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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) € uma enfermidade neurodegenerativa progressiva
caracterizada pelo acumulo dos peptideos beta-amiloide (AB) e pela formagao de
emaranhados neurofibrilares resultantes da hiperfosforilagdo da proteina tau. Apesar
de décadas de pesquisa, a fisiopatologia da DA permanece complexa e multifatorial,
e os tratamentos disponiveis ainda ndo impedem sua progressdo. A tecnologia
CRISPR-Cas9 tem emergido como uma ferramenta promissora para a investigagao
de doencgas neurodegenerativas, permitindo a modulagdo precisa de genes
associados a patogénese da DA e a criacdo de modelos experimentais mais
representativos. Este estudo realizou uma revisao integrativa da literatura, analisando
artigos publicados nos ultimos cinco anos sobre o uso do CRISPR-Cas9 na
modelagem genética e investigacdo de processos patoldgicos relacionados a DA. Os
resultados destacam a eficiéncia da técnica na geracdo de modelos animais e
celulares humanizados, no estudo funcional de mutagdes nos genes PSEN1, PSEN2
e APOE, e na modulagdo de vias amiloidogénicas e neuroinflamatorias. Embora os
modelos gerados apresentem avancos significativos, nenhum é capaz de reproduzir
integralmente a neurodegeneracao progressiva observada em humanos. Conclui-se
que a edicao génica via CRISPR-Cas9 é uma ferramenta essencial para aprofundar a
compreensao da fisiopatologia da DA e contribuir para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.

Palavras chaves: Doenca de Alzheimer; CRISPR-Cas9; Beta-amiloide;

Neurodegeneragéo,; Edigcdo génica.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder characterized
by the accumulation of beta-amyloid (AB) peptides and the formation of neurofibrillary
tangles derived from hyperphosphorylated tau protein. Despite extensive research, the
pathophysiology of AD remains complex and multifactorial, and current treatments fail
to halt disease progression. The CRISPR-Cas9 gene-editing system has emerged as
a powerful tool for investigating neurodegenerative disorders, enabling precise
modulation of genes associated with AD and the development of more physiologically
relevant experimental models. This study performed an integrative literature review of
research published in the last five years regarding the application of CRISPR-Cas9 in
AD models. The findings demonstrate the technique’s effectiveness in generating
humanized animal and cellular models, functionally characterizing mutations in PSEN1,
PSENZ2, and APOE, and modulating amyloidogenic and neuroinflammatory pathways.
Although these models provide significant advancements, none fully recapitulates the
progressive neurodegeneration seen in humans. Overall, CRISPR-Cas9 represents an
essential tool for advancing the understanding of AD mechanisms and supporting the

development of future therapeutic strategies.

Keywords: Alzheimer’s disease; CRISPR-Cas9; Beta-amyloid; Neurodegeneration;

Gene editing.



1 INTRODUGAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa cronica e
representa a principal causa de deméncia em individuos com mais de 65 anos
em todo o mundo (Perluigi; Di Domenico; Butterfield, 2024 ). Sua fisiopatologia é
marcada pela presenga de placas senis, que se origina a partir do acumulo
anormal dos peptideos beta-amiloide (AB) no meio extracelular, e por
emaranhados neurofibrilares, que sao formados pela hiperfosforilagdo da
proteina tau no interior dos neurdnios (Jiang et al., 2024).

A hipotese amiloidogénica propde que o acumulo do peptideo AB no
cérebro € o principal fator no desenvolvimento da DA. Esses peptideos sao
produzidos a partir do processamento enzimatico sequencial da proteina
precursora de amiloide (APP) pelas enzimas [3-secretase (BACE1) e y-secretase,
que resulta na formacao de depdsitos extracelulares conhecidos como placas
amiloides (Yang et al,, 2025). Esses processos levam a morte neuronal,
inflamacao, atrofia cerebral, entre muitas outras alteragcdes deletérias
(Fernandez et al., 2024). Os sintomas iniciais sdo perda de memodria, apatia,
depresséo e irritabilidade (Bhardwaj et al., 2022).

A DA pode ser classificada como esporadica e autossémica dominante
(DAAD). A causa exata DA esporadica ainda ndo ¢é completamente
compreendida, e pode estar associada a fatores genéticos e ambientais. ADAAD
€ uma forma rara da enfermidade, resultante de mutagdes nos genes da proteina
precursora do amiloide (APP), presenilina 1 (PSENT) ou presenilina 2 (PSEN?2).
Essa forma segue um padrao de heranca autossémica dominante, com inicio
dos sintomas geralmente antes dos 65 anos de idade (Fernandez et al., 2024;
Sewell et al., 2024).

Com base na idade de inicio, a DA também é subdividida em DA de inicio
precoce (DAIP) e DA de inicio tardio (DAOT), sendo esta ultima caracterizada
pelo surgimento dos sintomas a partir dos 65 anos e representando a forma mais
comum da doencga. O gene da apolipoproteina E (APOE) € um importante fator
de risco para a DAOT. A APOE possui trés subtipos: APOE2, APOE3 e APOEA4.
O alelo APOE4 esta associado a um aumento significativo do risco, enquanto o
APOE2 exerce um efeito protetor (Jiang et al., 2024).



Apesar de mais de um seéculo de pesquisa sobre DA, ndo temos
tratamentos ou curas eficazes, e aqueles que foram propostos permanecem
controversos. Isso provavelmente se deve a etiologia complexa de sua
patogénese, que envolve interagbes entre diversos fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais (Blumenfeld et al., 2024). Os farmacos disponiveis
atualmente oferecem apenas alivio sintomatico e muitas vezes estdo associados
a efeitos colaterais como nauseas, perda de apetite, tontura e confusdo mental
(Pandey; Ramakrishnan, 2020).

A edicdo do genoma por meio do sistema CRISPR-Cas9 tem se
destacado como uma ferramenta promissora no tratamento e na compreenséao
de doengas humanas. (Plano et al., 2022). Gragas a sua simplicidade, baixo
custo e alta precisdo, o CRISPR-Cas9 tem despertado grande interesse no
campo das doengas neurodegenerativas, incluindo a DA. Essa tecnologia pode
ser aplicada tanto na criacdo de modelos animais quanto em modelos celulares
que reproduzem com mais fidelidade a fisiopatologia humana (Bhardwaj et al.,
2022). Esses modelos permitem estudar as proteinopatias de maneira mais
precisa, sem depender da superexpressao de genes humanos nos cérebros dos
animais (Zhong et al., 2024).

Considerando o impacto global da DA, o envelhecimento populacional e
as limitagbes dos tratamentos atuais, compreender com mais precisdo o0s
processos moleculares envolvidos em sua evolugéo € essencial. A tecnologia
CRISPR-Cas9 surge como uma ferramenta importante, pois permite analisar
genes de risco, investigar vias relacionadas a producao de A e entender melhor
0S mecanismos que levam as alteragdes neurodegenerativas. Assim, esta
pesquisa € relevante por mostrar como o CRISPR-Cas9 pode tornar o estudo da
doenca mais preciso e, a partir disso contribuir para o desenvolvimento de novos
métodos terapéuticos com maior eficacia. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi explorar o potencial dessa tecnologia ha modelagem genética e no estudo

dos processos patologicos associados a essa doenca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenca de Alzheimer

A DA é uma doenga neurodegenerativa progressiva, responsavel por
cerca de 60 a 80% dos casos de deméncia (Khan; Barve; Kumar, 2020; Abubakar
et al., 2022). Estima-se que, até 2050, o numero global de pessoas afetadas por
deméncia atinja cerca de 150 milhdes (Kumar et al., 2024). DA é caracterizado
por neurodegeneragcdo progressiva e continua no cérebro, especialmente nas
regides do hipocampo, lobo temporal, lobos frontais e cértex frontal do cérebro.
A neurodegeneragao nessas regides causa as manifestacdes clinicas do DA,
que incluem deméncia, comprometimento da aprendizagem e disfuncéo
cognitiva progressiva (Lane; Hardy; Schott, 2018).

A DA foi descrita pela primeira vez em 1906 pelo neurologista aleméao Alois
Alzheimer, ao estudar o caso de uma paciente com perda de memoria,
desorientacao e alteragbes comportamentais. Apds o falecimento da paciente,
ele identificou alteracbes cerebrais caracteristicas, como placas amiloides e
emaranhados de proteinas tau (Ciurea et al, 2023). Com base nessas
observacoes, Alzheimer caracterizou a condicdo como uma doenga grave do
cortex cerebral. Posteriormente, o psiquiatra Emil Kraepelin denominou a
enfermidade como “Doenca de Alzheimer” pela primeira vez na 82 edicdo de seu
manual de psiquiatria (Breijyeh; Karaman, 2020).

A hipotese classica sobre a fisiopatologia da DA é conhecida como
hipétese da cascata amiloide, proposta por Hardy e Higgins em 1992. Essa teoria
sugere que o acumulo de peptideos beta-amiloides é resultantes do desequilibrio
entre a sua producéo e eliminacao, sendo o principal fator desencadeador da DA.
Os peptideos AB sao formados a partir da clivagem da proteina precursora do
amiloide (APP), uma glicoproteina transmembrana do tipo 1 que pode ser
processada por duas vias: a via ndo amiloidogénica, por acédo das alfa-
secretases, ou a via amiloidogénica, por acdo das beta-secretases (Fernandez-
Calle et al., 2022).

Na via amiloidogénica, a APP é cortada primeiro pela 3-secretase (BACE1)
e depois pela y-secretase, e gera peptideos AB, como AR40 e AR42. AB. Aversao
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de 42 aminoacido € considerada o principal AR toxico na doenca de Alzheimer e
€ altamente propenso a agregacgao e formacgao de placas neuriticas no cérebro.
Na via ndo amiloidogénica, a proteina APP é cortada no meio, liberando um
fragmento soluvel chamado APPa pela agdo da enzima a-secretase. Também
podem ser produzidos fragmentos menores de AR, como AB1-15 e ABR1-16,
quando ha cortes sucessivos pelas enzimas -secretase e a-secretase (Hampel
et al., 2021; Hida et al., 2025). Em condi¢des normais e saudaveis, a APP é
processada pela via n&do amiloidogénica e um equilibrio da produc¢ao de A3 e sua
depuracado é mantido no cérebro humano (Krishnamurthy et al., 2025).

A proteina tau é responsavel por estabilizar os microtubulos nos neurénios,
no entanto na DA ela sofre hiperfosforilagdo em varios locais especificos. Os
locais de fosforilagdo identificados estdo localizados na regido N-terminal, na
regido de repeticdo, e na regido C-terminal. Essa modificagdo é realizada por
enzimas chamadas quinases, como CDK-5, GSK-3B, CaM quinase Il e MAPKs.
A hiperfosforilagao faz com que a tau se desprenda dos microtubulos, levando a
formagdo de emaranhados neurofibrilares (NFTs), que prejudicam o transporte
adequado de nutrientes e outras moléculas essenciais dentro dos neurdnios. O
agregado de A intensifica esse processo ao aumentar a atividade das enzimas
GSK-3B e CDK-5 que acelera a hiperfosforilagao da tau (Zhang et al., 2021).

Essas placas se desenvolvem entre os neurbnios e os emaranhados
crescem dentro dos neurdnios. O desenvolvimento dessas proteinas causa uma
perda na conexao entre os neurdnios e, assim, quebra a transmissao de
mensagens que viajam de uma regiao para outra no cérebro. O cérebro humano
possui cerca de 100 bilhdes de neurdnios interligados em redes, e cada grupo
de neurbnios tem fungdes especificas como pensamento, memodria, viséo,
audicao e olfato. Com a progressao da doenca, os danos as células cerebrais se
intensificam, levando a falha na comunicagao entre esses neurdnios e a perda
irreversivel de suas fungdes (Ahmad et al., 2023).

Além do acumulo de proteinas anormais, o cérebro com DA também
mostra degeneragdo do hipocampo. Estudos mostram que essa degeneragao
comega na segunda camada do cortex entorrinal e se estende para o hipocampo,
uma regido essencial para memdria e uma das poucas areas do cérebro que
ocorre a neurogénese na fase adulta. Embora o hipocampo seja naturalmente

afetado com o envelhecimento e em outras doengas neurodegenerativas, o nivel
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de deterioracao é significamente maior na DA (Rao et al., 2022). A deposigéo
desses corpos estranhos em diferentes partes do cérebro € reconhecida pelo
sistema imune e inicia um processo inflamatério mediado por células microglias
e liberacdo de citocinas que eventualmente provocam neurodegeneracédo e
morte celular (Barage; Sonawane, 2015).

As alteragdes neuropatoldgicas relacionadas a DA tém inicio cerca de 20
anos antes do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos. Essas alteragdes
incluem a deposicédo de AR, o acumulo de proteina tau em sua forma patolégica
e a deteccao de biomarcadores indicativos de neurodegeneragéo. Entre esses
biomarcadores estdo o hipometabolismo cerebral, observado por tomografia por
emissao de poésitrons com fluorodesoxiglicose (PET), a atrofia cerebral detectada
por ressonancia magneética estrutural (MRI) e os niveis elevados de tau total e
luz de neurofilamento no liquido cefalorraquidiano (LCR) (Clevenger et al., 2025).

A DA comega com um longo estagio pré-clinico, que pode durar de 20 a
30 anos, durante o qual as placas amiloides se formam sem causar sintomas
clinicos. Em seguida, ocorre um estagio prodrémico, geralmente de 3 a 5 anos,
caracterizado por comprometimento cognitivo leve. Por fim, alguns casos
evoluem para deméncia, mas nem todos (Blumenfeld et al., 2024).

O diagndstico definitivo da DA ainda requer avaliacdo post-mortem do
tecido cerebral. No entanto, o uso de biomarcadores no liquido cefalorraquidiano
e exames de PET, associados a critérios clinicos atualizados, pode auxiliar no
diagndstico em pacientes vivos. Os tratamentos disponiveis, como os inibidores
da colinesterase e a memantina, melhoram a qualidade de vida dos pacientes e
cuidadores, mas ndo impedem a progresséo da doenca (Mossello; Ballini, 2012).

Apesar da sua causa exata ndo ser completamente compreendida,
estudos indicam que fatores genéticos desempenham um papel importante na
doenca. Uma pequena porcentagem dos casos de DA esta relacionada a
mutagdes genéticas dominantes em trés genes: APP, PSEN1 e PSENZ2. Essas
mutagdes estdo geralmente associadas as formas de inicio precoce da doenga,
em que os sintomas surgem antes dos 65 anos. A maioria dos pacientes
apresenta a forma tardia da Doenca de Alzheimer, que surge mais tarde na vida
e ocorre de forma esporadica. Embora nao seja hereditaria nem possua uma
causa genética unica, evidéncias indicam a influéncia de diversos fatores

genéticos de risco, sendo o mais significativo a presenga do alelo E4 do gene
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ApoE (Rostagno, 2023).

2.2 ApoE 4 como fator de risco para DA

Os principais fatores de risco para DA de inicio tardio sdo o alelo da
apolipoproteina E4 (APOE4) e a mutagdo no gene APOE que transcreve a
proteina apolipoproteina E (MICHA, 2017). O gene ApoE esta situado no
cromossomo 19913.32 com um total de 3597 bases, quatro éxons e trés introns.
Ele apresenta trés alelos principais: €2, €3 e €4. A variagdo genética no locus
APOE induz trés isoformas comuns: APOE2 e APOE3 e APOE4 que sao
codificadas pelos alelos €2, €3 e €4, respectivamente. Dentre eles, 0 €3 é o mais
comum, representando 60% a 90% da variacao alélica, enquanto as frequéncias
dos alelos €2 e ¢4 variam entre 0% a 20% e 10% a 20%, respectivamente (Fan
et al., 2019). No entanto, individuos portadores do alelo €4 apresentam um risco
aumentado de desenvolver DA esporadica e tendem a manifestar a doenga em
uma idade média mais precoce em comparagao aos néo portadores (Dong et al.,
2025).

A APOE codifica a apolipoproteina E, uma glicoproteina de 33-37 kDa
que é produzida por hepatdcitos, adipdcitos e macréofagos fora do SNC e afeta o
conteudo de colesterol celular e o metabolismo de lipoproteinas por meio do
efluxo de colesterol e transporte reverso de colesterol. No cérebro, APOE é
comumente expresso por astrocitos e, em menor extensao, por pericitos,
oligodendrdcitos, plexo coroide e neurbnios sob condi¢cdes fisioldgicas
estressadas (Flowers SA, 2020; Nguyen et al., 2021). No cérebro, ela facilita o
transporte de colesterol e outros lipidios para os neurbnios, por meio de
interacbes com receptores na superficie celular. Além de sua fungdo no
metabolismo lipidico, a ApoE participa de diversos processos neurologicos
essenciais, incluindo o processamento do peptideo -amiloide (AB), crescimento
neural e imunorregulacao (Valdez-Gaxiola et al., 2024).

A variante ApoE4 tem um papel importante na patogénese da DA por
favorecer o acumulo da proteina beta-amiloide (AB) no cérebro. Em vez de
auxiliar na eliminagéo dessa substancia, como ocorre com outras isoformas da
ApoE, a ApoE4 contribui para o acumulo e a formacao de placas amiloides, que

estdo associadas a morte neuronal e ao declinio cognitivo. Fragmentos da
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ApoE4 se ligam a AB e agravam ainda mais esse acumulo. Além disso, pessoas
com essa variante apresentam menor expressao do receptor relacionado a
sotilina SORL1, que pode se ligar ao AB e direciona- la aos lisossomos para
degradagao. A ApoE4 também ativa a cinase MAP ERK1/2 e induz a fosforilagéo
de cFos, estimula o fator de transcricdo AP-1, resultando em transcricdo
aprimorada da APP, aumento da expressdao da APP e, consequentemente,
aumento da AB (Sun; Wang; Huang, 2023).

2.3 Gene APP, PSEN 1 e PSEN 2

Mutacdes dominantes que causam a DA familiar de inicio precoce estao
localizadas no gene da APP ou nas presenilinas, que sao subunidades cataliticas
da y-secretase. Essas mutacdes alteram o processamento proteolitico da APP
de formas que aumentam a razdo ABR42/AB40 ou tornam os peptideos AR
resultantes mais propensos a autoagregacao (Zhao et al., 2020).

O gene APP codifica a proteina percursora de amiloide (APP) e esta
situado no brago longo do cromossomo 21na regido 21921.3. Esse gene possui
18 éxons, sendo que as mutagdes associadas a doenga de Alzheimer ocorrem,
principalmente, nos éxons 16 e 17. Localizada na membrana das células
nervosas, funciona como um receptor de superficie e participa de diversos
processos celulares, como o crescimento e a adesao neuronal, axonogénese,
mobilidade celular e regulacédo da transcricao. Além disso, desempenha papéis
importantes em processos fisioldgicos, incluindo migragao, diferenciacao,
plasticidade e sinaptogénese neuronal, além de atuar na sinalizagdo promovida
pela netrina-1 durante o crescimento de axénios comissurais (Ovchinnikov et al.,
2018; Ribeiro; Dos Santos; De Souza, 2021).

A neuropatologia da DA esta presente em praticamente todas as pessoas
com sindrome de Down a partir dos 40 anos de idade, devido a presenca de trés
copias do gene APP, que esta localizado no cromossomo 21. Essa trissomia leva
a superproducao e ao acumulo de AB. Estima-se que a superexpressao leve de
APP (aproximadamente 20%) ja é suficiente para elevar o risco de DA na
populagdo em geral, enquanto individuos com SD apresentam um risco ao longo
da vida superior a 95%. Por outro lado, uma mutagado sem sentido (A673T) na

APP, que reduz a clivagem da APP pela 3-secretase, oferece proteg¢ao contra a
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DA e o declinio cognitivo relacionado a idade. Esses achados reforcam a ideia
de que a superexpressao da proteina APP é um patomecanismo da DA (Hung et
al., 2024; Larsen et al., 2024).

O gene PSENT1 situado no cromossomo 14 e o gene PSENZ situado no
cromossomo 1, codificam as proteinas transmembrana que integram o nucleo
catalitico do complexo y-secretase, essencial na clivagem de proteinas tipo |,
como APP e NOTCH. Mutagdes no PSEN1 respondem por 18% a 50% dos
casos autossdmicos dominantes da Doenca de Alzheimer de Inicio Precoce
(EOFAD) e estdo associadas ao aumento da raz&o AB42/AB40. De maneira
semelhante, mutagbes no PSEN2 também elevam essa razao, embora, quando
comparadas com as do PSEN1, produzam niveis mais baixos de Ap42.
Mutagbes sem sentido no gene PSENZraramente levam a EOFAD em

comparagao as mutagdes no gene PSEN1 (Krishnamurthy et al., 2025).

2.4 Tecnologia CRISPR-Cas9

O sistema CRISPR/Cas9 foi identificado como um mecanismo
imunoldgico adaptativo presente em procariotos, especialmente em bactérias e
arqueias. A sigla CRISPR, que significa “Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats”, descreve sequéncias curtas e repetitivas de DNA
encontradas nos genomas desses microrganismos. A descoberta do sistema
CRISPR-Cas9 e sua aplicagdo como uma poderosa ferramenta de edicao
genética abriram novas perspectivas terapéuticas, permitindo intervengdes
diretas nas causas genéticas de diversas doengas (Khan, Mohamad Sultan et
al., 2025).

Esse sistema utiliza a endonuclease Cas9 associada a um RNA guia unico
(sgRNA), que direciona a enzima para uma sequéncia genémica especifica por
meio do pareamento de bases complementares (Chen, Minjiang et al., 2019). E
a proteina Cas9 atua como uma tesoura molecular capaz de cortar fitas duplas
de DNA (Bhardwaj et al., 2022). O reconhecimento do sitio alvo depende da
complementariedade entre o espagador do crRNA e sequencia alvo, além da de
uma sequencia PAM especifica na regiao do alvo (Gleditzsch et al., 2019).

A proteina Cas9 gera uma quebra de padrao duplo apods reconhecer a
sequéncia do gene alvo. Subsequentemente, duas vias distintas podem ser
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iniciadas para reparar essa quebra, ou seja, reparo direcionado por homologia
(HDR) ou unido de extremidades ndo homodlogas (NHEJ). O NHEJ permite a
introducdo de mutagdes de deslocamento de quadro de leitura, resultando em
nocaute génico (KO), enquanto a recombina¢gdo homologa dependente de molde
(HDR) possibilita a substituigdo ou inser¢ao de sequéncias génicas (knock-in, KI)
por meio de um DNA molde fornecido (Jinek et al., 2012).

Embora os sistemas CRISPR/Cas apresentem um enorme potencial para
a medicina translacional, os efeitos fora do alvo ainda representam um desafio
significativo. Esses efeitos ocorrem quando a Cas9 realiza clivagens em regides
gendmicas nao desejadas, o que pode gerar alteragdes imprevisiveis e
potencialmente prejudiciais. Sabe-se que esses eventos sido fortemente
influenciados pela sequéncia do sgRNA, uma vez que a Cas9 consegue tolerar
até trés incompatibilidades entre o sgRNA e o DNA genémico (Guo et al., 2023).

Nesse cenario, ferramentas in silico sdo Uteis para identificar potenciais
locais fora do alvo em todo o genoma e calcular a probabilidade de uma edi¢ao
fora do alvo (NAEEM et al., 2020).

2.5 Aplicagoes do CRISPR/CAS 9 na DA

A técnica de CRISPR/Cas9 tem sido empregada na criagdo de modelos
celulares e animais para diversas doengas neuroldgicas, 0 que permite aos
pesquisadores compreender melhor os mecanismos da doenca e buscar
respostas para as causas subjacentes de disturbios neurolégicos graves, como
a DA (Schrauben; Dempster; Lunnon, 2020).

Modelos animais, criados por meio da superexpressao de genes humanos
alterados para produzir proteinas tau e AB, tém sido eficazes para estudar a
patogénese da DA, mas sua aplicabilidade € limitada, pois a maioria dos
camundongos com DA ndo apresenta neurodegeneracéo real. Modelos mais
recentes, utilizando essa tecnologia, oferecem uma melhor representacédo do
fendtipo da doenga, permitindo estudar os genes prejudiciais e, potencialmente,
identificar tratamentos mais eficazes (Soni et al., 2024).

Os modelos celulares sao fundamentais nos estudos de doengas
neuroldgicas, pois ndo envolvem questdes éticas, possuem menor custo e

permitem experimentos em curto prazo. Diversas linhagens celulares tém sido
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utilizadas, como as de neuroblastoma humano (SH-SY5Y e SK-N-SH), neurénios
hipocampais de camundongo (HT22), células gliais (BV2) e neuroblastoma de
camundongo (N2a) (Lu et al., 2021).
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho foi uma revisao integrativa da literatura, composta por
artigos no idioma inglés publicados nos ultimos cinco anos na base de dados
U.S. National Library of Medicine (PubMed) e Science Direct. A partir de buscas
realizadas nos descritores de busca MeSH terms do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) e Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS),
as palavras-chave que melhor descrevem o tema e serdo utilizadas como
estratégias de busca séo “Alzheimer Disease”, “CRISPR-Cas9”, “Gene Editing”,
“‘Amyloid beta-Peptides” em inglés, e “Doenga de Alzheimer”, “Sistemas
CRISPR”, “Edicao Genética” e “Peptideos beta-amiloides”, em portugués,
combinados pelos operadores booleanos AND e OR.

Os critérios de inclusdo para a seleg¢ao dos artigos foram estudos do tipo
experimental, que apresentem associagado entre o uso da tecnologia CRISPR-
Cas9 na edicdo e modulacédo de genes associados a formacéao de placas beta-
amiloides na Doenga de Alzheimer. Artigos que ndo contenham selegao de
dados originais, relatos de caso, notas técnicas, editoriais e estudos que
abordem a edigao génica em outros contextos que nao estejam relacionados a
Doenca de Alzheimer, serdo excluidos durante a busca bibliografica.

Inicialmente, a selecéo dos artigos se deu a partir da aplicagao dos filtros
anteriormente descritos, resultando em um total de 1.470 artigos encontrados.
Apos a leitura do titulo e excluséao das duplicatas 21 artigos seguiram no
processo de selecao de resultados. Desse total, 6 artigos foram excluidos apos
a leitura da conclusdao e resumo por nao corresponderem aos critérios de
inclusdo, totalizando 15 artigos que foram lidos na integra, sendo todos artigos

internacionais. A Figura 1 ilustra as etapas de seleg¢ao de artigos desta revisao.



Figura 1. Etapa de selecao dos artigos incluidos na revisao integrativa sobre o uso da tecnologia CRISPR-Cas9 na doenga de
Alzheimer.
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Fonte: Elaboragao propria (2025).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da busca dos resultados foram encontrados 7 artigos satisfatorios,
todos eles estudos do tipo experimental realizados em ratos, camundongos e
células in vitro. Os pontos destacados na tabela de resultados incluem os autores,
local, publico-alvo, objetivo, metodologia e resultados de cada estudo. Os
principais resultados encontrados acerca do tema estao dispostos na tabela 1.

A agregacao e o acumulo de peptideos AB no cérebro sdo considerados
eventos iniciais na patogénese da DA (Ashrafian; Zadeh; Khan, 2021). Nos
estudos analisados a técnica de CRISPR-Cas 9 mostrou se bastante eficiente
na geracao de modelos experimentais mais fiéis a fisiopatologia humana e na
modulagao direta de genes relacionados a produgdo e degradagcdo desses
peptideos. A maioria dos modelos de roedores para DA € baseada na expressao
da sequéncia humana da APP, inserida no genoma por meio de minigenes
artificiais (Sasaguri et al., 2017). Embora a patologia Ap pudesse ser encontrada
na maioria dos modelos transgénicos App gerados anteriormente, a
superexpressao de APP levanta duvidas quanto a origem dos fenétipos descritos
nesses animais, que podem ser resultantes tanto das mutacéo inseridas quanto
superexpressao de APP, ou ambos (Pang et al., 2021).

No estudo de Serneels et al. (2020) cujo objetivo foi aprimorar os modelos
animais ao humanizar os genes APP de camundongos e de ratos. Esse novo
modelo denominado Apphu/hu teve trés residuos de aminoacidos (G676R,
F681Y e R684H) humanizados, localizados na regidao responsavel pela geragao
do peptideo AB. Essas trés substituicbes de aminoacidos na sequéncia A
diminuem o processamento BACE1 da APP de roedores em comparagao a APP
humana (Strooperl et al., 1995).

A partir dessa modificacao foi possivel observar um processamento mais
semelhante ao humano pela B-secretase. A analise funcional mostrou que a
humanizagdo n&o alterou a quantidade total de APP, mas aumentou os
fragmentos B-CTF e reduziu os a-CTF, favorecendo a via amiloidogénica, pois o
B-CTF humanizado fornece um substrato melhor para BACE1. Como

consequéncia, houve elevacao dos niveis de AB40.
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Tabela 1. Uso da técnica de CRISPR-Cas9 em modelos murinos e celulares para estudo da doenga de Alzheimer.

A:‘_‘;’crgf / Pablico-alvo Objetivo Método Resultados
(Serneels et 3 camundongos e Desenvolver modelos de -Modelagem  computacional do - Gene APP humanizado
al., 2020) . ratos fémeas e 3 camundongos e ratos complexo -CTF humano-BACE1 foi -A humanizagdo da sequéncia AB aumentou a
Bélgica machos dos com sequéncia usada para comparar o eficiéncia do processamento pela BACE1
genotipos indicados, humanizada da APP processamento da APP em roedores -1 B-CTF e | a-CTF em ratos e camundongos e
com idade de 14 para estudar o e humanos. Trés residuos principais como consequéncia T AR40
semanas processamento da - foram humanizados (G676R, F681Y, - Mutacdo M139T 1 a proporgéo de AR42/AB40,
secretase R684H) nos genomas de | AB38 e Ap43, sem afetar o total de AB.
camundongos e ratos via CRISPR- -O MAPT dos ratos apresentou splicing mais
Cas9. Além disso, foi introduzida a semelhante ao humano.
mutagdo M139T, associada a DAF, -Nenhuma formagédo de emaranhados ou placas
no gene enddgeno PSENT de ratos  foi observada até a idade de 2 anos
(Mufioz; Cultivo de células de Gerar uma linhagem SK- Uso de CRISPR/Cas9 lentiviral para Clones apresentaram reducdo >70% da
Garner;  Ooi, neuroblastoma N-SH com expressado atingir o éxon 4 de APOE. Clones expressdo de APOE e diminuicdo de HirA1. Nao
2021) humano SK-N-SH reduzida de APOE para selecionados por resisténcia a houve  alteragdo na proliferagdo  ou
Australia estudar seu papel e puromicina e confirmados por neuritogénese, mas as células exibiram
interagdo com HtrA1 sequenciamento, gRT-PCR e predominio do fenétipo neuronal (tipo N). Novo

Western blot. Avaliou-se morfologia,

neuritogénese e expressao de HtrA1

modelo util para estudar apoE e Alzheimer.



(Yang et al,
2025)
China

(Asanomi,
2024)

Japao

Soro de 52
pacientes com DA e
38 controles e LCR
de 5 pacientes com
CCL e 8 com DA.
-Média de idade:
CCL =75 anos e DA
= 78
- Ratos ST6Gal-1 +/+
e ST6Gal-I —/—.

- Células de N2a

anos.

Cultivo de células
HEK293

Investigar o papel da
enzima ST6Gal-l, na
regulagdo de BACE1 e
na formacgao de
Ap42

associados a DA, e

peptideos

avaliar o impacto da
ST6Gal-I

sobre a progressao e

delecédo de

sintomas cognitivos da

doenga

Compreender como a
G186R
influencia as fungbes da
SHARPIN e de que

variante

forma iSso pode
contribuir para 0s
mecanismos

moleculares que levam
ao desenvolvimento da
DAIT

- Edigdo génica via CRISPR-Cas9
ratos ST6Gal-l —/—.

- Indugdo de déficit cognitivo com

para gerar

scop (2 mg/kg/dia por 21 dias) em
ratos ST6Gal-l +/+ e ST6Gal-l —/—
idade.
MWM,
NOR e Construgdgo de Ninho.

com 12 semanas de

- Testes comportamentais:

- Andlises laboratoriais: RNA-seq,
RT-gPCR,

imunoprecipitagéo,

imunofluorescéncia,
blotting com

lectina

- Inser¢do da mutagdo SHARPIN
G186R via CRISPR-Cas9 em células
HEK293

- PCR-Invader e sequenciamento de
Sanger para confirmar a mutagéo.

- Ensaio de luciferase para avaliar a
ativagdo da via NF-kB e Kit Elisa

humano para quantificar os AR
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- ST6Gal-l e a2,6-sialilagdo aumentadas em
cérebros e soros de pacientes e camundongos
com DA

- Knockout de ST6Gal-I reduziu a expressao de
BACE1 e a formagéo de AB42, além de melhorar
a memoéria e o aprendizado dos ratos.
- A auséncia de ST6Gal-I
ubiquitinagdo de BACE1,

degradagéao

aumentou a
acelerando sua
pelo sistema ubiquitina-
proteassoma

- | de proteinas pro-apoptéticas e 1 da proteina

antiapoptotica Bcel-2

- Amutacdo G186R reduziu significativamente a
ativagdo da NF-kB e houve aumento na
secrecdo de AP 40 e 42 em células com a
mutagdo, o que indica que a mutagcdo pode
contribuir para inflamagéo cerebral alterada e

acumulo de AR, fatores ligados a DA



(Konstantinidis
et al., 2022)

Suécia

(Pimenova;
Goate, 2020)
Estados

Unidos

Fibroblastos de 6
portadores da
mutacéo PSEN1
M146L e de 4
individuos controles
(2 familiares e 2 nao

relacionados)

Cultivo de células de
neuroblastoma de

camundongo N2A

Avaliar se a interrupgao
especifica

do alelo PSEN1 M146L em
fibroblastos

PSEN1 M146LWT leya  a
uma normalizagédo da
razdo AB42/40 e se essa
alteragdo tem algum
efeito na conformacao
PS1

associada a mutacéao

alterada da

Desenvolver uma
linhagem celular
duplamente  knock-out

para PSEN1 e PSEN2 e
validar mutacoes

associadas a DA

-Fibroblastos humanos tratados com
CRISPR-Cas9 para

interromper seletivamente o alelo

o sistema

mutante. A eficiéncia da edicao foi
verificada por sequenciamento de
Sanger e NGS,
FRET/FLIM e Western blot avaliaram
PS1.
Também foram medidos a razéo
AB42/40, os niveis de ATP e a

viabilidade celular

e analises de

alteragbes estruturais da

CRISPR/Cas9 foi usado para gerar
N2A duplo KO
(PSEN1/PSEN2). As células foram
transfectadas

células
com variantes
humanas (mutantes e normais) de
PSEN1 e PSEN2. A produgdo de AR
foi medida por ELISA, e o complexo

y-secretase por Western blot
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- O tratamento com CRISPR-Cas9 interrompeu
com sucesso o alelo PSEN1 M746L em até
67,7% das células, sem afetar o alelo tipo
selvagem

- Houve redugéo significativa na razdo Ap42/40
nos fibroblastos tratados, indicando restauragao
parcial do equilibrio amiloide

- As analises de FRET/FLIM mostraram que a
conformagdo da PS1 nas células tratadas se
aproximou da forma normal (menos compacta)
-Nao foram detectadas alteragdes nos niveis de
ATP nem reducao da viabilidade celular apos o

tratamento

As células duplo KO aboliram a produgao de ApB.
A reintroducédo de PSEN1 ou PSEN2 restaurou
os niveis normais. Mutagdes conhecidas
aumentaram a razao AP42/Ap40, confirmando
sua patogenicidade. Novas mutagbes (PSEN1
V142F, G206V e G206D) também alteraram a

producgédo de AB.



(Tambini; 110 ratos Psen1;
D’Adamio, distribuidos por sexo
2020) e genétipo da
Estados seguinte forma: 12
Unidos fémeas s/s, 29
fémeas LF/s, 13
fémeas LF/LF, 20
machos s/s, 27
machos LF/s e 9

machos LF/LF

Estudar efeitos precoces

da mutagdo PSEN1 L435F
em ratos com APP
humanizado

- Edigdo genica via CRISPR-Cas9
ratos Knockin PSEN

validacao

para gerar
L435F;

(sequenciamento  Sanger
gPCR);

(Western

genética
e RT-
analises bioquimicas

blot, ELISA);
imunoprecipitagao y-secretase; RT-
gPCR Notch;

imunohistoquimica

histologia e
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- As mutagdes foram inseridas corretamente nos
genomas Psen1 LF/w e Psen1 LF/LF.

-Ratos Psen1 LF/LF. tiveram acumulo de
substratos CTF: APP-aCTF 1; APP-BCTF 1; N-
cad-CTF 1 enquanto os Heterozigotos e
selvagens estavam normais.

- | de AB38, AP40 e AB42, e com razao
AB42/ABR40 1; AB43 1.

- | produtos da y-secretase (AB) + | autocatalise
de PS1 + 1 substratos (APP-BCTF, APP-aCTF,
N-cad—-CTF) — perda de funcéo da y-secretase.
- Sinalizagao Notch preservada

- Sem placas AB, sem astrogliose ou microgliose
em P15. Neurodesenvolvimento normal

Legenda: | = reducdo / 1 = aumento; APP = Proteina precursora amiloide; Ap = Peptideo beta amiloide; B-CTF = Fragmento carboxi-terminal da proteina
precursora de beta; a-CTF = Fragmento C-terminal alfa; BACE1 =B-secretase ; PSEN1= Presenilina 1; PSEN2 = Presenilina 2; MAPT = Proteina tau associada
a microtubulos; APOE= Apolipoproteina E; HtrA1= Protease serina A1; ST6Gal-I= beta-galactosideo alfa-2,6-sialiliransferase 1; Bcl-2= Proteina antiapoptotica;
NF-kB= Fator nuclear kappa B; SHARPIN = Proteina associada ao dominio RH de Shank; N-cad= N-caderina; y-secretase= gama-secretase; DA= Doencga de
Alzheimer; DAIT = Doencga de Alzheimer de Inicio Tardio; CCL= Comprometimento cognitivo leve; LCR= Liquido cefalorraquidiano; KO = knockout; Kl= knockin;
WT= Tipo selvagem; RT-qPCR= Reagédo em cadeia da polimerase quantitativa com transcricédo reversa; RNA-seq= Sequenciamento de RNA; ELISA= Ensaio
imunoenzimatico; HEK293= Células embrionarias humanas do rim; N2A= Células de neuroblastoma de camundongo; SK-N-SH= Células de neuroblastoma
humano; FRET/FLIM = Microscopia de transferéncia de energia por ressonancia/tempo de vida da fluorescéncia; NGS = Sequenciamento de nova geragao;
MWM = Labirinto aquatico de Morris; NOR = Reconhecimento de objeto novo; scop = Escopolamina.

Fonte: elaboracéo prépria (2025).


https://www.google.com/search?q=beta-galactos%C3%ADdeo+alfa-2%2C6-sialiltransferase+1&rlz=1C1FKPE_pt-PTBR1163BR1163&oq=ST6Gal-I+&gs_lcrp=EgZjaHJvbWUyCQgAEEUYORjvBTIHCAEQABjvBTIHCAIQABjvBTIHCAMQABjvBTIHCAQQABjvBTIGCAUQRRg90gEJMTExMmowajE1qAIIsAIB8QWzmGf1tfa6Mg&sourceid=chrome&ie=UTF-8&mstk=AUtExfAmGO_XSaDImPHf3rGurRHyMT4gXdOoiy9FRkaNrAE89x_A-7NGuCyF5pTA9OtoeO06UJec7mRG0mVH6AlhSymLqam2cssiDfZyNhfEyfMwNXm9tlpYEqrA0rsp7VmREQVJKSICIsgMIdt9MMazYPbXjnPMYJhCnMScsltZv6o04Ts&csui=3&ved=2ahUKEwiT2f2EnuaQAxWIrZUCHSZtFqYQgK4QegQIARAC
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Os camundongos e ratos contendo a sequéncia de Ap humanizada no gene APP
endogeno representam modelos experimentais aprimorados, capazes de
produzir aproximadamente trés vezes mais A humano em comparagcdo as
linhagens selvagens, embora ainda apresentem niveis duas vezes menores que
0os observados em humanos. Esse modelo apresentou melhor
representatividade molecular para estudos futuros de patogénese e terapias
direcionadas, sendo um importante avango para superar as limitagdes de
modelos anteriores.

Atualmente existem mais de 500 variantes relatadas nos genes
APP, PSEN1 e PSEN2 em pacientes com DA
(https://www.alzforum.org/mutations). Uma maneira de facilitar a caracterizagcéo
da patogenicidade de uma mutagdo é estudar sua fungao bioldgica utilizando
linhagens celulares in vitro.

Diante disso, Pimenova; Goate (2020) desenvolveram uma nova linhagem
de neuroblastoma de camundongo com uma dupla delecédo dos genes PSENT e
PSENZ2. Essa nova linhagem foi denominada N2A-PS1/2KO-8/71, e tinha como
o objetivo de avaliar o impacto das mutagdes nas presinilinas sobre a atividade
da y-secretase e na formacgao dos peptideos AB. Primeiro foi realizado o nocaute
no exon 3 do gene PSENT1. Dois clones (8 e 35) apresentaram auséncia da
proteina PS1 e reducao de cerca de 70% do mRNA de PSEN1. Apesar disso, a
producao dos peptideos AB40 e AB42 manteve-se estavel, devido ao aumento
compensatoério da expressao de presenilina 2, codificada pelo gene PSEN2.

Em outros estudos apesar da presenca ou auséncia de um aumento
compensatoério na expressao de PS2 apds o knockout de PS1, a producgao de
AB40 e AB42 em com knockout unico de PS1 em neurénios derivados de células-
tronco pluripotentes induzidas humanas é consistentemente reduzida (Arber et
al., 2019). No entanto, as linhagens N2A do estudo de Pimenova; Goate (2020)
e HEK293T (Lessard et al., 2019) mostram producdo sustentada de AP, essa
discrepancia sugere que pode haver diferencas na natureza precisa dos
componentes ativos da y-secretase, incluindo moduladores entre espécies e
tipos celulares, levando a diferengas na acessibilidade do substrato.

Para eliminar essa compensacao, o clone N2A-PS1KO-8 foi novamente
editado para também nocautear o gene PSENZ2, gerando a linhagem N2A-

PS1/2K0O-8/71, com auséncia total de PS1 e PS2. Com essa auséncia as células


https://www.alzforum.org/mutations
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/epileptic-absence
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se tornaram incapazes de produzir peptideos AB, mas apds a transfecgao das
formas humanas selvagens de PSEN1 e PSENZ2 as células restauraram a
montagem do complexo y-secretase e a produgédo normal de AB40 e AB42. Essa
restauracao confirmou a viabilidade do modelo para testar mutagdes humanas
sem interferéncia da atividade enddgena da y-secretase.

Em seguida, diferentes mutagcdes conhecidas e novas foram analisadas.
As mutacdes PSEN1 AEx9 e PSEN1 L166P, associadas a forma autossémica
dominante da doencga de Alzheimer, mostraram o esperado aumento da raz&o
AB42/AB40 e prejuizo na atividade da y-secretase. A mutacdo PSEN1 V142F
também aumentou a producao de AB42, confirmando sua patogenicidade. Ja as
variantes no cdédon G206 (G206D, G206V, G206S e G206A) apresentaram
efeitos variados: a mutacao G206D, especificamente, reduziu os niveis totais de
AB e de Pen-2, indicando comprometimento na montagem ou estabilidade do
complexo y-secretase. Por fim, entre as mutagées em PSEN2, a S130L néao
alterou a produgao de AR, sugerindo carater ndo patogénico, enquanto a N141I
aumentou a razao AB42/Ap40, demonstrando patogenicidade.

Essa linhagem é importante pois permite estudar de forma mais precisa
as variantes de PSEN, cujo impacto ainda n&do é conhecido. Para pacientes com
novas variantes, essas informacdes sao necessarias para serem incluidos em
ensaios clinicos de DAAD. Coortes de pacientes com DAAD sao especialmente
buscadas por representarem uma forma mais homogénea da doencga, com
mecanismos patogénicos e biomarcadores bem estabelecidos, ao contrario do
que ocorre na DA esporadica.

As alteracgdes cognitivas, clinicas, bioquimicas e estruturais na DAAD s&o
semelhantes as da forma esporadica da doenca, o que indica mecanismos
fisiopatolégicos comuns. Por isso, ensaios clinicos nesse publico em especifico
podem fornecer informagdes relevantes para tratamentos da DAE, que é mais
prevalente (Fagan et al., 2018).

Em trés dos estudos analisados nesta revisdo, observa-se uma
perspectiva complementar sobre os mecanismos patogénicos associados a
mutagcdes no gene PSENT1. Além da humanizagdo da APP em ratos e
camundongos, no estudo de Serneels et al. (2020) se realizou a introdugao da
mutacado M139T no gene PSEN1 do rato. De forma analoga, Tambini; D’Adamio

(2020) criaram ratos knock-in com a mutagdao homozigota PSEN1 L435F. Ambos
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tinham como objetivo avaliar as potenciais alteragcoes patogenicas preococes
causadas por essas mutagdes, visto que ambas estdo relacionadas com as
formas familiares da DA.

No estudo conduzido por Serneels et al. (2020), envolvendo a mutagao
PSEN1 M139T em ratos, observou-se que, embora a mutagido alterasse o
padrao de fragmentacéo da APP, os niveis totais de Ap ndo foram alterados, mas
houve um aumento na producédo do ApB42 e uma reducédo de ABR40 e AB43. No
entanto, mesmo com o aumento do AB42, os ratos portadores da mutagcédo nao
desenvolveram placas amiloides nem sintomas clinicos da doenga, mesmo apos
dois anos de idade.

Ja no estudo de Tambini; D’Adamio (2020) demonstrou que embora a
mutagdo ndo modulasse a expressao dos genes PSEN1 e PSEN2, ela reduz a
processividade enzimatica. Ensaios de western blot realizados em ratos P4
homozigotos revelaram acumulo de substratos da y-secretase, enquanto os
animais heterozigotos e selvagens apresentaram niveis normais. Esse acumulo
indica reducdo da atividade enzimatica da y-secretase, uma vez que o0s
substratos ndo sao eficientemente clivados. A analise da proteina PS1 mostrou
atividade reduzida, especialmente nos homozigotos, sem alteragdes nos demais
componentes do complexo, sugerindo que a mutagéo diminui a atividade da y-
secretase sem comprometer a expressao de suas outras subunidades.

Ao contrario do primeiro modelo, observou-se aqui uma reducao de AB38,
AB40 e AB42, acompanhada por um aumento significativo de AB43, tanto em
valores absolutos quanto relativos, mesmo em animais com apenas um alelo
mutante. Essa elevacao foi evidente no cérebro de ratos PSEN1 mutantes, em
ambos os sexos e em diferentes gendtipos (heterozigotos e homozigotos).
Curiosamente, mesmo com essas alteragdes consideradas pré-patogénicas, ndo
foram identificadas placas amiloides ou disfungdes no desenvolvimento cerebral
em ratos P15. A auséncia de patologia amiloide no dia 15 nédo é surpreendente,
porque em modelos transgénicos com APP mutada e superexpressa, as placas
costumam surgir somente apos seis meses de idade (Radde et al., 2006). Assim,
os ratos Psen1 podem requerer envelhecimento mais prolongado ou mutacdes
adicionais para desenvolver alteragdes histopatoldgicas.

Ja no estudo de Konstantinidis et al. (2022), utilizaram fibroblastos

humanos portadores da mutagdao PSEN1 M746L, e demonstrou que o sistema
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CRISPR-Cas9 pode corrigir seletivamente um alelo mutante sem comprometer
o alelo selvagem. A reducao da razao AB42/40 apds a interrupgdo do alelo
mutante confirma que a alteragdo estrutural da PS1 é funcionalmente relevante
para o desequilibrio amiloidogénico, e que a modificagdo genética € capaz de
restaurar parcialmente essa funcdo. Além disso, a diminuigdo da proteina
mutante e a corregao parcial de sua conformagao anormal reforcam a eficacia
molecular da abordagem.

No entanto, uma das principais limitacbes na aplicagao terapéutica do
sistema CRISPR/Cas9 diz respeito aos efeitos fora do alvo , que correspondem
a modificacbes gendmicas nao intencionais, potencialmente indesejadas ou
prejudiciais, que podem comprometer tanto a seguranga quanto a eficacia da
intervencao (Malabarba et al., 2021). Embora n&o tenha sido detectado indels
em nenhum dos dez principais loci fora do alvo previstos no estudo de
Konstantinidis et al. (2022), essa auséncia de alteragbes nao intencionais nao
elimina totalmente a preocupacdo com possiveis efeitos fora do alvo,
especialmente quando se considera uma futura aplicagao clinica.

Alguns dos estudos mostraram o potencial do CRISPR na modulacao
direta de genes associados a produgao ou degradacao de AB. No estudo de Yang
et al. (2025), o knockout de ST6Gal-I reduziu a expressao de BACE1, que € uma
enzima chave na geragao de peptideos A durante a patogénese da DA (Singh;
Pati, 2015). No estudo foi observado que essa enzima é fortemente expressa
tanto no tecido cerebral, quanto no LCR e no soro de pacientes com DA. Esses
achados sugerem que intervengdes direcionadas a via de sialilagdo podem
representar um alvo terapéutico promissor, especialmente considerando que
BACE1 é uma das principais enzimas iniciadoras da cascata amiloidogénica. A
observacao de que a auséncia de ST6Gal-l aumenta a ubiquitinagdo de BACE1
reforca a relevancia do sistema ubiquitina-proteassoma no controle do
metabolismo de APP, sugerindo intersegéo entre vias de homeostase proteica e
a fisiopatologia da DA.

No eixo da inflamagédo, o estudo de Asanomi (2024) demonstrou que a
mutacdo G186R na SHARPIN, introduzida por CRISPR reduz a ativagao de NF-
KB e aumenta a secrecdo de APR40/42 em células HEK293. Esses dados
acrescentam camadas importantes ao entendimento das formas tardias da DA,

que envolvem componentes neuroinflamatoérios mais complexos. A integracao
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entre resultados inflamatérios e mecanismos amiloidogénicos representa um dos
pontos fortes da literatura recente e reforga a ideia de que a doenga emerge de
interagbes multissistémicas, e ndo de um unico gatilho patoldgico.

O alelo APOE4 & um fator de risco significativo que contribui para o inicio
tardio da DA. O APOE ¢4 nao so6 diminui a idade de inicio da DA, mas também
favorece a patologia de AB e tau, inflamagao e neurodegeneragédo (Xu et al.,
2025).0 ApoE é fragmentada no cérebro humano de maneira especifica para
cada isoforma. Especificamente, o fragmento N-terminal de 25 kDa da apoE
(apoE 25) esta presente em niveis mais elevados em cérebros de apoE3 em
comparagao com cérebros de apoE4 (Elliott et al., 2011), e a protedlise da apoE
in vitro mediada pela enzima serina protease A1 (HtrA1) de alta temperatura é
seletiva para o alelo, com aumento da fragmentagao da apoE3 em comparacgéo
com a apoE4 (Chu et al., 2016).

A linhagem celular de neuroblastoma SK-N-SH (APOE ¢€3/3) foi publicada
como uma linhagem celular para estudar a fragmentacdo da apoE (Mufioz;
Garner; Ooi, 2019). Em um estudo conduzido na Australia, os pesquisadores
tinham como objetivo investigar ainda mais o papel da apoE. Deste modo, a
técnica CRISPR/Cas9 foi escolhida para gerar linhas celulares SK-N-SH com
knockdown de APOE para comparar com as células parentais APOE ¢ 3/3 SK-
N-SH (Mufioz; Garner; Ooi, 2021).

Acredita-se que uma das funcdes especificas da apoE no cérebro seja
aumentar o crescimento de neuritos de maneira especifica para cada isoforma
(Elliott et al., 2011). A perda da ApoE agrava a disfungdo cognitiva e
ultraestruturais sinapticos no hipocampo de camundongos idosos (Chen, Bowei
etal., 2022). Em um estudo anterior, foi demonstrado que o fragmento N-terminal
de 25 kDa da apoE aumenta a neurogénese em células SH-SY5Y (Munoz et al.,
2018); contudo, neste estudo (Mufioz; Garner; Ooi, 2021), a auséncia de apoE
nao afetou a proliferacado celular nem o crescimento de neuritos. Essa diferenca
pode estar relacionada as distintas populag¢des celulares presentes na linhagem
SK-N-SH, composta por células do (tipo N) ‘semelhantes a neuroblastos e (tipo
S) semelhantes a epitélios, sendo que os clones compostos apenas por células
do tipo N apresentaram expressao minima de APOE, indicando que a apoE é
preferencialmente expressa pelas células do tipo S.

Com base nesses resultados, parece que a apoE pode ser expressa por
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células do tipo S, que apresentam um fendtipo mais epitelial, e ndo pelas células
neuroblasticas, como também demonstrado por Mufoz et al. (2018). Diante
disso, eles hipotetizaram que pode haver diferengcas na expressdo mediadas
pela presenca de distintos tipos celulares nas populagdes de células SK-N-SH e
que se deve-se ter cautela ao considerar a interpretacdo experimental ou a
escolha dessas células como modelo para aplicagdes em neurociéncia e que ha
necessidade de mais experimentos para identificar se a apoE afeta a
transdiferenciagao de células do tipo N e do tipo S.

Além desses achados, observou-se que a reducdo de APOE foi
acompanhada por uma diminuicdo da expressdo de HTRA1, sugerindo que a
apoE pode regular positivamente a HtrA1. Nas doengas neurodegenerativas, a
HTRA1 participa da degradacao das fibrilas de tau e, em extratos cerebrais de
pacientes com DA os niveis reduzidos de HTRA1 estdo associados a maior
acumulo de emaranhados neurofibrilares (Hagemeier et al., 2025).

Uma possibilidade € que, em circunstancias normais, as células neuronais
(como modelado pelo tipo N nas células SK-N-SH, como o clone 2 no presente
estudo ou as células SH-SY5Y) apresentem niveis baixos ou nulos de HirA1. No
entanto, quando a apoE esta presente, ocorre uma regulacdo positiva na
expressao de HtrA1 e, consequentemente, na apoE 25. Estudos adicionais séo
necessarios para compreender a ligagao entre a expressao de HtrA1 e apoE e a
perda da neuroprote¢cao quando os niveis de apoE estao reduzidos ou ausentes;
os clones com expressao reduzida de APOE podem ser utilizados para tais

estudos.



31

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Andlise integrada dos estudos demonstrou que o uso da tecnologia
CRISPR-Cas9 representa um avango decisivo para a pesquisa da doenca de
Alzheimer, ao possibilitar a geragao de modelos experimentais mais proximos do
contexto fisiologico humano, no teste funcional de mutagbes humanas e na
manipulagéo dirigida de vias patologicas especificas.

No entanto, ha uma convergéncia importante, pois todos os modelos
editados reproduziram aspectos isolados da doenga, mas nenhum modelo in
vivo reproduziu a neurodegeneragao progressiva completa observada em
humanos, o que evidencia que modelos genéticos isolados ndo s&o capazes de
capturar todo o fendtipo da enfermidade. Apesar dessas limitagdes, os
progressos consolidam que a edi¢gao genética € uma ferramenta essencial para
aprofundar a compreenséo dos mecanismos da doenga e orientar estratégias de

intervengdo mais precisas.
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