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Resumo

Introducgado: A doenca de Alzheimer (DA) € um disturbio neurodegenerativo complexo.
Mecanismos como mutagao de genes que codificam a proteina precursora amiloide (APP)
e a proteina Tau estao envolvidos na doenca, evidenciado pelo aumento da producao da
proteina B-amiloide, o principal componente das placas senis, e a presenca de agregados
intraneuronais e emaranhados neurofibrilares, ambos derivados destas respectivas
proteinas. Recentes estudos tém demonstrado que a tecnologia de RNA de interferéncia
(RNAI), assim como o sistema CRISPR/Cas9, podem potencialmente controlar a DA,
inibindo a expressao proteica de genes especificos, como a APP e da proteina Tau
envolvidos na doenca, ativando um processo de degradacao de uma sequéncia gendmica
especifica. Objetivo: Investigar os efeitos fisiolégicos da DA, assim como, reunir
informacdes atualizadas sobre o RNAi e CRISPR/Cas9, e avaliar ambos potenciais
terapéuticos nessa doenca. Métodos: Foi realizada uma revisao bibliografica buscando
artigos académicos relacionados a DA e suas novas possibilidades de tratamento
envolvendo o mecanismo de RNA de interferéncia e CRISPR/Cas9. Resultados: Tanto o
RNAi quanto CRISPR/Cas®@ mostraram ter um grande potencial para a reversdo da
mMutacao génica da DA, capazes de fornecer um metodo eficiente para aplicacdes clinicas
nessa patologia. Enquanto o uso primario do sistema CRISPR/Cas9 é induzir a edicdo
genética diretamente no DNA, o RNAI € um processo modificador da expressao génica
pos-transcricional. Conclusao: Essas ferramentas de silenciamento génico e edicao
gendmica permitem que sejam possiveis Nnovos tratamentos para DA por meio do controle
da expressao de genes relacionados a sua patogénese.
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Abstract

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a complex neurodegenerative disorder.
Mechanisms such as the mutation of genes that encode a precursor amyloid protein
(APP)and Tau protein are involved in the disease, evidenced by the increased production
of B-amyloid protein, the main component of senile plaques, and the presence of
intraneuronic and tangled neurofibrillaries aggregates, both derived from these proteins.
Recent studies have shown that RNA interference (RNAi) technology, such as the
CRISPR/Cas9 system, can potentially control an AD, inhibit the protein expression of
altered genes, such as an APP and the Tau protein affected in the disease, activating a
process degradation of a specific genetic sequence. Objective: To investigate the
physiological effects of AD, as well as to gather updated information on RNAI and
CRISPR/Cas9, and to evaluate the same therapeutic uses in this disease. Methods: A
literature review was carried out, looking for academic articles related to AD and its new
treatment possibilities involving the RNA interference mechanism and CRISPR/Cas9.
Results: Both RNAi and CRISPR/Cas9 showed great potential for reversing the genetic
mutation of AD, being able to provide an efficient method for clinical applications in this
pathology. While the primary use of the CRISPR/Cas9 system is to induce direct genetic
editing in DNA, RNAI is a process for modifying post-transcriptional gene expression.
Conclusion: These genetic silencing and editing tools can use those that can be used for
AD by controlling the expression of genes related to their pathogenesis.
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CRISPR-Cas system.
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1. Introdugao idade avangada'. Classifica-se como uma

) doenca neurodegenerativa progressiva
A doenca de Alzheimer (DA) tem se ¢ 9 preg

definida clinicamente por perda de
tornado atualmente um problema de

. S . , memoria e  disfuncdo  cognitivaZ.
salde pUblica em razdo do crescimento

. ) . i Mutacdes do gene da proteina precursora
populacional de idosos, ja que esta ¢ 9 P P

) o do amiloide, da roteina Tau, das
fortemente associada com individuos de P
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presenilinas 1 e 2 (PSENT e PSEN2), assim
como o polimorfismo da apolipoproteina
E (apoE) sao exemplos de alteracoes
genéticas que podem aumentar o risco
para DA. Atualmente, a farmacologia
utilizada na DA baseia-se praticamente
no tratamento sintomatico®. Dessa forma,
o silenciamento de alelos mutantes
representa uma estratégia atraente para
o tratamento de deméncias hereditarias®.
O mecanismo de silenciamento por RNA
de interferéncia (RNAI) pode ser um
meétodo terapéutico eficiente para o
tratamento da DA>. Similar ao RNAI, existe
o sistema de edicao gendmica
denominada CRISPR/Cas9. Baseia-se em
uma sequéncia de DNA denominada
CRISPR que tem como funcao clivar e
eliminar a sequéncia gendbmica de
determinado DNA gue seja desejada sua

delecao®.

Para tanto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma revisao na literatura a
fim de entender a fisiopatologia da DA e a
reuniao de dados sobre os avancos das
pesquisas de inovacao biotecnologica
envolvendo novos sistermas como o RNA
e o CRISPR/Cas9, assim como sua
aplicabilidade no tratamento dessa

doenca.

2. Metodologia
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Foi realizada uma revisao bibliografica

buscando artigos académicos
relacionados a Doenca de Alzheimer e
suas novas possibilidades de tratamento
envolvendo o mecanismo de RNA de
interferéncia e CRISPR/Cas9, com o
objetivo de reunir e avaliar informacoes, e
conduzir uma atualizacao das novas
evidéncias cientificas para a terapéutica
da DA utilizando esses sistemas de edicao
génica. Para a coleta de dados, foram
utilizadas as ferramentas de banco de
dados online como Pubmed, Scielo,
Medline,

Alzheimer's Disease

International e outras referéncias
encontradas no Google Académico, nos
idiomas inglés e portugués. Um total de
268 artigos foram encontrados, de acordo
descritores:

com 0s seguintes

“Alzheimer”, ‘epidemiologia”,
“fisiopatologia”, “therapy’, “RNA
inferference”, "CRISPR-Cas". Apos leitura
de titulo e resumo, 42 foram excluidos e
134 por serem anteriores ao ano de 2000.
Dentre os 92 artigos restantes, foram
excluidos aqueles que nao envolviam a
epidemiologia (n=34) e fisiopatologia
(n=16) da DA, e aqueles que nao
abordavam os mecanismos de RNA de
interferéncia (n=8) e de CRISPR-Cas9
(n=13). Portanto, nesta revisao foram
selecionados 21 artigos no total levando
em consideracao sua relevancia para o
assunto de acordo com o fluxograma a
seguir (Figura 1).
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268 artigos recuperados ao aplicar estratégia de busca com as
palavras chaves “Alzheimer”, “epidemioclogia”, “fisiopatologia™,
“therapy”, “RINA inferference™, “CRISPR-Cas™.

472 artigos excluidos apds
lettura do titulo e resumo

L 4

134 artigos excluidos devido
a data anterior ao ano 2000

L 4

v

92 artigos selecionados

34 artigos excluidos por nio
abordarem a epidemiologia da DA

L4

16 artigos excluidos por ndo
envolverem a fisiopatologia da

¥

8 artigos excluidos por nio
abordarem a técnica de RINA de
interferéneia no tratamento de

¥

13 artigos excluidos por nio
abordarem a técnica de CRISPR-
Cas9 no tratamento de doengas

¥

L4

21 artigos selecionados

Figura 1- Fluxograma

3. Resultados e Discussao rotineiras, em conjunto com alteracoes

- . , anatdmicas encontradas durante a
Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

necropsia do cérebro da sua paciente
A DA € a causa maiscomum de deméncia portadora de DA,

e foi descrita pela primeira vez em 1906,

. . _ A neuropatologia da DA
por um psiquiatra alemao chamado Alois

. . - caracteriza-se por dois tipos de lesdes:
Alzheimer, que identificou em uma de

. o placas senis extracelulares e
suas pacientes um quadro de déficit de

. . ) emaranhados neurofibrilares
memoria, alteracdes comportamentais e

) . : . intracelulares, do inglés Neurofibrillar
incapacidade de realizar atividades = 4
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tangles (NFT), que sao compostos,
respectivamente, de B-amiloide (BA), um
produto de clivagem da proteina
precursora amiloide (APP), e Tau
hiperfosforilado, uma proteina associada
aos  microtUbulos, responsavel  por
estabiliza-los, € abundante nos neurdnios
do sistema nervoso central. Com esse
nivel aumentado de fosforilacao, a Tau se
redistribui no interior do axénio para 0s
dendritos e para o corpo celular do
neurdnio e se agrega em aglomerados? &,
Esse acumulo da formacao de placas e
emaranhado em areas especificas do
cérebro resulta em danos oxidativos e

inflamatodrios, que, por sua vez, faz com

l"r\}:k

/ .

Dendritos g (Neuronio

s = ,%) Saudavel
> 3

gue células nervosas comecem a perder
sua funcionalidade, gerando perdas
sinapticas e morte neuronal de regides
cerebrais responsaveis pelas funcoes
cognitivas. A B-secretase (BACEI) ¢é
também uma das principais proteinas
envolvidas na producao de AB. A BACET €
a enzima que determina a sintese de AB,
na qual cliva a APP para gerar AB, seu
objetivo & fisioldgico de clivagem
desconhecido. Portanto, a inibicao da
BACET € um dos principais alvos da
terapia da DA®. Esse acumulo de AB e
proteina Tau fosforilada e seus efeitos no
cérebro podem ser observados na figura
2.
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Figura 2 - Fisiopatologia da DA e seus efeitos no cérebro.

Fonte: Adaptado de Verissimo (2015)'.
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E uma doenca multifatorial, em que a
idade avancada € o fator de risco mais
forte, sugerindo Que 0S pProcessos
biclogicos relacionados ao
envelhecimento podem estar implicados
Nna patogénese da doenca. Além disso, a
forte associacao da DAcom oaumentoda
idade pode refletir parcialmente o efeito
cumulativo de diferentes fatores de risco
e protecao ao longo da vida, incluindo o
efeito de interacdes complexas de
fatores

suscetibilidade genética,

psicossociais, fatores  bioldgicos e
exposicoes ambientais ao longo da vida
estao associados a um risco aumentado

de deméncia, incluindo DA

RNA de Interferéncia (RNAI)

O RNAj foi descoberto pela
primeira vez no nematelminto
Caenorhabditis elegans em 1998 por
Andrew Fire e Craig Mello, que consiste na
regulacao da expressao de genes
controlando a sintese de proteina pelo
mecanismo de silenciamento génico pos-
transcricional, conseguindo bloquear a
informacao transcrita do DNA por meio
da destruicao do RNA mensageiro
(MRNA). E um mecanismo naturalmente
evoluido em varios organismos
eucariontes, como resultado de defesa
intrinseca contra retrovirus e

transposons'®?.
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Esse mecanismo promove o
silenciamento génico pos-transcricional,
do inglés post transcription gene silecing
(PTGS), envolve a degradacao do mRNA.
Esse sistema se da por meio de uma
molécula de fita dupla de RNA que, ao ser
incorporada na forma ativa a um
complexo intracitoplasmatico, se liga a
uma sequéncia de nucleotideos
complementar localizada no mRNA alvo,
ocasionando assim o silenciamento, por
inibicdo da traducdo e/ou degradacéo do
MRNA. Fornece, dessa forma, uma
ferramenta poderosa para a criacao de

fendtipos especificos de genes com

mutacdes de perda de funcdo™

De forma mais precisa, seu mecanismo se
baseia em genes enddgenos que sao
transcritos como um mRNA longo
contendo varios microRNAs (miRNA)
agrupados. Os MiRNAs sao substratos
endoégenos para a maquinaria de RNAI.
S3do inicialmente  expressos  como
transcritos primarios longos (primiRNA) e
contém seguéncias de bases
palindrébmicas, de modo que ©
emparelhamento  entre elas gera
estruturas de RNA dupla fita na forma de
grampo. Posteriormente, essas moléculas
sao clivadas pela RNAase Drosha
formando os pré-microRNA (pré-miRNA)
constituidos por cerca de 70 bases,
exportadas para o citoplasma pela

enzima Exportina-5 e processadas pela
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endonuclease Dicer especifica de RNA de
cadeia dupla. Assim, a Dicer é responsavel
pela producao de duas classes de
pequenos RNAs funcionalmente
distintos: MicroRNAs (miRNA) maduros e
pequeno RNA de interferéncia chamado
Small interfering (siRNA), na qual, o
primeiro regula a traducao de MRNA,

enquanto o segundo direciona a

destruicao de RNA via RNAi* ™. Depois de
o dsRNA ter sido processado pela Dicer
em siRNA, este é incorporado em um
complexo de proteinas chamado de
complexo silenciador induzido por RNA,
do inglés RNA induced silecing complex
(RISC) e a cadeia sensivel do siRNA é

seletivamente clivada (figura 3).

Figura 3 - Mecanismo de agao do RNA..
Fonte: Menck (2010)*

Os RNAI sao introduzidos nas células a
partir de duas maneiras. A primeira se
baseia na introducdo de siRNA pré-
sintetizado nas células alvo, que sao
processados pela Dicer. A segunda
estratégia se baseia na introducao de
vetores que codificam o shRNA, o que
resulta em silenciamento estavel de
longa duracao Nna célula.  Sao

transportados para o citoplasma por meio

Revista Conexao Ciéncia | Vol.16 | N° 2 | 2021

do mecanismo MiRNA e processados em
SiRNA pela Dicer. Embora o uso direto de
efetores de siRNA seja simples e resulte
em um potente silenciamento génico,

seu efeito é transitorio™ 2.

Baseado nos estudos de Miller et al.
(2004)%, ¢é possivel projetar siRNA que
silenciam  seletivamente os  alelos
mutantes, sem interferir na expressao de

alelos normais. Por Tau e APP serem
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proteinas chaves na patogénese da
doenca de Alzheimer, desenvolver
mecanismos para inibir a producao
dessas proteinas € de grande interesse
terapéutico. Como no estudo de Haroon
et al. (2019)% foi demonstrado o
knockdown de genes-alvo no cérebro dos
camundongos ABPP-PS1  (transgénicos
com a doenca de Alzheimer), utilizando
uma proteina de fusao bifuncional
TARBP-BTP projetada em um complexo
com SIRNA. Houve entao um
silenciamento génico concomitante de
BACEI, e consequente reducao da carga
de placa no cortex cerebral e hipocampo
(> 60%) em camundongos tratados com o
complexo. Iranifar et al. (2018)"” ressalta
gue o RNAi tem o potencial de ser Util na
downregulating de genes relacionados
Nna expressao de proteinas relacionadas

com a patogénese da DA.

Esse mecanismo, portanto, &
bastante simples, pois so € preciso saber a
sequéncia do gene alvo, enquanto a
terapia farmacoldgica tradicional
depende do conhecimento da estrutura
bioguimica do alvo da proteina, e nem
sempre se tem exatidao na determinacao

dos ligantes ativos'®.
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CRISPR/Cas9

O sistema de Repeticao

Palindrémica Curta Regularmente
Interceptadas em Cluster, conhecido
como CRISPR, associado ao sistema de
proteina 9 (Cas9) que consiste em
pequenas porcoes do DNA compostas
por repeticbes de nucleotideos foi
descoberto pela primeira vez em
Streptococcus pyogenes na participacao
da imunidade adaptativa'®. A transcricao
do locus CRISPR resulta em pequenos
fragmentos de RNA com capacidade de
desempenhar o reconhecimento de um
gene especifico e atuar como um guia de
modo a orientar a nuclease Cas9, para
promover a clivagem e consequente

eliminacado do DNA alvo®.

Em seu mecanismo, para substituir
a mutacao, primeiramente, € formado o
RNA guia (gRNA) gue corresponde ao
fragmento de DNA no genoma qgue
contém o gene alvo que se deseja
remover. Posteriormente essa sequéncia
é combinada com a enzima Cas9 para
clivar os dois filamentos de dupla hélice
do DNA, e assim, a Cas9 ird procurar no
genoma de DNA com a sequéncia correta
usando o gRNA. Apds o DNA ser clivado,
0s mecanismos de reparo da célula fixam
a quebra preenchendo com uma
sequéncia de nucleotideos, como

ilustrado na figura 4%°.
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Figura 4 - Edigdo de um gene utilizando a técnica CRISPR/Cas9.
Fonte: Adaptado de Rohn, Kim e Mack (2018)%°.

Na Doenca de Alzheimer, segundo demonstrou uma geracao diminuida de

Gyorgy et al. (2016)7, com o sistema
CRISPR/Cas9, é possivel interromper
seletivamente o local mutado em
fibroblastos de individuos com e sem a
mMutacao sueca da APP. A mutacao sueca,
uma das mutacoes do gene APP, € uma
mutacao dupla que resulta na
substituicao de dois aminoacidos, lisina e
metionina em asparagina e leucina, é a
unica mutacao conhecida
imediatamente adjacente ao sitio da
BACET na APP e que eleva a producao de
AB. A mudanca de base dupla adjacente
criou uma oportunidade Unica para

interromper seletivamente o alelo

mutante com um dos gRNAs. Além disso,
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AB nos meios condicionados das celulas
tratadas com os gRNAs especificos.

Rohn et al. (2018)*°, mostra que o
mecanismo CRISPR/Cas9 foi usado para
corrigir uma mutacao autossdmica
dominante de PSEN2 N141l, responsavel
pela troca de adenina para timina, que
nao causa nenhuma mudanca no
metabolismo da proteina, mas esta
relacionada com alteracdes na clivagem
da APP, aumentando a producao de B-
amiloide. Logo, a utilizacdo desse
mecanismo em neurdnios derivados de
células-tronco pluripotentes induzidas
(iPSC) corrigiu a mutacao N1411 levando a

uma normalizacao da quantidade de A.
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4. Consideracdes finais

Em vista as diversas estratégias
terapéuticas farmacoldgicas utilizadas
atualmente para o tratamento da DA nao
obterem uma cura, e sim a diminuicao
dos sintomas e controle da progressao da
doenca, uma alternativa de terapia
génica para extingui-la definitivamente
fez-se necessaria.

Mecanismos como mutagcao de genes e
disfuncao proteica estao envolvidos na
DA. Hoje com a analise de fatores
genéticos relacionados a DA e estudos
avancados com novas tecnologias de
edicao de genoma, torna-se possivel o
controle e reversao da doenca a nivel
molecular. A expressao proteica de genes
disfuncionais especificos pode ser inibida
ou regulada. Além disso, diferentemente
dos farmacos convencionais, a
manipulacdo genética é especifica, ou
seja, gera somente o blogueio da
producao da proteina de interesse, Nnao
afetando a sintese de proteinas com
estruturas moleculares semelhantes, o
qgue reduz possiveis efeitos adversos.
Como demonstrado por Haroon et al.
(2019)', a entrega de siRNA de BACE]T
mediada pela proteina de fusao TARBP-
BTP reduz os depositos de B-amiloide em
um modelo de camundongo transgénico
da doenca de Alzheimer. E ainda, Iranifar

et al. (2018)" ressaltam que os RNAI sdo
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capazes de promover uma regulacao
negativa da expressao de proteinas de
genes relacionados a patogénese da DA.
Assimm como, por meio do mecanismo
CRISPR/Cas9, Gyorgy et al. (2016)?' e Rohn
et al. (2018)%*°, conseguiram modelar
mutacdes em genes, como APP, e PSENT
e PSEN2, que estdo relacionados com
alteracdes na clivagem do APP, levando a
uma normalizacao da quantidade de B-
amiloide e revertendo a formacao de
placas senis.

Assim, a manipulacao das ferramentas de
silenciamento génico e edicao gendmica
permite que seja possivel ter maior
flexibilidade para a busca por novas
formas terapéuticas aqueles fatores de
risco genéticos especificos gue
aumentam o risco de deméncia

associado a DA.

5. Declaragao de conflito de interesses

Os autores do artigo afirmam que ndo se
encontram em situacdes de conflito de
interesse que possam influenciar o
desenvolvimento do trabalho, tais como
emissao de pareceres, propostas de
financiamento, promocoes ou
participacdo em comités consultivos ou
estudos

diretivos, participagcao em

clinicos e/ou experimentais
subvencionados; atuacao como
palestrante em eventos patrocinados,

participacao em conselho consultivo ou
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diretivo; comités normativos de estudos

cientificos: recebimento de apoio

institucional; propriedade de acodes;
participacao em peridodicos patrocinados,
assim como qualquer relacao financeira
ou de outra natureza com pessoas ou
organizacbes que possam influenciar o

trabalho de forma inapropriada.
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