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RESUMO

A tecnologia de Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas (CRISPR)/ e sua proteina 9 associada a CRISPR (Cas9) é uma
ferramenta de engenharia genética que permite editar o DNA de células vivas a
partir da indugdo do mecanismo de reparo genético. Atualmente desenvolveram, e
esta sendo desenvolvido, diversas metodologias de tratamento, de diagndstico
terapéutico e de pesquisas clinicas baseados em CRISPR/Cas9 que vem
revolucionando a terapéutica de inUmeras doencas. Todavia, essa metodologia
ainda apresenta uma pluralidade de empecilhos como efeitos fora do alvo, limitagcéo
de alvo e discussdes éticas que dificultam o seu processo de implementacdo em
tratamentos, identificacdo de patologias como também suas caracterizacdes
fisiologicas. Sendo assim, este artigo busca revisa as principais atualizacfes
referente a CRISPR/Cas9 como suas implicacbes e seus propésitos, da mesma
forma, introduz-se resumidamente um contexto historico referente a progressao das
tecnologias de engenharia genética e de suas circunstancias de desenvolvimento,
assim, discute-se suas limitacdes e expectativas essenciais para o aperfeicoamento
e avanco cientifico como também proporciona um propoésito de evidenciar a
necessidade de uma maior atencdo referente as terapias moleculares para
conceber um contexto brasileiro efetivo.

Palavras-chave: Edicado genética; Terapéutica; Tratamento; Terapia génica.



ABSTRACT

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) technology
and its CRISPR-associated protein 9 (Cas9) is a genetic engineering tool that allows
the editing of the DNA of living cells by inducing the genetic repair mechanism.
Currently, various treatment methodologies, therapeutic diagnostics and clinical
research based on CRISPR/Cas9 have been developed and are being developed,
revolutionizing the treatment of countless diseases. However, this methodology still
has a number of obstacles such as off-target effects, target limitation and ethical
discussions that hinder its implementation in treatments, identification of pathologies
as well as their physiological characterization. Therefore, this article reviews the main
updates regarding CRISPR/Cas9 as well as its implications and purposes. Likewise,
it briefly introduces a historical context regarding the progression of genetic
engineering technologies and their development circumstances, thus discussing their
limitations and essential expectations for scientific improvement and advancement as
well as providing a purpose to highlight the need for greater attention regarding
molecular therapies to conceive an effective Brazilian context.

Keywords: Gene editing; Therapeutics; Treatment; Gene therapy;
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1INTRODUCAO

1.1 IDEALIZACAO DAS TECNOLOGIAS DE ENGENHARIA GENETICA

A principio, acredita-se que a tecnologia de edicdo genética desempenhara
um papel crucial no controle e prevencao de doencas a nivel genético no futuro (LI et
al., 2023). Numerosas doengas como talassemia, anemia falciforme e entre outras,
especialmente as genéticas resultantes de mutacées em genes especificos, estao
associadas a modificag6es na expresséo génica no organismo (MANGHWAR et al.,
2019). Ademais, as técnicas de edicdo genética que foram sendo modificadas e
substituidas ao longo do tempo em decorréncia de suas limitagdes, principalmente em
relacdo a questdes de eficiéncia e de economia, sdo as ferramentas ideais para o
tratamento de doengas hereditarias, sendo a CRISPR/Cas9 a ultima geracao (LI;
ZHENG, 2023). Dessa forma, entende-se que a tecnologia terapéutica do futuro sera
aquela capaz de corrigir mutacdes genéticas prejudiciais de forma permanente, ou
inativar com grande precisdo e eficacia os genes responsaveis por essas doencas.
Entretanto, ainda € necessario superar diversas barreiras das técnicas de edicao
genbmica, a exemplo dos efeitos fora do alvo, biocompatibilidade em relacdo a
entrega direcionada e inameras outras incongruéncias. Nesse contexto, vale
mencionar a evolucao historica e o desenvolvimento até a ascensédo da CRISPR (LI
et al., 2023).

1.2 PROGRESSAO HISTORICA DA DESCOBERTA DO DNA

Em 1869, Friedrich Miescher realizou o isolamento do Acido
desoxirribonucleico (DNA) pela primeira vez, inicialmente denominado de nucleina.
Empregando seus procedimentos e buscando aprimorar as condi¢cées de isolamento,
Miescher observou que, embora compartilhasse caracteristicas similares as proteinas,
a nova substancia ndo se classificava como uma proteina. Isso também evidenciou a
distingdo dessa substancia em relagdo aos lipidios e carboidratos, além de sua
localizacdo especifica nos nucleos de células. Importante destacar que, em 1889,
Richard Altmann rebatizou a "nucleina" como "acido nucleico" (DAHM, 2005; HALL,;
SANKARAN, 2021).
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Em 1928, Frederick Griffith realizou experimentos com ratos nos quais ele
posteriormente identificou o fenbmeno que seria chamado de "principio da
transformagédo”. Nesse experimento, Griffith combinou bactérias vivas néo
patogénicas com uma variante virulenta que havia sido inativada pelo calor.
Subsequentemente, inoculou a mistura, levando os camundongos a desenvolver
pneumonia e perecerem. Além disso, ele conseguiu isolar col6nias da linhagem
virulenta a partir desses ratos, levando a conclusao de que a cepa ndo patogénica
havia se convertido na forma virulenta devido a inativacdo pelo calor da cepa virulenta
original (GRIFFITH, 1928; RANDHAWA; SENGAR, 2021).

Em relacdo ao experimento dos cientistas Griffith, Dawson e Sai, estes
realizaram a confirmacéo in vitro, e posteriormente James L. Alloway continuou as
investigagbes (SIA; DAWSON, 1931). James conseguiu lisar a cepa virulenta de
bactérias por meio da filtracdo da substancia intracelular, resultando em um extrato
isento de células. Esse lisado levantou a suposi¢cao de que algo presente no extrato
livre das células desencadeava a conversao da cepa para uma forma virulenta. Sendo
assim, Alloway denominou esse fenémeno de "principio transformador” (ALLOWAY,
1932; RANDHAWA; SENGAR, 2021).

Através disso, Avery, MacLeod e McCarty demonstram que 0 "principio
transformador” de Griffith, no qual passava essa informacdo genética, ndo era uma
proteina, mas sim DNA, dessa forma, prop6s-se que o DNA pode funcionar como o
material hereditario (AVERY; MACLEOD; MCCARTY, 1944; RANDHAWA; SENGAR,
2021).

Em 1953,0s pesquisadores Rosalind Franklin e Maurice Wilkins empregaram
analises de raios-X para evidenciar que o DNA possui uma estrutura helicoidal que se
repete de forma regular (DAHM, 2005).

Neste mesmo ano, com o auxilio das informac¢des fornecidas por Rosalind
Franklin e Maurice Wilkins, James Watson e Francis Crick conseguiram desvendar a
estrutura molecular do DNA, que se apresenta como uma dupla hélice. Posto isso,
eles detalharam como as bases nitrogenadas adenina formam pares com a timina, e
a citosina se associa com a guanina por meio de ligacdes de hidrogénio (COBB;
COMFORT, 2023; DAHM, 2005).

Salienta-se que, em 1962, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina foi
concedido apenas a James Watson, Francis Crick e Maurice Wilkins pelas

contribuicdes para a descoberta da estrutura do DNA. Rosalind Franklin, que
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desempenhou um papel crucial nessa conquista, nao foi devidamente homenageada
devido ao seu falecimento antes da cerimdnia de premiacdo (COBB; COMFORT,
2023; DAHM, 2005).

1.3 PROGRESSAO HISTORICA DAS TECNOLOGIAS DE EDICAO GENETICA

1.3.1 Descoberta das meganucleases

As meganucleases (MegNs) representam uma categoria de endonucleases
gue ocorrem de forma natural e sdo encontradas em todas as formas de vida
microbiana (SILVA et al., 2011). Foram identificadas primeiramente em leveduras no
ano de 1985 (TRODER; ZEVNIK, 2022) sendo responsavel por cortar o DNA de fita
dupla em locais de reconhecimento especificos que consistem em 14 a 40 pares de
bases, dessa forma podendo ativar o mecanismo de reparo enddégeno genético
(KHALIL, 2020; TRODER; ZEVNIK, 2022). Sendo assim, a primeira tecnologia de
edicdo de genes baseadas em nuclease a ser desenvolvida utilizou a MegN I-Scel da
levedura Saccharomyces cerevisiae (GALETTO; DUCHATEAU; PAQUES, 20009;
RANDHAWA; SENGAR, 2021). Embora haja uma grande quantidade de MegNs de
ocorréncia natural, a principal restricdo esta relacionada a sua sequéncia de
reconhecimento predefinida, o que limitou significativamente a selecéo de locais alvo
e sua aplicagdo terapéutica (TRODER; ZEVNIK, 2022).

1.3.2 Surgimento das nucleases dedo de zinco

A tecnologia de nucleases dedo de zinco (ZFNs) se originou apoés a
descoberta da interacdo entre proteinas e DNA, bem como o conceito de DNA
recombinante. No final dos anos 1960, Werner Arber, Hamilton Smith e Daniel
Nathans identificaram e utilizaram as enzimas de restricdo para realizar cortes
especificos no DNA, abrindo caminho para a manipulacdo genética (DAHM, 2005;
KHALIL, 2020). Além disso, em 1972, Paul Berg empregou as enzimas de restricdo
para criar o primeiro DNA recombinante (DAHM, 2005). Esses eventos, portanto,
marcaram o inicio da capacidade direta de manipulacdo do material genético,

permitindo que os cientistas cortassem e recombinassem segmentos especificos de
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DNA, dando origem a primeira nuclease programavel para fins de edicdo genética
(TRODER; ZEVNIK, 2022).

Destaca-se que a ZFN consiste em uma enzima de restrigdo, inicialmente
identificada, em 1985, como parte de um fator de transcri¢cdo encontrado nos ovécitos
de rd e na endonuclease Fokl (TRODER; ZEVNIK, 2022). Somente em 1996, 0s
cientistas fusionaram o dominio de endonuclease da enzima de restricdo bacteriana
Fokl com os dominios de ligacdo ao DNA com a proteina dedo de zinco (ZFP). Como
resultado dessa fusédo, eles conseguiram criar uma proteina que € capaz de se unir
ao DNA em um local especifico por meio da ZFP, e efetuar cortes no DNA por meio
da Fokl (TRODER; ZEVNIK, 2022), originando assim a nuclease programavel
conhecida como ZFNs (KHALIL, 2020; RANDHAWA; SENGAR, 2021; TRODER,;
ZEVNIK, 2022).

Mediante a programacédo dessas nucleases, foi viavel induzir quebras de fita
dupla (DSBs) no DNA para estimular o reparo genético enddgeno, tanto através da
via de Juncao final ndo homodloga (NHEJ), quanto da via de reparo dirigido por
homologia (HDR) (LI et al., 2023). E importante observar que, se um modelo de reparo
for disponibilizado durante a ocorréncia da DSB, torna-se possivel efetuar o reparo
por meio da HDR. Portanto, as ZFNs sdo as responsaveis por originar 0s primeiros
ratos knockout (RANDHAWA,; SENGAR, 2021).

Além disso, é importante compreender que o reconhecimento da sequéncia
alvo e a precisdo das ZFNs dependem dos elementos da sequéncia de aminoacidos
de cada dedo, do numero de dedos presentes e da interacdo com o dominio da
nuclease (LI et al., 2023). Salienta-se que ZFNs que consistem em 3 a 6 dedos tém a
capacidade de especificar entre 18 e 36 pares de bases de DNA em cada ponto de
clivagem, melhorando assim a orientacdo de sequéncias especificas no genoma
humano (LI et al., 2023). No entanto, € relevante notar que a afinidade das ZFNs pela
sequéncia alvo ndo é absoluta, e a ZFP pode se ligar a outros locais no genoma que
possuam sequéncias semelhantes a sequéncia alvo (KHALIL, 2020). Também é
observado que as vias de reparo por juncdes homodlogas propiciam erros, resultando,
de forma frequente, em insercdes ou delecdes (INDELs), em vez de reparo por
recombinacdo homologa direta (HDR) (TRODER; ZEVNIK, 2022).

Assim, as ZFNs representam enzimas de restricao criadas sob medida para
efetuar edigBes precisas no genoma em locais especificos (RANDHAWA; SENGAR,

2021). No entanto, devido ao seu custo elevado e ao processo demorado, a tecnologia
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ZFN ndo estava ao alcance da maioria dos laboratorios de biologia molecular

convencionais naquela época (KHALIL, 2020).

1.3.3 Surgimento das Transcription activator-like effector nuclease

Em 2010, foi descoberto uma proteina capaz de ligar-se ao DNA de forma mais
facil e flexivel do que os ZFP. Através dos estudos em bactérias fitopatogénicas do
género Xanthomonas, identificadas como campestris pv. Vesicatoria, se evidenciou
as proteinas Transcription Activator Like Effectors (TALE), as quais possuiam a
capacidade de ligacdo ao DNA, dessa forma, manipulando a expressao génica da
célula vegetal a seu favor (CHRISTIAN et al., 2010; LI et al., 2023; MILLER et al.,
2011; RANDHAWA; SENGAR, 2021; TRODER; ZEVNIK, 2022).

Da mesma forma como as ZFP, as TALEs (Transcription Activator-Like
Effectors) também séo ligadas a um dominio da enzima de restricdo Fokl, formando a
transcription activator-like effector nucleases (TALENSs), ou seja, conseguindo
ocasionar quebras de fita dupla (DSBs) (CHRISTIAN et al., 2010; KHALIL, 2020;
WANG; LA RUSSA; QI, 2016; ZHENG et al., 2023). Todavia, observa-se uma notéria
diferenca de especificidade entre as ZFNs e as TALENS, pois cada repeticdo TALE &
composta por 33-35 aminoacidos para distinguir um Unico par de bases de DNA, em
contrapartida as ZFNs reconhecem 3 (KHALIL, 2020; ZHENG et al., 2023). Sendo
assim, as TALENSs tornaram-se uma tecnologia mais acessivel devido ao seu tempo
de otimizacao, custo e especificidade. Entretanto, por possuirem um tamanho maior
gue as ZFNs, emtorno de 3kb, a sua aplicacéo € limitada pela probleméatica da entrega
e vetorizacdo (TRODER; ZEVNIK, 2022; ZHENG et al., 2023).

1.3.4 Surgimento de CRISPR/Cas9

Entende-se que essas ferramentas supracitadas funcionam por meio de
interacdes proteina-DNA, ou seja, é necessario um arcabouco de engenharia para
clonar novas proteinas e possibilitar um novo local alvo (WANG; LA RUSSA; Ql,
2016). Sendo assim, CRISPR é uma familia de sequéncias de DNA pertencentes a

certos tipos de bactérias, na qual os cientistas utilizam um RNA sintético e uma
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proteina Cas como componente de reconhecimento de DNA alvo (RANDHAWA,
SENGAR, 2021; YANG; CHEN, 2020).

As repeticoes CRISPR, abreviadas como "CRISPR" (do inglés, Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), foram primeiramente identificadas
em sequéncias de DNA da bactéria Escherichia coli, em 1987, por Ishino e
colaboradores da Universidade de Osaka, Japao, durante a pesquisa para sequenciar
0 gene iap (isoenzima da fosfatase alcalina) da mesma bactéria (ISHINO et al., 1987).
A descoberta dessas repeticdes ocorreu de maneira acidental, quando uma sequéncia
de repeticao peculiar foi observada em sequéncia do gene que codifica a isoenzima
fosfatase alcalina, responsavel pela conversdo da aminopeptidase nas Escherichia
coli (HAN; SHE, 2017; LAU; DAVIE, 2017).

A sequéncia de repeticdo consiste em cinco repeticdes de 29 nucleotideos
idénticas, intercaladas por sequéncias unicas de 32 nucleotideos, fazendo parte do
I6cus com 12 repeticdes agrupadas no sistema CRISPR-Cas da E. coli (LAU; DAVIE,
2017). Essas sequéncias repetitivas semelhantes foram identificadas em outras cepas
de E. coli e bactérias intimamente relacionadas, como Shigella dysenteriae e
Salmonella enterica (HAN; SHE, 2017). Essa diversidade nos loci CRISPR sugeriu
uma prevaléncia desse elemento em bactérias, juntamente com uma extrema
diversidade nas unidades espacadoras de repeticdo, mesmo em cepas muito
proximas (GOSTIMSKAYA, 2022). Na época da descoberta, o sequenciamento
desses fragmentos de DNA era um processo demorado, e seus descobridores nao
compreendiam sua origem e significado na célula bacteriana (GOSTIMSKAYA, 2022).
Dessa forma, a hatureza exata dessas repeticdes permaneceu desconhecida por mais
de uma década, até que avancos nas tecnologias de sequenciamento possibilitaram
a decodificacdo de muitos outros genomas, revelando a peculiaridade das sequéncias
repetitivas (GOSTIMSKAYA, 2022; HAN; SHE, 2017; TRODER; ZEVNIK, 2022).

A descoberta dos loci CRISPR comecou com Francisco Mojica, da
Universidade de Alicante (Espanha), que, em 1993, encontrou repeticbes nas
sequéncias de DNA da Haloferax mediterranei que € uma espécie do género Archea
(GOSTIMSKAYA, 2022; MOJICA; JUEZ; RODRIGUEZ-VALERA, 1993). Sabe-se que
esses pesquisadores identificaram uma longa sequéncia de DNA, contendo
repeticoes regularmente espacgadas neste genoma das Archea, observando que
essas repeticbes ndo apresentavam semelhanca de sequéncia com aquelas em E.
coli (LAU; DAVIE, 2017).
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Sendo assim, Mojica e colaboradores observaram que essas repeticdes eram
amplamente presentes em diversas bactérias e quase todas as arqueias, sugerindo
um papel crucial para esses elementos (HAN; SHE, 2017; LAU; DAVIE, 2017; MOJICA
et al., 2005; RANDHAWA; SENGAR, 2021). Além disso, foi descoberto que os DNAs
invasores sao identificados pela presenca de um pequeno filamento de DNA, por meio
do qual ocorre o reconhecimento de elementos exdgenos. Portanto, as sequéncias de
DNA sao reconhecidas por motivos adjacentes ao protoespacador (PAM), que se
averiguou, posteriormente, serem responsavel pela diferenciacdo entre o sistema
CRISPR, reconhecendo o "proprio” (self) e o "néo préprio" (non-self) (RANDHAWA,;
SENGAR, 2021; TRODER; ZEVNIK, 2022).

Outras pesquisas realizadas por Bolotin, Pourcel e colaboradores,
evidenciaram que as sequéncias de espacadores sdo iguais as encontradas nos
genomas de fagos e outros elementos genéticos exdégenos (BOLOTIN et al., 2005;
HAN; SHE, 2017; MOJICA et al., 2005; POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2005).
Dessa forma, essas descobertas preconizaram que CRISPR fazia parte do sistema
imunologico de bactérias archaea (MOJICA et al., 2005). Essa descoberta indicou a
importancia funcional dos loci CRISPR e impulsionou pesquisas subsequentes sobre
esses elementos.

O termo "Repeticdes Palindrébmicas Curtas Regularmente Interespacadas
Agrupadas (CRISPR)" foi cunhado por Jansen e colaboradores, em 2002, e logo
adotado pela comunidade cientifica, por refletir melhor as caracteristicas estruturais
dessas sequéncias (JANSEN et al., 2002; MOJICA et al., 2005; TRODER; ZEVNIK,
2022). Jansen e sua equipe também observaram que os loci CRISPR estavam
intimamente ligados a um conjunto de genes conservados, subsequentemente
chamados de genes associados a CRISPR ou Cas, que codificam proteinas do tipo
endonucleases naturais (TRODER; ZEVNIK, 2022). A Cas estdo ausentes em
bactérias que ndo possuiam quaisquer elementos CRISPR (HAN; SHE, 2017,
JANSEN et al., 2002).

Em 2006, foram reconhecidas mais de 50 familias de proteinas Cas, que
compBem diversos subtipos de sistemas CRISPR-Cas, aumentando o escopo de
oportunidades (HAN; SHE, 2017).

Destaca-se que apenas em 2007 estas previsfes imunoldgicas foram entédo
testadas experimentalmente, revelando caracteristicas sem precedentes para um
sistema procariético (GOSTIMSKAYA, 2022; TRODER; ZEVNIK, 2022). Rodolphe
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Barrangou e colaboradores trabalharam com culturas de iogurte da bactéria
Streptococcus thermophilus e demonstraram que o sistema CRISPR-Cas fornece uma
imunidade antiviral guiada por RNA (BARRANGOU et al., 2007; GOSTIMSKAYA,
2022; TRODER; ZEVNIK, 2022).

Os clones bacterianos selecionados para resistir a fagos demonstraram
aquisicao de sequéncias CRISPR, em contraste com aqueles néo infectados, ou seja,
as bactérias infectadas incorporaram espacadores derivados de fagos que, por sua
vez, direcionam a proteina Cas para o genoma dos invasores, onde cortam com
precisdo o DNA do fago, demonstrado empiricamente o modelo de interferéncia de
DNA guiado por RNA (BARRANGOU et al., 2007; BOLOTIN et al., 2005;
GOSTIMSKAYA, 2022; HAN; SHE, 2017; MOJICA et al, 2005; POURCEL;
SALVIGNOL; VERGNAUD, 2005; TRODER; ZEVNIK, 2022).

O numero de sequéncias CRISPR presentes esta fortemente associado ao
nivel de resisténcia observado na cepa microbiana, e a imunidade é obtida apos a
exposicao a elementos genéticos invasores (HAN; SHE, 2017). Portanto, o CRISPR-
Cas codifica um sistema imunologico adaptativo semelhante a resposta imune
adaptativa dos mamiferos (BARRANGOU et al., 2007; RANDHAWA; SENGAR, 2021;
TRODER; ZEVNIK, 2022).

A investigacao deste sistema CRISPR-Cas “simplista” abriu 0 caminho para o
desenvolvimento da tecnologia CRISPR/Cas9. Dessa forma, foi revelado que somente
uma proteina Cas, nesse caso a Cas9, é necessaria para a interferéncia no DNA
(HAN; SHE, 2017).

Portanto, devido ao seu mecanismo de acdo, entende-se que os DNAs
invasores sao detectados por meio de PAMs correspondentes. Consequentemente,
interpreta-se que qualquer sequéncia diretamente adjacente a esse PAM pode ser
reprogramada como um local alvo para direcionamento especifico do DNA pelo
sistema CRISPR-Cas9.

Através da figura 1 é possivel observar os principais eventos histéricos em
ordem cronoldgica que impactaram para o desenvolvimento e evolugdo cientifica

nessa area.
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Figura 1 — Historia Logistica de CRISPR/Cas9
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e na direita a bioquimica e bi6loga molecular Jennifer Doudna.
Fonte: elaborado pelo autor
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Diversos grupos de pesquisa demonstraram a aplicabilidade do sistema
CRISPR-Cas9, posteriormente classificado como Tipo Il por Makarova et al. devido a
sua grande quantidade de variaveis na edicdo do genoma de linhas celulares
humanas e modelos de camundongos, sendo Cas9 advindo da bactéria Streptococcus
pyogenes (SpCas9) (HAN; SHE, 2017; MAKAROVA et al., 2011). Isso resultou em
uma explosao de aplicacbes do sistema CRISPR-Cas9 para a edicdo genética em
diversos organismos. Ao mesmo tempo, houve progressos significativos na pesquisa
dos mecanismos moleculares de diferentes sistemas CRISPR-Cas, visto que €
possivel utilizar diferentes mecanismos de reparo através de DSBs ou fundir
diferentes dominios funcionais a diferentes nuclease Cas. A exemplo desse contexto,
€ possivel averiguar na figura 2, o crescimento referente ao nimero de publicacdes
na Pubmed a partir da data 28 de junho de 2012, visto que essa é a data de publicacéo
do artigo referente a CRISPR/Cas9 (JINEK et al., 2012), até a data de 24 de outubro
de 2023 utilizando apenas a palavra chave “CRISPR”.

Figura 2 — Numero de publicacdes referentes a CRISPR na plataforma Pubmed
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Fonte: elaborado pelo autor

O quadro 1 compara as 3 principais tecnologias de edicdo genética e
apresenta suas principais diferencas, assim como suas vantagens e desvantagens.
Na figura 3 € possivel observar as principais conquistas clinicas referente a medicina
translacional de CRISPR-Cas9, como pesquisas de tratamento para varios canceres

e melhorias para técnicas de ensaios clinicos.
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Quadro 1 — Comparacao das 3 principais tecnologias de edi¢cdo genética

Nuclease

Componente de
reconhecimento
de DNA

Mecanismo de
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(continua)
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Dominio de

Ligacéo

30 aminoacidos

100 pb de RNA
simples

Comprimento de
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gue ndo sejam deve ser uma sequéncia PAM
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Quadro 1 — Comparacao das 3 principais tecnologias de edicdo genética

VAR NS

Dificuldades
Entrega

‘[ Relativamente
facil devido ao

TALENSs

Dificil devido ao
grande tamanho

(concluséo)

CRISPR-Cas9 |
Moderado, j& que o

SpCas9 comumente

tamanho dos componentes usados é grande e
pequeno  dos funcionais pode causar
elementos de problemas de
expressdo de embalagem para
ZFN adequados vetores virais, mas
para uma existem ortélogos
variedade  de menores

vetores virais
Fonte: adaptado de LI et al. (2020), RANDHAWA; SENGAR (2021) e ZHENG et al. (2023)

Figura 3 - Conquistas clinicas de CRISPR-Cas9

sequence
lung cancer detection gjaycoma

CRISPR-Cas9
Technology

Fonte: ZHENG et al. (2023)
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20BJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo narrativa da bibliografia sobre as abordagens das
tecnologias de edicdo genética, destacando a ferramenta especifica CRISPR/Cas9 e
suas vertentes, como também promover acdes integrativas para o desenvolvimento e
o entendimento dessa tecnologia como sua historia evolutiva, logo, estendendo suas
diversas aplicacbes em inimeros ambitos, principalmente voltado para a area da

saude.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Revisar as principais publicagdes atualizadas referente a CRISPR-Cas9
até o primeiro semestre de 2024.

b) Avaliar por analise critica a prospectiva das tecnologias de terapia
molecular, focando em CRISPR-Cas9 e suas atualizacdes e perspectivas.

c) Descrever as possiveis aplicacdes para area da saude.
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3METODO

Foi executada uma pesquisa bibliografica, realizada via acesso aos
buscadores PubMed, Scopus, Nature, Sciencedirect, Scielo, Frontiers, Springerlink,
Google Académico e Google. As seguintes palavras-chave, em inglés e portugués,
bem como seus derivados, foram inseridas em combinagdes variadas, sempre fixando
a palavra CRISPR-Cas9 ou somente CRISPR como chave de busca: CRISPR-Cas9,
edicdo génica, terapia génica, ensaios em humanos, modelos animais, talassemia 3,
doenca falciforme, céncer, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
doencas raras, hipercolesterolemia, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer,
fibrose cistica, erros inatos do metabolismo. Dessa forma, foram incluidos estudos
que:

a) foram datados no periodo estudado entre 2013 a 2024;
b) apresentavam dados primarios que alavancaram coleta de informacfes
gualitativas.
O critério de excluséo utilizados foi data de publicacdo maior que 10 anos, exceto

artigos de fonte bibliografica primaria.
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4DESENVOLVIMENTO

4.1  ATUALIDADES

Atualmente observa-se um constante avangco na tecnologia CRISPR,
entretanto seu aspecto evolucional ndo remete apenas o seu mecanismo de acao,
mas também envolve aspectos socioecondmicos, geopoliticos e éticos. Sabe-se que
o foco deste artigo € resumir e entrelacar os conhecimentos por volta dessa
engenharia, todavia, abordar temas sociais foge do entendimento mecanico dessa
ciéncia e sua funcionalidade, porém, é indiscutivel a discussao referente a esses
temas visto que a tecnologia esta inerentemente associada a elevados custos e a
doencas hereditarias que, consequentemente, envolve aspectos politicos e raciais.

Em 16 de novembro de 2023, a Agéncia Reguladora de Medicamentos e
Produtos de Saude (MHRA) aprovou o uso de CRISPR, tornando o Reino Unido o
primeiro pais a dar aprovacado regulatoria a um tratamento meédico envolvendo a
revolucionaria ferramenta de edicdo genética CRISPR (HUNT, 2023). Também foi o
primeiro pais a aprovar a terapia genética para tratar anemia falciforme (GARCIA,
2023). Assim como o Reino Unido, a FDA, em 08 de dezembro de 2023, também
aprovou o uso de CRISPR para os Estados Unidos (FDA, 2023).

A tecnologia aprovada é a Exagamglogene Autotemcel (Exa—cel), registrada
como Casgevy®, tem como foco terapéutico o tratamento da doenca falciforme e da
talassemia B (HUNT, 2023). A doencga falciforme € mais comum em pessoas com
origem familiar africana, ja a talassemia beta afeta principalmente pessoas de origem
mediterranea, do sul da Asia, do sudeste asiatico e do Oriente Médio (GOV.UK, 2023).
Estima-se que o Casgevy possa custar até 2 milhGes de dolares por paciente,
configurando um fator limitante para quem podera ser beneficiado por esse recurso
terapéutico (BIOPHARMA DIVE, 2023).

As empresas CRISPR Therapeutics e Vertex Pharmaceuticals Incorporated
foram as que desenvolveram essa tecnoldgica sob os termos de um acordo de
participagdo nos lucros 60/40. As acdes da CRISPR Therapeutics, durante a
aprovacdo do Casgevy®, saltaram de valor, mesmo sendo a empresa Vertex o
fabricante e detentor da licenca exclusiva do CASGEVY, sendo assim, esse aspecto
econdmico é observado na figura 4 (CRISPR THERAPEUTICS, 2023).
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Figura 4 — Preco de mercado da empresa CRISPR Therapeutics
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Fonte: CIMINO; JAGIELSKI (2024)

Essa informacao é imprescindivel visto que ela pode atrair maior interesse de
grandes nomes do setor de saude, consequentemente quanto mais atrativo esse
ecossistema se torna, mais investimento e desenvolvimento tecnologico surge,
incluindo também formas de disponibilidade de acesso.

Em se tratando de terapias genéticas, efeitos fora do alvo possam ocorrer,
sendo assim isso se torna uma barreira e preocupacdes. Infelizmente os efeitos
biol6gicos em cascata sdo mais dificeis de antecipar, porém tratando-se de uma
doenca onde ndo tem cura, os beneficios da terapia superam os riscos (HASELTINE,
2023). Aléem do mais, Casgevy ndo corrige a mutacdo na doenca falciforme, ela
compensa a perda de hemoglobina, induzindo a producéo de hemoglobina fetal (HbF),
logo ndo é realmente uma cura, mas sim um tratamento (SHERIDAN, 2023).

Continuando, Casgevy € projetado para trabalhar editando precisamente os
genes nas células-tronco da medula 6éssea de um paciente para permitir a producao
de uma hemoglobina funcional, no caso a HbF (IMPERIAL NHS, 2023).
Especificamente, para fazer isso, as células-tronco produtoras de hemoglobina séo
retiradas da medula 6ssea de um paciente e Casgevy é direcionado para as células-

tronco hematopoéticas CD34, logo o gene BCL11A é editado em laborat6rio por
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eletroporacédo, compreendendo um RNA guia sintético e uma endonuclease Cas9 de
Streptococcus pyogenes (SHERIDAN, 2023).

Observa-se entdo que ao interromper-se esse gene, 0 paciente nao carrega
mais as mesmas anormalidades que a hemoglobina adulta em pessoas com doenca
falciforme ou talassemia 3. As células recém-modificadas com hemoglobina funcional
sdo colocadas de volta no corpo do paciente, que de forma previa precisam se
submeter ao pré-condicionamento mieloablativo a base de bussulfano, que é
altamente toxico, portanto, mesmo sendo uma extrema inovagao no tratamento dessa
doenca, ainda é necessario passar por diversas etapas dificeis para que o paciente

possa ter menores crises vaso-oclusivas (SHERIDAN, 2023).

4.2  CLASSIFICACAO DOS SISTEMAS CRISPR

Devido a sua complexidade, CRISPR foi classificado para melhor obtencéo
de seus aspectos caracteristicos e suas distincbes de papéis. Salienta-se que
CRISPR se divide em duas classes, onde possui seis tipos e 33 subtipos
(HRYHOROWICZ; LIPINSKI; ZEYLAND, 2023). Essa informacéo é importante pois
cada sistema CRISPR pode possuir diferentes substratos alvos, diferentes tipos de
efetores, assim como diferentes proteinas acopladas a si. De maneira geral, é possivel

observar suas distingdes de caracteristicas na figura 5.
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Figura 5 — Classificacdo dos Sistemas CRISPR

Table 1

Characteristics of different types of CRISPR/Cas systems.

Effector Signature Target
Class Type Subtypes tracrRNA
Complex Protein Substrate
| A BCDEEG multiple subunits no Cas3 DNA
1 111 A BCDEE multiple subunits no Casi10 DNA/RNA
v A B,C multiple subunits no unknown unknown
11 A B,C single unit yes Cas9 DNA
A B CDEEGHLEK
2 v " single unit yes ! Cas12 DNA/RNA 2
VI ABCD single unit no Casl3 ENA

Open in a separate window

! For subtypes: B, E, E G, K. 2 For subtype V-G.

Fonte: HRYHOROWICZ; LIPINSKI; ZEYLAND (2023)

Portanto, a complexidade de CRISPR e sua utilidade n&o se resume apenas a
CRISPR acoplado a cas9, e sim a inimeros sistemas derivados que possuem distintas
funcdes e atividades, assim como especificidade e seletividade. Salienta-se que os
principais avancos na ciéncia sao referentes a CRISPR-Cas9, entretanto esses
avancos nao se limitam apenas a Cas9, mas também é decorrente de estudos
relacionados a cas12 e a Cas13 (HRYHOROWICZ; LIPINSKI; ZEYLAND, 2023).

De maneira geral, as tecnologias resumem-se em NHEJ, HDR, edicao de base,
edicdo de primers e edicdo de epigénoma. As tecnologias mais modernas sendo
desenvolvidas para um panorama atual estdo relacionadas com a edicdo de base,
edicdo de primers e edicao de epigénoma. No Quadro 2, sdo descritos 0s principais

pontos de diferenciacéo entre as tecnologias CRISPR.

Quadro 2 — Comparacéao dos tipos de tecnologias CRISPR
(continua)

Tecnologia Tipos de Tipos de Eficiéncia  Tamanho do gene
edicdes edicdes nédo gue codifica a
pretendidas pretendidas proteina de

edicdo
Edicdo de genes Mutacbes Mutacbes Pode ser Médio, podendo
sl gltieleEics | semi-aleatérias | pequenas ou muito alta, | caber em um Unico




padréo - juncéo
ndo homologa

Edicdo de genes
com nucleases
padrdo - reparo
direcionado por
homologia

Edicdo de base

Edicdo de Primer
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de pequenos grandes de préxima de virus
indels; indels; perda de 100% de adenoassociado
delecdes segmentos eficiéncia (AAV)
precisas se cromossOmicos;
forem usados rearranjos
dois RNAs-guia | cromossémicos;
cromotripsia
(fragmentacéo
cromossOmica)
Mudancas Mutacdes Tipicamente | Médio, podendo
precisas de um | pequenas  ou | baixa caber em um Unico
Unico grandes de AAV
nucleotideo, insercoes/dele¢
insercoes, Oes; perda de
delecdes e | segmentos
qualquer cromossomicos;
combinacéo rearranjos
destas. cromossomicos;
cromotripsia
Mudancas de | Mutacdes Pode ser | Grande, ou seja,
um Gnico | pequenas de | muito  alta, | necessita de
nucleotideo inser¢des/delec | proxima de | divisdo em
(tipicamente 0es; mudancgas | 100% de | maltiplos vetores
restritas a | de nucleotideos | eficiéncia. AAV.
mutagdes de | Unicos no local-
transicéo) alvo;
desaminacgao
de DNA fora do
alvo;
desaminacgao
de RNA fora do
alvo
Mudancgas Mutacbes Tipicamente | Grande, ou seja,
precisas de um | pequenas  de | baixa. necessita de
Gnico insercbes/deleg divisdo em
nucleotideo, oes; edi¢cbes multiplos  vetores
insercoes, primarias fora AAV.
delecbes e | do alvo;
qualquer consequéncias
combinagéo desconhecidas
destas da atividade de
transcriptase

reversa.
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Quadro 2 — Comparacao dos tipos de tecnologias CRISPR
(concluséo)

Tecnologia Tipos de Tipos de Eficiéncia  Tamanho do gene
edicdes edicdes ndo que codifica a

pretendidas pretendidas proteina de
edicao
Médio a grande

Edicéo do Sem Metilacéo fora

epigenoma mudancas de do alvo e/ou alta
sequéncia; mudancas na
mudancas no cromatina; as
status de edicbes podem
metilacédo e/ou | ndo ser duraveis
modificacbes

da cromatina

Fonte: Adaptado de MUSUNURU (2023).

4.3 TECNOLOGIAS CRISPR

4.3.1 Edicao de genes de nucleases padrao

A técnica pioneira de edicdo gendmica envolveu o emprego de nucleases para
induzir DSBs em locais especificos do genoma. Essas quebras ativam vias de reparo
do DNA, predominantemente o mecanismo de juncéo final ndo homdéloga. No contexto
do NHEJ, as extremidades de DNA resultantes das DSBs sao religadas,
frequentemente resultando em mutacdes indel, as quais podem causar alteracées na
sequéncia codificante de proteinas ou influenciar elementos regulatorios que modulam
a expressao génica.

Embora o NHEJ seja eficaz para induzir mutagénese, as mutacdes indel
resultantes sao de natureza essencialmente aleatéria, dificultando a previséo precisa
das alteracdes nas células editadas. Consequentemente, o NHEJ é frequentemente
empregado para a inativacao de genes ou elementos regulatérios.

O segundo mecanismo principal de reparo de DSBs é o reparo dirigido por
homologia, que é restrito a células em proliferagdo na fase S ou G2, onde ocorre a
replicacdo do DNA. O HDR utiliza uma sequéncia de DNA homologa como modelo
para reparar precisamente a DSB, possibilitando corre¢des ou inser¢des de mutacdes
de forma controlada. Entretanto, o HDR geralmente apresenta menor eficiéncia que o
NHEJ e pode ser complicado pela coexisténcia simultdnea de ambos 0os mecanismos
em células editadas.
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Dentre as varias nucleases programaveis disponiveis, os sistemas CRISPR-
Cas séo os mais amplamente utilizados devido & sua versatilidade e eficiéncia para
aplicacdo de DSBs. O sistema CRISPR-Cas9, derivado de Streptococcus pyogenes,
destaca-se por sua facilidade de uso e altas taxas de eficiéncia de edicao. Além do
Cas9, outras variantes de Cas, como o Casl2 e Casl13, sdo empregadas, cada uma
com suas proprias preferéncias de sequéncia e mecanismos de acao.

Apesar dos beneficios potenciais, a edicdo gendmica usando nucleases
padrdo apresenta riscos consideraveis de genotoxicidade. Dessa forma, DSBs néo
intencionais podem resultar em alteracdes genéticas indesejadas, como insercdes,
delecbes ou rearranjos cromossomicos, 0s quais podem ter implicagcdes adversas
para a saude. A mutagénese fora do alvo também é uma preocupacéo, pois pode
levar a inativacdo de genes supressores de tumores ou a ativacdo de oncogenes,
aumentando o risco de carcinogénese. Sendo assim, métodos para avaliar a
propensédo a mutagénese fora do alvo e técnicas de mitigacdo, como a engenharia de
proteinas Cas e a modificacdo de RNA-guia, estdo sendo ativamente investigados
visando garantir a seguranca e eficacia da edicdo genbmica, consequentemente,
evoluindo a metodologia de CRISPR/Cas (MUSUNURU, 2023).

4311 CRISPR/Cas9

Dentro da variedade de sistemas CRISPR/Cas, o tipo Il, pertencente a classe
2, destaca-se como 0 mais amplamente adotado em engenharia genética, gracas a
sua simplicidade, versatilidade e eficiéncia. Em um ambiente laboratorial, a tecnologia
CRISPR/Cas9 é composta por dois elementos principais: um RNA guia unico (SgRNA)
e a proteina Cas9. O sgRNA é um RNA sintético curto formado pela fusdo do Trans-
activating CRISPR RNA (tracrRNA) e crispr RNA (crRNA), geralmente com 20
nucleotideos complementares a sequéncia alvo. E crucial que o DNA alvo seja
exclusivo em relacédo ao restante do genoma e esteja imediatamente adjacente ao
sitio PAM (para Streptococcus pyogenes, SpCas9: 5'-NGG-3', onde N representa A,
C, T ou G). A enzima Cas9, orientada pelo RNA, que contém dois dominios ativos de
nuclease HNH e RuvC, induz a clivagem da sequéncia de DNA alvo, gerando DSB no
gene de interesse. Além disso, ao utilizar uma Unica proteina Cas9 e dois ou mais

sgRNAs, a tecnologia CRISPR/Cas9 também permite a edicdo multiplex do genoma.
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A multiplexagdo CRISPR pode ser aplicada para modificar varios genes
simultaneamente ou deletar grandes regides gendmicas. No entanto, observou-se que
a SpCas9 pode tolerar algumas incompatibilidades entre o RNA-guia e o DNA-alvo,
resultando em edi¢cdes fora do alvo, o que ainda representa um dos problemas
significativos nas aplicagfes clinicas desse sistema. Portanto, a otimizacdo da
proteina Cas9 tem se concentrado na melhoria da especificidade do alvo e no
aumento da seguranca clinica da Cas9.

Atualmente, numerosas variantes de Cas9 de alta-fidelidade foram projetadas
ou desenvolvidas Cas9 com compatibilidade PAM alterada, ou seja, versodes
otimizadas por cédon das variantes, como SpCas9-HF1, HiFiCas9, evoCas9,
eSpCas9, HypaCas9, Sniper-Cas9 e xCas9. No entanto, o aumento da fidelidade
dessas variantes geralmente estad associado a diminuicdo da eficiéncia de edigéo.
Também é importante destacar que o numero de sitios de edicdo dos genomas
disponiveis para a proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes, a mais utilizada, é
limitado pela dependéncia da proteina da sequéncia PAM. Por essa razao, foram
descobertos ortdlogos adicionais de Cas9 em varios microrganismos que reconhecem
diferentes sequéncias PAM. Isso inclui a proteina SaCas9 derivada de
Staphylococcus aureus, CjCas9 de Campylobacter jejuni, FnCas9 de Francisella
novicida, StCas9 de Streptococcus thermophiles e NmCas9 de Neisseria meningitidis
(ASANO et al., 2021).

43.1.2 CRISPR/Casl12a

O sistema CRISPR/Cas tipo V, representado pela nuclease Casl2a, figura
como um destacado componente da classe 2, aplicado amplamente na manipulacao
genética. Ao contrario da Cas9, a Casl2a emprega exclusivamente o dominio
catalitico RuvC para promover a clivagem de ambas as cadeias do DNA de fita dupla
alva. Notavelmente, a Casl2a possui uma preferéncia por sequéncias PAM ricas em
T, ampliando significativamente a diversidade de espécies e o niumero de locais-alvo
possiveis quando comparada com a Cas9, que exibe uma preferéncia por PAMSs ricos
em G. A Casl2a, projetada para ligacdo e clivagem do DNA, requer apenas a
presenca da molécula de crRNA contendo uma sequéncia guia de 23 nt. Como
resultado, o RNA guia do sistema CRISPR/Casl12a apresenta uma menor extensao,

aproximadamente 43 nt, em contraste com 0 sgRNA do CRISPR/Cas9, que possui
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cerca de 101 nt de comprimento, facilitando sua sintese. Assim como a Cas9, a
Casl2a também possui potencial de multiplexacdo, desse modo permitindo a
expressdo de multiplos RNAs guia a partir de um anico transcrito referente ao
processamento do pré-crRNA. Além disso, o DSB com extremidades coesas gerado
pela Casl2a pode representar uma abordagem eficaz para aumentar a eficiéncia da
insercdo mediada por HDR devido a complementariedade de bases. Embora a
Casl2a parega exibir uma sensibilidade reduzida a incompatibilidades n&o
relacionadas a "semente" do RNA guia em comparacdo com a Cas9, conferindo
potencialmente maior seguranca para aplicacdes clinicas, € importante notar que

alguns estudos relatam uma eficiéncia de edigcéo relativamente baixa.

4.3.1.3 CRISPR/Casl13a

O sistema CRISPR/Cas13, parte do tipo VI, € uma ferramenta importante para
a manipulacdo genética, especialmente no quesito de edicdo do RNA. Um exemplar
notavel desse sistema € o Casl3a, pertencente ao subtipo VI-A. Ele é capaz de clivar
de forma especifica e eficiente o RNA de fita simples (ssRNA) quando guiado por um
crRNA contendo uma sequéncia espacadora de 28 nt. Diferentemente das nucleases
Cas9 e Casl2a, que requerem uma sequéncia PAM, o Casl3a reconhece 0s
nucleotideos adjacentes a sequéncia alvo do protoespacador na extremidade 3/,
conhecida como sitio de flanco do protoespacador (PFS), sendo composta por um
anico A, U ou C. A ativacao do sitio catalitico, localizado entre os dominios HEPN1 e
HEPN2 da proteina Casl13a, ocorre mediante o emparelhamento da sequéncia alvo
do RNA com o crRNA, resultando na clivagem do ssRNA.

Salienta-se a importancia de destacar que o Casl3a também possui
tolerancia a incompatibilidades de nucleotideo entre o crRNA e a sequéncia alvo,
sendo assim, multiplas incompatibilidades diminuem sua eficiéncia de clivagem.
Essas caracteristicas evidenciam a versatilidade e precisdo dos sistemas
CRISPR/Cas na edicdo do DNA e RNA em um contexto geral, podendo ser visualizada
de forma sucinta na figura 6 (HRYHOROWICZ; LIPINSKI; ZEYLAND, 2023).
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Figura 6 — llustragéo das fun¢des de CRISPR formando DSBs e SSB

Cas12a Cas13a

Legenda: a Cas9 cliva cadeias duplas de DNA formando extremidades planas. b Cas9 nickase
(Cas9n) cliva uma unica cadeia de DNA. ¢ Casl2a corta as cadeias duplas de DNA formando
extremidades complementares. d Casl3a reconhece e cliva RNAs.

Fonte: LI et al. (2023)

4.3.2 Edicao de base

O desenvolvimento continuo das enzimas Cas tem contribuido
significativamente para a evolucdo dessas ferramentas de edicdo gendmica,
entretanto, a busca por estratégias precisas de edicdo genética para corrigir mutacdes
especificas é fundamental no contexto do tratamento de doencas genéticas.

O tratamento de doencas genéticas muitas vezes demanda a correcédo de
mutacdes em bases especificas do genoma. Posto isso, uma estratégia promissora

para essa correcdo € a edi¢do de base, que visa substituir uma base nucleotidica por
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outra sem a necessidade de quebras na dupla hélice do DNA. No entanto, essa
abordagem enfrenta desafios técnicos, especialmente em relagdo a eficiéncia da
edicéo.

Em 2017, Liu et al. conduziram um estudo visando substituir pares de bases
A-T por pares C-G, surgindo entdo essa tecnologia de edicdo nomeada de editores
de bases.

A abordagem de edicéo de base envolve a fusdo de desaminases com a Cas9
nickase (nCas9), responsavel por realizar quebras de fita simples (SSB), ou com a
Cas9 inativa cataliticamente (dCas9) para realizar mutacdes pontuais em sequéncias
especificas de nucleotideos do DNA alvo, assim, ndo havendo a necessidade de
guebra da dupla hélice do DNA.

Os editores de base de citosina (CBEs) e os editores de base de adenina
(ABESs) sao duas categorias principais de editores de base atualmente em destaque,
representados na figura 7. Os editores de base de citosina exploram dominios de
citidina desaminase adaptados de diversas proteinas naturais que atuam sobre bases
de citosina em moléculas de DNA de fita simples, enquanto os editores de base de
adenina sdo derivados de dominios de adenosina desaminase, desenvolvidos a partir
da proteina desaminase especifica homeada de TadA, que atua sobre bases de
adenina em moléculas de RNA de fita simples.

Durante a edicdo de base, o complexo nCas9/sgRNA forma uma estrutura
chamada R-loop no local alvo do genoma, permitindo o acesso do dominio
desaminase a fita de DNA ndo alvo do acoplamento. Os CBEs, por exemplo,
convertem citosinas em timinas. Esses editores consistem em dCas9 guiado por
sgRNA, fundido a uma enzima citidina desaminase. A acado da citidina desaminase
resulta na remoc¢ao de um grupo amino da citosina, convertendo-a em uracila. Durante
a replicacdo do DNA, o uracilo é reconhecido como timina pela DNA polimerase,
formando um par de bases de T-A.

Ja os ABEs realizam a conversdo de adeninas em guaninas. Esses editores
consistem em uma nickase Cas9 guiada por sgRNA, com deficiéncia catalitica,
fundida a uma forma projetada da adenosina desaminase. A inosina resultante da
desaminacao da adenina é interpretada pela célula como guanina (G) e pareada com
citosina (C) durante a replicacdo do DNA.

Apesar de sua precisao, os editores de base apresentam limitagdes, incluindo

sua preferéncia por mutacdes de transicao e a possibilidade de edi¢bes fora do alvo.
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No entanto, quando aplicados corretamente, eles oferecem uma abordagem
promissora para a edicdo genética, combinando eficiéncia e precisdo para manipular
sequéncias nucleotidicas especificas.

Sendo assim, os editores de base catalisam mudancas especificas de
nucleotideos, convertendo citosina (C) em uracila (U) ou adenina (A) em inosina (1).
Todavia, € crucial controlar a possivel reversdo dessas alteracdes, especialmente a
converséo de U de volta para C (HRYHOROWICZ; LIPINSKI; ZEYLAND, 2023a; LI et
al., 2023; MUSUNURU, 2023a).

A exemplo do item anterior, um dos desafios de CBEs é referente ao
mecanismo de reparo celular por excisdo de base, que pode reverter bases para a
forma original devido a natureza nao usual da uracila no DNA, que é prontamente
reparada para G, diminuindo a eficiéncia da edicdo. Para contornar esse problema,
foram desenvolvidos os CBEs de segunda geracéo, que incluem um inibidor adicional
da uracilglicosilase, impedindo a remocdo do uracilo e aumentando a eficacia da
edicdo (KAVLI et al., 2002).

Figura 7 — Representacao da atividade da CBE e da ABE
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4.3.3 Edicéo de Prime

A edicdo de base, pode ser comparada a uma ferramenta de edicéo de texto,
e a edicdo de prime uma ferramenta de edicdo de texto “avancada’, pois a edi¢cao
prime oferece uma abordagem altamente eficaz e precisa para a modificacéo
genética, assim, superando as limitacBes da edicdo de base referente a edicbes
complexas e mais variavel. Em 2019, Liu et al. propuseram um avancgo significativo
com o desenvolvimento do sistema de edicao primer (PE), que integra a Cas9 nickase
com uma transcriptase reversa (RT) do virus M-MLV e um RNA guia de edi¢édo de
primer (pegRNA).

Esta técnica, representada na figura 8 baseada na fusdo de uma versao
modificada do nCas9 com uma enzima RT, permite realizar uma ampla gama de
modifica¢des nucleotidicas, desde pequenas mutacdes até delecdes extensas.

O guia de RNA utilizado na edi¢do de prime possui uma extensdo 3' que
desempenha um papel crucial. A porcao distal (PBS) se emparelha com a fita de DNA
nao alvo, enquanto a por¢cao intermediaria (RTT) serve como substrato para a RT,
possibilitando a construcao direta de uma sequéncia de DNA na fita de DNA néo alvo.

Essa técnica oferece flexibilidade em relagcdo ao comprimento e as mutacdes
incorporadas ao RTT, ampliando consideravelmente o escopo de alvos em
comparacao com outras técnicas de edicdo genética.

O pegRNA direciona a nCas9 para o local alvo no genoma e contém
sequéncias que iniciam a transcricao reversa pela RT, na qual reproduz uma copia do
trecho de DNA especifico no alvo. Esse processo gera duas estruturas de ssDNA:
uma com a edicdo desejada e outra com a sequéncia original. As duas cépias
competem entre si, sendo a ndo editada degradada por endonucleases celulares. O
DNA resultante, contendo segmentos editados e ndo editados, é corrigido através de
mecanismos de reparo de DNA, resultando na introducdo da modificacdo desejada
em ambas as fitas de DNA.

Embora a mutagénese fora do alvo com a edicdo de primer tenha sido
fundamentada com éxito, a extensado total de sua complexidade ainda precisa ser
totalmente esclarecida. Se sua seguranca for confirmada em relag&o aos outros tipos
de edicao, a edicao de prime tem o potencial de se tornar a preferida para a maioria

das aplica¢des, devido a sua notavel versatilidade (MUSUNURU, 2023).



34

Vale ressaltar que o sistema de edi¢cédo de primer demonstrou ser superior ao
HDR mediado por CRISPR/Cas9 e exibiu significativamente menos efeitos fora do
alvo em comparagédo com o Cas9. Embora os editores de primer sejam capazes de
realizar todas as conversdes de base possiveis, eles ndo sdo adequados para
insercdes ou delecdes extensas de DNA em comparagdo com CRISPR/Cas9, sendo
essa uma area em que os sistemas CRISPR/Cas9 se destacam (HRYHOROWICZ;
LIPINSKI; ZEYLAND, 2023)

Figura 9 — Representacao da atividade dos editores de primers
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Fonte: LI et al. (2023)

4.3.4 Edicao do epigenoma

A edicdo epigenbmica € uma estratégia que ndo acarreta alteracbes na
sequéncia de DNA, mas sim na regulacdo da expressdo génica, posto isso,
especialmente remetendo a contextos patoldgicos, a modulacéo da expressao génica
€ terapeuticamente relevante no contexto de saude. Sabe-se que o dCas9 mantém a
habilidade de se ligar a locais especificos na fita de DNA sob a orientacdo do RNA
guia sem ocasionar DSBs, dessa forma, podendo modular a transcricdo génica de

forma mais moderada e com menor incidéncia de efeitos fora do alvo através da
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utilizagdo de fatores de transcricdo. Utiliza-se um complexo dCas9/gRNA para
direcionar sequéncias em promotores de genes ou intensificadores transcricionais,
interferindo estericamente com fatores que interagem com essas sequéncias,
afetando assim a expressdo génica, desse modo, perpetuando o surgimento de
CRISPR de interferéncia (CRISPRi) e o CRISPR de ativacdo (CRISPRa). Para
suprimir a expressao génica, ou seja, realizar a interferéncia, o dCas9 é combinado
com um dominio supressor, como KRAB, que modifica a estrutura local da cromatina.
Para aumentar a expressdo génica e consequentemente ativar o gene, o dCas9 é
fundido a um dominio ativador, como VP16 ou p65, ou outros ativadores especificos,
gue sdao ligados ao gRNA. Tais modificagBes na expressao génica sao transitorias e
dependem da presenca do dCas9 no local, portanto, auxiliando no controle de acéo
de ativacdo ou interferéncia. Para efeitos epigendmicos mais duradouros, o dCas9
pode ser combinado com dominios de enzimas de modificacdo epigenética, ou seja,
metiltransferase ou desmetilase, como no caso da DNMT3A e P300, que atribuem
modulacdes epigenéticas alterando assim a metilacdo do DNA e sua transcricao.
Essas mudancas na metilagdo podem ser herdadas e revertidas posteriormente por
direcionamento de uma proteina de fusdo dCas9 com efeito oposto para 0 mesmo
sitio alvo. (MUSUNURU, 2023).

Figura 10 — Representacdo esquematica das tecnologias de edicao epigenémicas.
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Embora o risco de efeitos fora do alvo seja reduzido em comparagdo com o
Cas9 convencional, a complexidade da regulacdo génica pode resultar em expressao
alterada de mdultiplos genes-alvo, o que requer investigacdes adicionais para avaliar a
seguranca e a eficacia dessas abordagens (LI et al., 2023).

5CONCLUSOES, PERSPECTIVAS, EXPECTATIVA E PROSPECTIVA

A tecnologia de edicdo gendmica CRISPR representou um avanco
significativo na pesquisa, com potencial para impactar profundamente a area da
saude, oferecendo uma nova abordagem terapéutica. Desde suas primeiras
aplicagbes em mamiferos em 2012, a disseminagdo da tecnologia CRISPR tem sido
notavel, prometendo avancos adicionais significativos no futuro proximo. Com
pesquisas continuas e avancgos tecnologicos, é possivel imaginar um futuro onde
terapias altamente personalizadas e eficazes baseadas em CRISPR se tornem parte
integrante do tratamento de pacientes, sendo algumas dessas novas terapias ja em
desenvolvimento e em diferentes fases de ensaios clinicos, podendo constatar essa

informacé&o na figura 10.

Figura 11 — Atualizacdo de ensaios clinicos no ano de 2024
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A pesquisa continua em edicdo genbmica, com énfase na tecnologia

CRISPR, ndo so6 possibilita a correcdo de muta¢gBes causadoras de doengas, mas
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também oferece a capacidade de modular a expressdo génica para influenciar
processos fisiologicos especificos. Essas abordagens terapéuticas, uma vez
desenvolvidas, tém o potencial de fornecer solu¢des duradouras, eliminando a
necessidade de tratamentos continuos e melhorando significativamente a qualidade
de vida dos pacientes.

No entanto, persistem desafios significativos em termos de eficécia,
seguranca e consideracfes éticas e regulatérias, que requerem abordagens
cuidadosas e responsaveis para a aplicacdo clinica dessas inovacdes tecnoldgicas
(MUSUNURU, 2023).

Dentro deste escopo, a utilizacdo dos sistemas CRISPR/Cas9 pode ser
categorizada em duas modalidades principais: ex vivo e in vivo. No contexto ex vivo,
células somaticas do paciente sao isoladas, editadas geneticamente em laboratorio e
entdo reintroduzidas no mesmo individuo. Essa abordagem tem sido explorada em
diferentes areas clinicas, como a imunoterapia do cancer, o tratamento de doencas
genéticas hereditarias e a intervencao contra infec¢des virais.

Referente a edicdo do gene BCL11A em células-tronco hematopoéticas, que
foi utilizada como estratégia terapéutica para pacientes com anemia falciforme e
talassemia 3, mostra-se resultados promissores observados em ensaios clinicos.

Sabe-se também que a aplicacdo de CRISPR in vivo possui diversos desafios,
sendo um desses aspecto das preocupacfes associadas a aplicacdo do sistema
CRISPR a imunogenicidade, ou seja, a administracdo de CRISPR pode ocasionar em
reacdes imunologicas tanto pela presenca da proteina CRISPR, como do gRNA.

Seguindo a mesma logica a SpCas9 é amplamente utilizada devido a sua
facilidade de integracdo em vetores, entretanto, 0s vetores virais comumente
empregados para entrega, como os AVV, apresentam um seério risco a saude devido
as respostas imunes adaptativas e pré-existentes, tema a qual excedem o escopo
deste artigo.

Além de suas aplicacbes em terapia genética, o sistema CRISPR/Cas9
também tem sido investigado como uma estratégia promissora para o tratamento de
doencas infecciosas, incluindo aquelas causadas por microrganismos e virus, como o
HIV. A utilizagdo da técnica para ablacdo do gene CCRS5 resultou em resisténcia a
infeccdo pelo HIV-1 em modelos animais. Em um caso clinico notavel, um paciente

com infeccao por HIV-1 e leucemia linfoblastica aguda foi submetido a um transplante
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de células-tronco hematopoéticas com o gene CCR5 ablatado, resultando em
remissdo completa da infec¢éo por um periodo de 19 meses (MOHAMED et al., 2022).

Além dos desafios técnicos, as consideracdes éticas também ocupam uma
posicdo de destaque na area de desafios da aplicacdo de CRISPR/Cas9.
Preocupacdes relativas a seguranca, acessibilidade, questbes eugénicas,
regulamentacdo e propriedade intelectual devem ser minuciosamente ponderadas.
Tema ndo muito distante e bastante repercutido, é incontestavel a necessidade de
discussdo e de maior visibilidade a respeito do cientista He Jiankui que utilizou
CRISPR/Cas9 para remover o gene CCRS5, responsavel por produzir o receptor do
HIV, de suas duas filhas e criar os dos primeiros bebés geneticamente editados do
mundo. Apesar da controvérsia sobre a ética a respeito da reescrita artificial de genes
de embrido humano, este é um fato no qual ndo pode deixar de ser citado (RYDER,
2018).

Embora a utilizacéo clinica do CRISPR em células soméaticas seja geralmente
mais toleravel do que a edicdo de células germinativas humanas, as implicacbes
éticas inerentes a manipulacdo do genoma humano devem ser cuidadosamente
analisadas antes de qualquer aplicacéo terapéutica, estabelecer politicas sensatas e
socialmente responsaveis € crucial para garantir que o CRISPR seja utilizado de forma
ética e eficaz, tema a qual também excedem o escopo deste artigo (RYDER, 2018).

Ja referente as plataformas CRISPR/Casl1l2 e CRISPR/Casl3, elas tém se
destacado como ferramentas fundamentais no campo do diagnostico molecular,
especialmente para a deteccédo especifica de sequéncias de RNA ou DNA associadas
a microrganismos patogénicos. A utilizacdo de técnicas como a pré-amplificacdo de
DNA ou RNA, seguida pela deteccdo mediada por Cas13 ou Casl12 atraves de leituras
fluorescentes e colorimétricas, tem contribuido para aprimorar a sensibilidade e a
especificidade dos métodos de deteccdo, ao mesmo tempo em que reduz o tempo e
0S recursos nhecessarios para analise. Ademais, o sistema CRISPR/Casl3
direcionado a RNA também apresenta potencial como estratégia antiviral contra virus
de RNA de fita simples.

Ainda por cima, o uso do CRISPR/Cas9 na agricultura representa uma
evolugdo significativa na criagdo de variedades de plantas e animais com
caracteristicas selecionadas. Essa tecnologia permite a introducdo precisa de
alteracfes genéticas sem a necessidade de métodos convencionais de melhoramento

genético, como uso de irradiacdo de raios-X ou gama, agrobacterium tumefaciens,
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eletroporacéo, biobalistica e etc. Como resultado, € possivel observar avancgos
notaveis na criacdo de cultivos mais resilientes, alimentos mais nutritivos e animais
com caracteristicas desejaveis (HRYHOROWICZ; LIPINSKI; ZEYLAND, 2023).

Os avancos significativos no desenvolvimento de nucleases projetadas,
especialmente ZFNs, TALENs e CRISPR/Cas9, tém concretizado a edi¢do do genoma
como uma pratica clinica tangivel, saindo do dominio teérico para a realidade clinica.

Concluindo, sabe-se que os farmacos modernos advindos de edicao genética,
como os anticorpos monoclonais, sao direcionados e projetados para interagir com
alvos especificos associados a diferentes doencas e tém como capacidade modular
processos biolégicos envolvidos na patogénese de condi¢des especificas, a exemplo
dos canceres. No entanto, a eficacia desses tratamentos depende da presenca de
mutacdes ou alteracbes genéticas especificas nos pacientes, o que pode levar
resisténcia aos farmacos, nesse caso, a tecnologia CRISPR/Cas9 proporciona uma
abordagem inovadora para identificar esses potenciais alvos terapéuticos para entao
compreender a fisiopatologia das doencas (LI et al., 2020).

Essas aplicacdes demonstram o potencial transformador das ferramentas
CRISPR em diferentes campos cientificos e tecnolégicos. Sendo assim, é possivel
esperar que a edicdo gendmica revele os mecanismos bioldgicos patologicos, outras
doencas e genes nao antes compreendidos, abrindo caminho para novas terapias e

avancos nas ciéncias da vida.
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