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PALAVRAS-CHAVE RESUMO

Doencas genéticas

’ . A Doenca de Huntington (DH) é uma doenca neurodegenerativa, autossomica dominante e
Proteina de Huntington hereditaria que ocorre devido a uma mutacao genética que gera uma sequéncia repetitiva de
CRISPR trinucleotideos CAG, presentes no gene IT-15, gene da huntingtina, localizado no cromossomo

4. O objetivo foi revisar a neuropatologia da doenca de Huntington (DH) e a utilizacao do
método CRISPR-Cas9 para silenciar o gene IT-15 e verificar assim, a consequéncia nos genes
HIP14 e HAP1, que possuem interacdao com a Huntigtina mutada e o resultado desta no
organismo do paciente. Foram pesquisados artigos em bases indexadas (Scielo, PubMed e
LILACs) com os seguintes descritores: ((Huntington) OR (Proteina Huntingtina)) AND (edicao
génica). Também foi utilizada a ferramenta on line GeneMania, acesso livre, para analise de
probabilidades e interacdes génicas. O silenciamento do gene IT-15 acarreta alteracdes nas
proteinas que interagem com a Huntingtina mutada, levando a perturbacdes em diversos
processos.
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative, autosomal dominant and hereditary disease
that occurs due to a genetic mutation that generates a repetitive sequence of CAG
trinucleotides present in the IT-15 gene, huntingtin gene, located on chromosome 4. The
objective was to review Huntington's disease (HD) neuropathology and the CRISPR-Cas9 method

to silence the IT-15 gene and thus verify the consequence in the HIP14 and HAP1 genes which
have interaction with the mutated huntingtin and the result of this in the patient's organism.
Articles were searched in indexed databases (Scielo, PubMed and LILACs) with the following
descriptors: ((Huntington) OR (Huntingtin Protein)) AND (gene editing). The online tool
GeneMania, open access, was also used to analyze probabilities and gene interactions. The
silencing of the IT-15 gene causes changes in proteins that interact with the mutated Huntingtin,
leading to disturbances in several processes.
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INTRODUCAO

A doenca de Huntington (DH), também denominada
Coréia de Huntington, sendo “khoreia” uma palavra
derivada do grego que significa danca, e remete ao
quadro clinico dos movimentos involuntarios que sao
parecidos com passos de danca'. E classificada como
uma doenca neurodegenerativa, autossomica e
hereditaria, em que a sintomatologia pode surgir em
qualquer fase da vida, sendo mais comum entre a quarta
e quinta década de vidaZ.

A DH leva o nome do seu descobridor, George
Huntington, o pioneiro no século XIX a notar e descrever
as caracteristicas mais marcantes da doenca: sua
tendéncia gradual a insanidade que pode acarretar o
suicidio, a natureza familiar e a circunstancia de se
manifestar na vida adulta’. Porém, apenas em 1993 a
mutacao génica causadora da DH foi descoberta pelo
Hereditary Disease Foundation®.

A doenca tem uma prevaléncia que varia
geograficamente, de 0,40/100.000 habitantes em
populacdes asiaticas a 13,7/100.000 em ocidentais*. DH
€ apontada com uma distribuicado mundial e ocorre em
todas as racas e etnias?.

A mutacdo génica acontece no IT-15, o gene
codificador da proteina Huntingtina (HTT) que esta
presente no braco curto do cromossomo 4, sendo
identificado como uma das suas funcdes o transporte de
vesiculas no meio intracelular. A expressdao ocorre
simultaneamente em varios lugares, entretanto a morte
celular acontece no cérebro. A mutacao leva a expansao
instavel do trinucleotideo CAG na regido codificante do
IT-15, também denominado gene HD%35,

Duzentas e trinta e quatro proteinas foram
identificadas em associacao com a Huntingtina, dentre
elas estao a HIP14 (huntingtin-interacting protein 14 ou
ZDHHC17) e a HAP1 (huntingtin-interacting protein 1,
huntingtin-associated  protein), proteinas que
participam, respectivamente, da palmitoilacao da
cisteina e de diversos processos, como a ciliogénese e o
transporte de organelas, sendo a segunda proteina
encontrada em maior parte nos nlcleos da base
cerebrais, o que levou a presumir o envolvimento desta
proteina na neuropatologia da DH'"®,

Existem diversos estudos para retardar a progressao
da DH, dentre elas, esta a utilizacao do sistema CRISPR-
Cas9, uma das ferramentas de edicao do genoma, cujo
mecanismo de acao consiste no reconhecimento do
material genético invasor e integracdo do mesmo ao seu
material genético, através de um dos trés mecanismos:
insercao, delecdo ou silenciamento génico. O sistema é
voltado principalmente para doencas monogénicas,
como € o caso da DH*7:8,

O objetivo desta revisao literaria foi elucidar os
mecanismos de edicao do gene IT-15 utilizando como
método o sistema CRISPR-Cas9 e sua possivel
consequéncia em dois outros genes, HAP1 e
HIP14/ZDHHC17, que possuem interacao com o gene
HTTm.

DESENVOLVIMENTO
Metodologia

Esta revisao integrativa da literatura foi realizada
de acordo com as recomendacées do Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA), sendo incluidos estudos envolvendo
mecanismos de edicdo génica por CRISPR/Cas9. A busca
foi realizada nas bases de dados Scielo, PubMed e LILACs
com os seguintes descritores, de acordo com os
Descritores em Ciéncias da Salde (DeCS) ou o Medical
Subject Headings (MeSH): ((Huntington) OR (Proteina
Huntingtina)) AND (edicdo génica) e ((Huntington) OR
(Huntingtin protein)) AND (Gene editing). Foram
considerados artigos de acesso aberto, publicados em
portugués, inglés ou espanhol. Nao foram estabelecidos
limites para o ano de publicacao dos artigos com as
palavras-chave. A busca resultou em 63 artigos, sendo
selecionados 26 para realizacao da revisao de literatura.
Adicionalmente, para analise de interacbes génicas foi
utilizada a ferramenta on line GeneMania (disponivel
em: https://genemania.org/) para analise dos
mecanismos relacionados ao IT-15, HAP1 e
HIP14/ZDHHC179. Para tal, foi inicialmente inserido o
gene de interesse, IT-15 e os genes de maior interacao
foram selecionados para complementacao da revisao de
literatura. Frente ao exposto, este trabalho foi dividido
em trés eixos tematicos: Doenca de Huntington,
manifestacdes clinicas e o tratamento convencional e
edicao pelo sistema CRISPR-Cas9.

Doenca de Huntington

A doenca de Huntington (DH) é transmitida de
forma autossémica dominante, o que significa que pelo
menos um progenitor do individuo acometido é portador
da doenca, sendo que cada filho de um portador possui
50% de chance de herdar a mutacao e desenvolvé-la’.

Sua fisiopatologia é descrita como um distUrbio
neuropsiquiatrico gradual, levando as modificacoes
cognitivas, motoras, perceptivas e comportamentais’.
Na neuropatologia é descrita a disfuncdo e morte dos
neurdnios. Os pacientes, além dos sintomas relacionados
ao sistema nervoso central, também podem apresentar
distrbios imunologicos e metabdlicos, perda de peso e
osteoporose.

O gene IT-15 esta localizado no braco curto do
cromossomo 4, proximo a regiao telomérica, possui 67
éxons e codifica a proteina Huntingtina (HTT) (Figura 1).
A mutacdo nesse gene leva a expansdo instavel de
repeticoes do trinucleotideo CAG na extremidade 5’,
que corresponde ao aminoacido glutamina'.

A sequéncia CAG codifica o aminoacido glutamina
e a sua expansao leva a formacdo de cadeias
poliglutaminicas (PoliQ)!". As repeticées CAG possuem
uma variacao dentro da normalidade, sendo esse niUmero
entre 9 e 34, enquanto na DH esse nimero é maior que
40 repeticoes da sequéncia de trinucleotideos. O nimero
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que repeticoes esta relacionado com a precocidade da
manifestacdo da doenca sendo que, quanto maior o
nimero, mais precoce sera a manifestacao clinicaZ.
Individuos assintomaticos apresentam nUmero menor
que 35 repeticées CAG, entre 35 e 39 repeticdes sao
observadas nas formas tardias da doenca e quando
observadas de 40 a 50 esta relacionada a forma adulta
da DH. Manifestacbes precoces e juvenil dos sintomas
surgem quando ocorrem repeticdes mais longas, acima
de 50 trinucleotideos?.

EWC HD _
Ellis-van-Creveld Huntington disease
FiGFR.3

achondroplasia

MNRCZLP
Marcolepsy SNCA

Parkinson disease

FOP
Fibrodysplasia
ossificans
progressiva

Figura 1 - Representacao do cromossomo 4 e regido
codificante do IT-15 na extremidade superior do braco curto
(p). Fonte: https://www.news-medical.net/health/What-
is-Chromosome-4-(Portuguese).aspx

Durante a meiose, o alelo mutado é muito instavel,
alterando o seu comprimento na maioria das
transmissdes entre geracdes, aumentando de 1-4
unidades ou com decréscimo de 1-2 unidades no
trinucleotideo CAG. Expansbes maiores sao raras e estao
ligadas a transmissao paterna, levando a uma maior taxa
de mutacdo no decorrer da espermatogénese, sendo
classificada como uma doenca monogénica'>".

A proteina Huntingtina mutada (HTTm), como
consequéncia da série de repeticdes, apresenta residuos
de glutamina alinhados no terminal aminico®. A proteina
apresenta maior resisténcia a degradacao e
fragmentacao proteica que leva a aumento nas cadeias
poliglutaminicas, estes que formam agregados
citoplasmaticos que se depositam gerando residuos
toxicos que acarretam a degeneracdo do axonio?. Além
desse mecanismo, a neurodegeneracao pode ser causada
por anomalias na interacdo proteina-proteina, expressao
génica alterada, sistemas celulares lisossomais e
ubiquitina-proteossomico desregulados, acumulacao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e apoptose causadas

pela disfuncdo mitocondrial.
Manifestacées clinicas e o tratamento convencional

As  manifestacoes clinicas da DH sao
caracterizadas pelo distarbio gradual que leva as
alteracbes motoras e emocionais, acarretando um
prejuizo cognitivo ao paciente. A atrofia dos ganglios da
base causada pelas lesdes em varios tecidos, oriundas da

alteracdo do transporte celular, alteracao da
transcricao, formacao de corpos de inclusao
intracelulares e apoptose da HTTm, conduz as

manifestacées clinicas?.

A sintomatologia da DH apresenta-se, inicialmente,
por falta de interesse pelas atividades cotidianas e
irritabilidade, que com o passar do tempo evoluem para
a falta de equilibrio e hiperatividade. A deméncia é
manifestada através das alteracdes de personalidade,
emocionais e perda de memoria’.

0 sinal clinico mais comum e que remete a sua
denominacéo ¢ a “coréia”, sintomas que ocorrem devido
a alteracdo do sistema nervoso central (SNC) e sao
descritos como movimentos involuntarios e em forma de
ondas, no sentido distal para proximal, afetando a
marcha, o movimento de extensao e flexao dos dedos,
cruzar e descruzar as pernas e alguns sintomas faciais,
como contracao muscular e elevacao da sobrancelha: O
paciente também pode apresentar declinio da cognicao
que leva a dificuldade de planejar e executar tarefas.
Também é comum a presenca de sintomas psiquiatricos
como a depressao, ansiedade, apatia, que muitas vezes
resultam em tentativa de suicidio®.

O tratamento convencional baseia-se no uso de
farmacos da classe dos neuropléticos que blogueiam os
receptores de dopamina ou provocam deplecao nos
terminais monoaminérgicos, atuando sobre o sintoma de
coréia e sobre os distirbios comportamentais,
entretanto o uso dessa classe de farmacos pode trazer
reacbes adversas’>. O farmaco mais utilizado foi
aprovado em 2008 para uso nos Estados Unidos, a
tetrabenazina (TBZ) € um depletor seletivo de dopamina
por via da inibicdo do transporte de monoaminas'®. Em
relacao aos sintomas de apatia e depressao, estes podem
ser tratados com inibidores de recaptacao da serotonina
e antidepressivos'’. Até hoje nenhuma droga mostrou-se
capaz de interromper ou retardar a evolucao da
patologia, entretanto muitos dos sintomas podem ser
melhorados™.

Outro tipo de tratamento utilizado é o nao
farmacolagico, que envolve uma equipe
multiprofissional, composta por enfermeiros,
fonoaudidlogos, fisioterapeutas, conselheiros genéticos
e terapeutas ocupacionais, que irao auxiliar na melhora
da qualidade de vida do paciente portador de DHZ,

Edicdo pelo sistema CRISPR-CAS9

0 reconhecimento de que a proteina HTT mutante
desencadeia a doenca tem levado a busca do
silenciamento génico como um potencial caminho
terapéutico'®. Estudos demonstram que a HTTm interage
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de maneira ndo habitual com varias proteinas formando
agregados proteicos que podem ocasionar a

desregulacdo de vias de sinalizacoes intracelulares
importantes (Figura 2)*
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Figura 2 - Interacao entre o gene codificador da Huntingtina, HAP1 e HIP14/ZDHHC17 com outros genes. Fonte propria.

A formacdao dos agregados proteicos esta
relacionada com a interacao fragil entre a HTTm e a
HIP14 (huntingtin-interacting protein 14) (ZDHHC17) o
que leva a diminuicao da palmitoilacdo da cisteina 214.
A agregacao também acontece devido a interacao da
HTTm com a palmitoil-transferase da HIP14".

O HTT, ao interagir com HAP1 indiretamente, e com
a dineina diretamente, controla o trafego de organelas
tanto no sentido retrégrado e anterdgrado, quanto nos
axonios e dendritos dos neurénios'®. A interacdo entre
HTTm e HAP1 (huntingtin-interacting protein 1,
huntingtin-associated protein) acarreta em uma
perturbacao no transporte axonal de um fator
neurotréfico que é essencial para o sustento dos
neurdnios estriatais, o brain derived neurotrofic fator
(BDNF)?°. A proteina HAP1 esta localizada em grande
escala no cérebro e com grande selecdo para os nlcleos
da base, podendo sugerir uma responsabilidade pela
patogenia da DH com comprometimento cerebral?'.

O CRISPR é um sistema que possui como mecanismo
a projecado do RNA guia para reconhecimento da
sequéncia do DNA que sera o alvo das modificacoes.
Inicialmente, as bases nitrogenadas precisam ser
pareadas para simultaneamente também ocorrer o
pareamento da regidao PAM (protoespacador) do RNA guia
com a sequéncia-alvo, e assim, algumas modificacoes
sao inseridas?.

Para fins terapéuticos a enzima nuclease Cas9 é
combinada com um RNA guia, como crDNA e tracDNA,
clivando a dupla fita do DNA em regioes mal pareadas.
Posteriormente a clivagem, a reparacao pode ocorrer
através da juncao de extremidades nao homdlogas ou
juncdo de extremidades homologas, sendo a segunda
uma técnica mais promissora por estar voltada para o
nocaute, acatando as novas modificacoes inseridas pelo
RNA guia*?2. As modificacdes levam a novas mutacdes,
acarretando falhas na sequéncia, gerando proteinas ndao
funcionais através do bloqueio da transcricdo do gene
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em mRNA, o chamando knockout génico”?2. Com o
CRISPR é possivel corrigir a expressao de alguns genes
mutantes e atenuar neuropatologias associadas ao DNA
mutado?®.

Para que o processo descrito acima ocorra é
necessario direcionar o sistema CRISPR-Cas9 para os
neuronios dopaminérgicos, utilizando como transporte
até as células alvos o plasmideo®. A excisdo precisa
acontecer na regidao promotora, responsavel por iniciar
a transcricao e expansao CAG, produzindo uma completa
inativacdo da HTTm*.

Através do método ex vivo, sdo extraidas as células
do paciente e a modificacdo ocorre em cultura de células
por meio da transfeccao destas células com o plasmideo
codificando o Cas9 e a sequéncia de interesse (CAG).
Finalizado o processo, as células sao transplantadas
novamente ao paciente?*%,

Estudos em camundongos de modelo Q140
demonstraram que a utilizacao do CRISPR-Cas9 voltado
para o silenciamento, reduziu a proteina HTTm, e
atenuou o fenotipo comportamental da patologia,
contudo, nao foi alcancada sobrevida do modelo em
questao®.

As modificagcdes no gene IT-15 poderiam nao apenas
gerar impactos na sua funcao e localizacao do HTTm,
mas também na de outras proteinas, como é no caso do
HTT interagindo com HIP14 e HIP14L (da familia das
palmitoil-acil transferases - PATs) e regulam o trafico

intracelular e localizacdo sinaptica de varias proteinas
nos neurdnios. O HTT é, ele prdprio, palmitoilado em
cisteina 214, e a perda de HTT e a expansdo de
poliglutaminas leva a uma reducdo na atividade
enzimatica do HIP14 e de sua auto-palmitoilacao,
afetando na atividade do HIP14 em outros substratos’.

A palmitoilacéo (tioesterificacdo do acido palmitico
em residuos de cisteina) pela HIP14 é de extrema
importancia para a plasticidade sinaptica no sistema
nervoso central em desenvolvimento e no adulto.
Defeitos nesse processo, como o silenciamento, podem
levar as mudancas na excitacao e influéncia na vida
neuronal®.

Estudos demonstram que a hiper expressao da
HTTm leva a uma eficacia no transporte das organelas,
enquanto o silenciamento diminui a motilidade. A HTT
em associacdo com a HAP1 e dineina também ajuda no
transporte de proteinas para o material pericentriolar,
necessaria para a ciliogénese, sendo que na sua auséncia
o cilio primario nao é formado'®.

A utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 aumenta a
possibilidade da edicao génica na linhagem germinativa,
diminuindo o aparecimento da DH nas familias tratadas.
Entretanto, questdes éticas acompanham essa
aplicacao, ademais, as expansdes espontaneas poderao
fazer com que a DH reapareca nas familias, sendo estas
levantadas como algumas vantagens e desvantagens da
edicao génica na DH (Tabela)*.

Tabela - Vantagens e desvantagens da edicao génica na Doenca de Huntington.

Vantagens

Desvantagens

Reducao da HTTm
Atenuacao do fenotipo comportamental

Possibilidade de edicao na linhagem germinativa
(diminuicao de ocorréncia na familia)

Nao alcancou sobrevida
Impacto sobre as funcdes de outras proteinas

Mudancas na excitacao e influéncia na vida
neuronal

Diminuicao da motilidade de organelas

Edicao da linhagem germinativa envolve questdes
éticas

CONCLUSAO

A edicdo do gene IT-15 leva as alteracdes na
traducao proteica que interage com a Huntingtina
mutada, como é o caso das proteinas HIP14 e HAP1,
acarretando  perturbacées nos  processos da
palmitoilacdo da cisteina, transporte de organelas e
ciliogénese. Devido a essas alteracbes € necessario
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