inevitavelmente progressivas e incuraveis. Seu tratamento é apenas paliativo e,
portanto, novas metodologias devem ser exploradas para atuar como medida
terapéutica para estas condi¢cdes. A Doenca de Huntington (DH) é causada por
mutacdes no gene da Huntingtina (HTT), que ao receber adicbes de trincas de CAG,
€ transcrita e traduzida em uma proteina anémala, que tem funcdo atenuada e
promove eventos de neurotoxicidade por diversos mecanismos diferentes. A DA, por
outro lado, pode ser causada por deficiéncias genéticas, especialmente quando em
seu subtipo de inicio precoce. As mutacdes que levam a Doenca de Alzheimer de
Inicio Precoce s&o variadas e podem afetar diferentes proteinas envolvidas em
processos bioldgicos segregados (SERENIKI 2008; LANE et al., 2017).

Para ambas, a farmacoterapia atualmente disponivel tem como foco o
postergamento dos sintomas, utilizando de farmacos que manipulem vias
intracelulares relevantes ao processo patolégico. Por ser um tratamento apenas
postergador, e ndo curativo, faz-se necessaria a busca por novas metodologias

terapéuticas.

Foi a partir da ideia de explorar as novas possibilidades em medidas
terapéuticas, que o presente trabalho foi realizado, com o objetivo de analisar os
trabalhos que apliqguem o sistema CRISPR-Cas e suas variantes em modelos de
Doenca de Huntington (DH) e Doenca de Alzheimer (DA), com a finalidade de

promover medidas terapéuticas.

Diante dos resultados obtidos, identifica-se elementos das técnicas que estao
sendo utilizadas pelos artigos que aplicam CRISPR-Cas9 em modelos da DA e da

DH, assim como comparar as diferencas de aplicacéo entre as duas doencas.

Foram analisados 10 artigos ao todo, sendo que 4 correspondem a edicéo
génica em modelos da DA e 6 em modelos da DH. E perceptivel, a partir do nimero
de estudos, que a DH atrai mais adeptos a aplicar técnicas de edicdo génica em
modelos de doencas neurodegenerativas, se comparada a DA, isso se da,
provavelmente, porque a DA é uma doenca multigénica. No quesito de terapia génica
com o sistema CRISPR-Cas9 e suas variantes, uma doenca ser multigénica implica

em certos desafios. Primeiramente, em grande parte dos casos, a remogéo/edi¢céo de
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apenas um fragmento génico ndo seria o suficiente para promover uma medida
terapéutica, tendo em vista que mais de um gene pode estar promovendo o
estabelecimento do processo patologico. Outro fator a ser considerado € que, além
da DA ser causada por mais de uma mutagcdo em mais de 5 genes diferentes, a
atuacdo de cada mutacdo no estabelecimento da doenca ainda nao € elucidada,
tornando dificil a avaliacdo fenotipica dos efeitos que cada edicdo traz ao modelo

editado.

Evidencia-se, ao analisar a aplicacdo do sistema CRISPR-Cas em modelos da
DA, que os mesmos tendem a nao focar em apenas um gene. Mesmo aqueles que
focam em um gene, como no caso de dois artigos que realizaram edi¢cao da Proteina
Precursora Amildide (APP) realizam edicbes em porcdes diferentes do gene e com
finalidades diferentes. Isso pode ser explicado pela bibliografia presente acima da
doenca, que indica que a doenca de Alzheimer de inicio precoce pode ser causada
por uma variedade de mutacdes em diferentes genes (CACACE; SLEEGERS; VAN
BROECKHOVEN, 2016).

Enfatiza-se aqui que, além de serem poucos artigos que focam em genes
diferentes, os trabalhos focam apenas em genes que codificam para proteinas
presentes na hipotese da Cascata amiloidal. Tal hip6tese é apenas uma, das outras
cinco que foram formuladas para elucidar os acontecimentos que levam ao
desenvolvimento da DAIP (BONDI; EDMONDS; SALMON, 2017; GYORGY et al.,
2018; SUN et al., 2018).

Para modelos da DH o foco da metodologia néo foi o de escolher o gene alvo,
mas o de otimizacdo dos protocolos de edicdo, haja vista que o gene causador da
doenca de Huntington, assim como o tipo de mutacdo que leva ao estabelecimento
da doenca, ja sdo amplamente reportados (BATES et al., 2015; PERKINS, 2017).

Ambos os grupos de artigos tém como foco na metodologia dos trabalhos evitar
gue o reparo, que segue a edi¢cao realizada pelo sistema CRISPR-Cas, seja nao-
homologo. Possivelmente porque um reparo ndo-homologo, como o NHEJ ou non-
homologous end-joining parte do principio de geracao de pequenas indels (insercbes
e delecbes aleatdrias) em torno da regido de edicdo. Tal estratégia poderia ser

aplicada, em casos onde o foco € silenciar um gene por completo, mas quando o
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objetivo é promover a remocao de uma mutacdo, tal metodologia permanece em
segundo plano, como ja reportado (LIU et al., 2019; WANG et al., 2018).

Para evitar tal mecanismo de reparo, os trabalhos aplicaram diferentes
técnicas. A mais predominante foi a de prover as células um molde de DNA, que
contém homologia com as regides que flanqueiam o ponto de excisédo, para aumentar
a probabilidade de a célula utilizar do modelo para realizar reparo guiado por
homologia. Uma outra forma de promover o reparo guiado por homologia foi o de
utilizar uma variante nickase da Cas9, nomeada Casn. Esta variante realiza um single-
strand break (SSB), no lugar de um double-strand break (DSB). Corrobora-se, pela
bibliografia presente acima do tema, que ambas as técnicas aumentam a
probabilidade de a via de reparo ser guiada por homologia (LIU et al., 2019; WANG et
al., 2018; TREVINO; ZHANG, 2014).

A metodologias de entrega do material génico seguiram padrées em ambos os
grupos. Utilizando vetores virais para promover a insergdo génica em modelos
murinos e técnicas de eletroporacao para insercao de plasmideos em modelos in vitro.
O uso de vetores virais para entrega do material em modelos in vivo ainda € a mais
utilizada, dada a capacidade que os vetores virais tém de reconhecer diferentes tipos
celulares (XU et al., 2019)

Ressalta-se que, no ambito da aplicacao da edi¢cdo génica na DH, ocorreram
discrepéancias entre o que foi reportado no artigo e a bibliografia basica acima do tema.
No trabalho de KOLLI et al., 2017, reportam uma metodologia de excisdo que envolve
a remocdo de duas porcdes do gene da Huntingtina (HTT), para promover
silenciamento alelo-inespecifico do gene. No artigo, é argumentado que nado existem
dados e argumentos robustos o suficiente para indicar que o silenciamento do gene
seja prejudicial ao sistema nervoso de individuos adultos. Apesar disso, SCHULTE;
LITTLETON, 2011, reportam, em sua revisdo, que a remog¢ao do gene HTT em
modelos da doenca de Huntington afeta o desenvolvimento de cérebros adultos, tendo

que a edicao de individuos doentes deve ter como foco apenas o alelo mutante.

Apesar dos desafios apresentados na aplicacdo da técnica em doencas
monogénicas e multigénicas, todos os artigos aqui apresentados foram capazes de
realizar edi¢cdes génicas com alta precisdo, em modelos variados de ambas as duas

doencas. Tais resultados representam a possibilidade de aplicacdo futura do sistema
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CRISPR-Cas como medida terapéutica para doencas neurodegenerativas, apesar de
nao estarem no mesmo cenario das técnicas que ja sao aplicadas em testes clinicos
em humanos, como os utilizados para tratar cegueiras congénitas, beta-talassemias
e certos tipos de cancer, como linfomas (RUAN et al., 2017; KHOSRAVI et al., 2019;
ZHAO et al., 2017).

Ainda assim, a perspectiva dada pelo cenario atual € promissora, tendo como
referéncia o aumento consideravel no nimero de estudos que aferem a aplicabilidade
do sistema em doencas humanas e, com sucesso, sao capazes de reverter perfis

fenotipicos e retomar funcdes bioldgicas normalizadas.
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6 CONCLUSAO

Doencas neurodegenerativas sdo condi¢cdes patolégicas de alto impacto na
saude dos acometidos, pois sdo de dificil diagndstico definitivo, carregam sintomas
incapacitantes, s&o incuraveis e inevitavelmente progressivas. Esforcos sao
realizados, por parte da comunidade cientifica, para elucidar os mecanismos

fisiopatogénicos que levam ao estabelecimento destes processos patologicos.

A doenca de Alzheimer (DA) e a doenca de Huntington (DH) sdo exemplos
destas condicbes. Ambas sdo causadas por neurodegeneragao, inicialmente em
porcdes diferentes do cérebro e que, ao fim, tendem a causar perda de capacidades

motoras e cognitivas.

Para ambas, a farmacoterapia atualmente disponivel tem como foco o
postergamento dos sintomas, utlizando de farmacos que manipulem vias
intracelulares relevantes ao processo patolégico. Por ser um tratamento apenas
postergador, e ndo curativo, faz-se necesséaria a busca por novas metodologias

terapéuticas.

7

A terapia génica por intermédio do sistema CRISPR-Cas9 é uma das
possibilidades de uso no campo da terapia génica. Apresenta vantagens como a
relativa facilidade em promover ensaios de edicdo génica com precisao de até um par-

de-bases.

Foram analisados 10 artigos ao todo, sendo que 4 correspondem a edicéo
génica em modelos da DA e 6 em modelos da DH. As técnicas de edi¢do aplicadas a
Doenca de Alzheimer de Inicio Precoce (DAIP) apresentaram intencédo de elucidar
guais os genes alvo seriam de maior eficacia para reverter os perfis fenotipicos da
doenca. Os que aplicaram a edicdo em DH tiveram como foco otimizar os protocolos

de edicdo, para promover a maior eficacia de edicdo em apenas um gene alvo.

Apesar disto, alguns trabalhos se destacam por promover edi¢bes que vao
além da remocdo de mutacbes para promover reversao fenotipica. Um exemplo
destes trabalhos focou em promover alteragbes na proteina precursora amiléide

saudavel, com a intengcdo de promover uma variante da proteina incapaz de
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estabelecer o processo patoldgico da DA, de acordo com a hipotese da Cascata

amiloidal.

Artigos que aplicaram o sistema CRISPR-Cas9 na DH focaram em otimizar a
metodologia utilizada para promover a edigcdo mais eficiente possivel. Diferentemente
dos artigos acima da DA, os que trataram da DH utilizaram de metodologias
diferenciadas, como o uso de variantes de CRISPR-Cas. Para os artigos que trataram
da DH em modelos in vivo, a analise da capacidade motora dos camundongos foi
evidenciada, além disso, em modelos in vitro, houve a andlise da recuperacdo bem-

sucedida das capacidades eletrofisiolégicas dos neurénios.

Em comparacao da aplicabilidade do sistema CRISPR-Cas entre a DA e a DH,
tem-se que o uso da edicdo génica em uma doenca monogénica (causada por
mutacfes em apenas um gene) € facilitado, quando comparada a uma doenca
multigénica (causada por multiplas mutacdes e multiplos genes). Nao s6 pelo fato de
gue uma doenga multigénica tem mais fatores a serem editados, mas sim porque
antes de serem editados, tais genes devem ser profundamente estudados, para que
seja possivel ponderar a relevancia fisiolégica deste gene, com 0s riscos de promover

uma edicao génica no mesmo e os beneficios que tal edicdo trard ao modelo tratado.

Analisando o cenério atual da aplicabilidade do sistema CRISPR-Cas para
promocao de medidas terapéuticas em doencas neurodegenerativas, em especifico a
DA e a DH, pode-se concluir que € possivel promover edi¢cdes de alta eficiéncia em
ambas as doencas, mas ndo necessariamente tal edicdo € acompanhada de
alteracdes fenotipicas relevantes o suficiente para promocao de efeito terapico. Por
outro lado, técnicas de edicdo que obtiveram bons resultados de reversao fenotipica
(mais frequentes nas pesquisas acima da DH) se encontram a um passo a frente no

processo de promoc¢ao de medidas terapéuticas alternativas.

Por fim, vale notar que a aplicabilidade das técnicas elucidadas pelos artigos
envolvendo o sistema nervoso de seres humanos, apesar de estarem em constante
desenvolvimento, ainda se encontram distantes de serem protocolos otimizados e

séo, por hora, inviaveis para aplicacao clinica.
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