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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 4

CRISPR/CAS9 — UMA PROMISSORA FERRAMENTA

Dalila Bernardes Leandro

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
— Programa de P6s-Graduacao em Genética.
Recife/PE

Jessyca Kalynne Farias Rodrigues
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
— Graduacao em Biomedicina. Laboratorio de

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Recife/PE

Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

— Programa de P6s-Graduacao em Genética.
Recife/PE

RESUMO: A CRISPR/cas9
(Agrupamentosregularmente interespagadosde
pequenas repeticdes palindrbmicas associados
a endonuclease Cas9) é relativamente recente
e tem se mostrado muito promissora para
edicdo do DNA de vérios organismos. O sistema
CRISPR/Cas9 foi descrito originalmente
como “sistema imune adaptativo” de alguns
procariotos, defendendo estes de virus e
plasmideos invasores. Esta técnica permite a
clivagem especifica de uma determinada regiéo
da dupla cadeia de DNA com grande eficiéncia,
permitindo assim, a insercdo ou delecdo de
sequéncias de DNA alvo. Recentemente sua
aplicabilidade foi extendida a edicdo génica.
Este trabalho tem como objetivo revisar
alguns aspectos da tecnologia CRISPR/Cas9,

técnica de
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DE EDICAO GENICA

descrevendo sua importancia e utilizagao
como ferramenta de edicdo do DNA. A técnica
CRISPR/Cas9 promete grandes avancos na
terapia génica e no tratamento contra infec¢des
de alguns patdgenos. Sua capacidade de edi¢ao
do DNA possibilita remover genes causadores
de uma determinada anomalia ou até mesmo,
substitui-los por genes saudaveis. Além disso,
pesquisas apontam para a possibilidade do
uso desta tecnologia na producéo de modelos
plantas

tratamento de doencas genéticas hereditarias,

animais de estudo, transgénicas,
terapia do cancer, entre outros. Outra aplicagéo
abordada neste trabalho, & sua utilizagcdo na
remogdo do provirus em pessoas infectadas
pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus),
agindo principalmente nos reservatérios virais.
Contudo, apesar de uma técnica extremamente
a CRISPR/Cas9 ainda requer
grandes estudos com o intuito de avaliar seus

inovadora,

efeitos a longo prazo tanto no individuo quanto
em sua linhagem germinativa e garantir que
n&o ocorra uma clivagem inespecifica do DNA.
PALAVRAS-CHAVE: CRISPR/Cas9, Terapia
Génica, ferramenta de edicao do DNA.

ABSTRACT: The CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly
Repeatsassociatedwiththe Cas9endonuclease)

Interspaced Short Palindromic

technique is relatively recent and has been
promising for DNA editing of several organisms.
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CRISPR/Cas9 system was originally described as an adaptive immune system of
some prokaryotes, due to the defense against invasive viruses and plasmids. This
technique allows the specific cleavage of a specific region of the double strand of DNA
with great efficiency, thus allowing the insertion or deletion of DNA target sequences.
Its applicability, recently, has been extended to genic edition. This study aims to review
some aspects of CRISPR/Cas9 technology, describing its importance and use as
a DNA editing tool. The CRISPR/Cas9 technique promises great advances in gene
therapy and in treatment of some pathogens infections. The CRISPR/Cas9 ability to
edit DNA makes it possible to remove genes that cause a particular anomaly or even
replace them with healthy genes. In addition, researches indicates the possibility of
to use this technology in production of animal models, transgenic plants, treatment of
hereditary genetic diseases, cancer therapy, and others aplications. Another application
discussed in this paper is the use of CRISPR/Cas9 in the removal of provirus in people
infected with HIV (Human Immunodeficiency Virus), acting mainly in viral reservoirs.
However, despite an extremely innovative technique, CRISPR/Cas9 technology still
requires large studies in order to evaluate their long-term effects in both individual and
germ line and to ensure that a nonspecific DNA cleavage does not occur.
KEYWORDS: CRISPR/Cas9, Gene Therapy, DNA editing tool.

11 INTRODUCAO

CRISPR/Cas9 é uma promissora ferramenta de edicdo do DNA que permite clivar
especificamente uma determinada regido da dupla cadeia de DNA com maior rapidez,
eficiéncia, relativafacilidade de manipulagao e baixo custo quando comparadaatécnicas
anteriormente utilizadas como ZFNs (Zinc-finger nucleases) ou TALENs (transcription
activator-like effector nucleases). O sistema CRISPR/Cas9 é um conjunto formado por
uma endonuclease denominada Cas9, cuja funcéo é cortar a dupla cadeia de DNA em
um local especifico, e uma sequéncia de RNA que age como um guia, direcionando a
endonuclease para o local onde deve ocorrer a clivagem (SHUI et al., 2016).

Naturalmente, CRISPR/Cas9 faz parte do “sistema imune adaptativo” de alguns
procariotos, defendendo estes de virus ou plasmideos invasores. Assim, provavelmente
sua eficacia advém do fato de que este nao foi um sistema criado em laboratério
mas, um sistema naturalmente desenvolvido e aprimorado ao longo da evolucéo por
bactérias e archaeas, ou seja, resultado milhées de anos de adaptagcao (SHUI et al.,
2016).

Esta ferramenta promete avancos promissores em terapia génica, sendo capaz
de corrigir falhas genéticas no DNA, editando-o. Através desta técnica, € possivel, por
exemplo, remover genes causadores de uma determinada anomalia e substitui-los por
genes saudaveis. Estudos recentes apontam para a possibilidade de uma utilizacéo
futura desta tecnologia em casos como, corre¢ao da distrofia muscular de Duchenne,
ou silenciamento de genes especificos do Aedes aegypti (LI et al., 2015; LONG et al.,
2016; JUPATANAKUL et al., 2017).

EX
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Outro exemplo de aplicagdo bastante interessante é o uso do complexo CRISPR/
Cas9 para remogao do genoma viral inserido no genoma do hospedeiro em pessoas
infectadas pelo HIV (provirus), agindo principalmente nos reservatorios virais onde
antirretrovirais ndao atuam efetivamente. Estima-se que tal reservatério de células
latentes infectadas pode permanecer neste estado por décadas, constituindo a maior
barreira para a cura efetiva da infeccdo pelo HIV. Assim, avaliar novas estratégias
promissoras que busquem solucionar este problema, é imprescindivel (JEROME,
2016).

Porém, apesar de uma técnica extremamente inovadora, interessante e
promissora, ainda sao necessarios maiores estudos para avaliar, principalmente os
efeitos a longo prazo da utilizagcao do sistema CRISPR/Cas9 na edicao de genomas
humanos (WANG et al., 2016).

2| OBJETIVO

Apresentar a tecnologia CRISPR/Cas9 descrevendo sua importancia e crescente
utilizacdo como ferramentade edicdo do DNA, bem como suas principais aplicabilidades.

31 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Técnicas de edicao do genoma

Aterapia génica é baseada no principio da manipulagéo genética de RNA ou DNA
para a prevencgao e tratamento de doencas humanas. Esta abordagem permite inserir,
deletar, substituir ou silenciar genes, e diferentes técnicas podem ser empregadas.
A primeira técnica de edicao génica amplamente utilizada foi baseada no uso das
endonucleases de restricao Fokl, denominadas Zinc-finger nucleases (ZFNs) (BHAKTA
et al., 2013; CATHOMEN; JOUNG, 2008; GONZALEZ et al., 2010; KIM et al., 2011;
KIM; CHA; CHANDRASEGARAN, 1996; TOWNSEND et al., 2009; WOOD et al., 2011).

Em seguida, com uma abordagem ndo muito diferente, foram desenvolvidas
as Nucleases Efetoras Ativadoras de Transcricdo (TALENs) (BOCH et al., 2009;
BRIGGS et al., 2012; CERMAK et al., 2011; DENG et al., 2012; KIM et al., 2013;
MOSCOU; BOGDANOVE, 2009; REYON et al., 2012; SCHMID-BURGK et al., 2013).
E recentemente, foi descoberto o sistema CRISPR/Cas9, que forneceu uma alternativa
para ZFNs e TALENs na edicdo de genomas (PENNISI, 2013). Quanto a fung¢éo, os
trés sistemas sao similares, pois todos séo capazes de induzir quebras na dupla fita
de DNA direcionadas que ativam vias de resposta a este dano, permitindo alteracoes
personalizadas do genoma. Porém, quanto ao modo de acao, o sistema CRISPR/Cas9
age de forma bastante diferente dos dois anteriores (ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Em ambos, ZFNs e TALENS, as proteinas precisam ser construidas para clivar
especificamente uma dada regido do DNA alvo. Ou seja, a cada regiéo que se objetive
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editar, sera necessario todo o processo de engenharia, selecédo e validagéo de tais
proteinas. Porém, o sistema CRISPR/Cas é muito mais simples, ja que, sempre sera
utilizada a mesma endonuclease para cortar a dupla fita de DNA, a Cas. O que sofrera
modificacao, de acordo com a regido especifica a qual se tencione clivar, sera o0 RNA
guia (gRNA), uma sequéncia simples de RNA que é desenhada para ser exatamente
complementar a regido do genoma a qual se deseja editar. Assim, esta sequéncia
sera responsavel por guiar a endonuclease até a regido correta, sendo sua construgdo
relativamente barata, simples e rapida. Como apenas o RNA programavel € necessario
para gerar especificidade de sequéncia, o CRISPR/Cas9 é facilmente aplicavel e
menos dispendioso de tempo e custo (ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Assim, a principal vantagem do sistema CRISPR/Cas9 é esta simplicidade,
comparando as ZFNs ou TALENSs, nas quais a engenharia € muito mais complexa,
demorada e dispendiosa. Além disto, outro fator fundamental a se considerar, é que
o sistema CRISPR/Cas9 possibilita 0 uso de varios gRNAs com diferentes alvos,
permitindo modifica¢cdes genéticas simultdneas em multiplos sitios alvos diferentes
(CONG et al., 2013).

Outra particularidade do sistema CRISPR/Cas é que, apesar de aprimorado
em laboratorio, é proveniente do sistema natural de defesa bacteriano, portanto,
resultado de milhares de anos de evolucéo. O que faz dele, um sistema muito seguro e
intensamente testado pela natureza (WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA, 2012).

Existem diferentes tipos de sistema CRISPR/Cas que utilizam diferentes proteinas
Cas e moléculas de gRNA, podendo ser divididos em duas classes principais, classes
1 e 2. O sistema de classe 1 refere-se a utilizacao de multiplos complexos protéicos
para a edi¢cdo, enquanto que o sistema de classe 2 refere-se ao uso de uma unica
nuclease. Estas classes ainda podem ser subdivididas em diferentes tipos de acordo
com as proteinas especificas que sdo usadas. Por exemplo, no sistema de classe 2
tipo V é utilizada a nucleasse Cpf para realizar a clivagem, enquanto que o tipo Il utiliza
a Cas9. Porém, dentre todos os sistemas, CRISPR/Cas9 € o mais bem caracterizado e,
portanto, amplamente utilizado (MAKAROVAetal.,2011; WIEDENHEFT; STERNBERG;
DOUDNA, 2012).

Além da Cas9 e do gRNA, este sistema necessita de um terceiro elemento; uma
pequena sequéncia de nucleotideos denominada Motivo Adjacente ao Protoespacgador
(PAM) que auxilia o reconhecimento do local de clivagem. Outra peculiaridade é que
o gRNA, apesar de ser uma sequéncia continua, é formado por duas regides com
funcbes bem distintas. Existe uma parte que se liga a endonuclease, CRISPR RNA
(crBNA), enquanto a outra parte da sequéncia, o crRNA trans — ativador (tracRNA), ira
direcionar a Cas9 para a regiao especifica de interesse no genoma ou na sequéncia
de DNA. Esta interacdo entre o complexo Cas9/gRNA com a sequéncia de DNA
alvo, promove a alteracdo conformacional na Cas9 capaz de ativar a endonuclease,
induzindo a quebra da dupla fita de DNA (JINEK et al., 2012).

O aparecimento destas técnicas de edicdo do genoma tem contribuido para o
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estudo e possivel tratamento de varias doencas, tanto virais quanto genéticas, como
sera apresentado ao longo deste trabalho. Porém, muitos sdo os problemas que
necessitam ser resolvidos até que se consiga aprimorar estas técnicas de edicéo
de genoma suficientemente para sua aplicacdo segura em seres humanos (HSU;
LANDER; ZHANG, 2014).

3.2 Principais aplicabilidades do sistema CRISPR/Cas9

3.2.1 Desenvolvimento de modelos animais de estudo

Um campo de estudo onde se observa uma crescente utilizacdo da tecnologia
CRISPR/Cas9 € em modelos animais de estudo. Esta ferramenta tem permitido
promover modificagdes no genoma em linhagens germinais de diversos modelos
animais como mosca das frutas, zebrafish, nematddeos, sapos, salamandras e até
organismos mais complexos como porcos e macacos. Em camundongos, esta técnica
tem sido amplamente utilizada com o intuito de gerar modelos murinos humanizados
(a partir da insercao de genes humanos) o que possibilita estudos mais aprofundados,
com uma resposta mais préxima do que seria observado em humanos. Assim,
esta tecnologia permitiu enormes avangos no campo da biologia experimental que
poucos anos atras, seriam impensaveis (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). A partir
do continuo aprimoramento da técnica, € possivel observar o crescente aumento da
eficacia da edigéo génica nestes modelos animais. Como exemplo, podemos analisar
o estudo de Bassett e colaboradores (2013), no qual foi utilizado um sistema CRISPR/
Cas9 melhorado baseado em injecao de RNA, que foi altamente eficiente para criar
a mutagénese desejada no genoma de Drosophila melanogaster. Neste experimento,
através da injecéo direta do gRNA e de mRNA de Cas9 no embrido, os pesquisadores
induziram mutagénese nos locais-alvo em até 88% das moscas injetadas. Além
disto, as mutac¢des geradas foram transmitidas de forma estavel para 33% da prole
total através da linhagem germinativa. Este sdo resultados bastante promissores no
gue concerne a modificacbes génicas em modelos animais, quando comparado as
técnicas anteriores utilizadas para este fim (BASSETT et al., 2013). Assim, a tecnologia
CRISPR/Cas9 representa uma maneira rapida e facil de gerar animais geneticamente
modificados, principalmente em modelos murinos, promovendo um avanco significativo
de achados imunoldgicos, ramo de pesquisa altamente dependente de modelos
animais sofisticados (HOCHHEISER et al., 2018).

3.2.2 Tratamento de algumas doengas

Além do uso da tecnologia CRISPR/Cas9 em modelos animais, outra relevante
area onde a aplicagéo deste sistema vem sendo avaliado, € no tratamento de algumas
doencgas. Estudos recentes tém demostrado a possibilidade de uma utilizacéo futura
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desta tecnologia em varias doencgas hereditarias e infecciosas por meio de diferentes
abordagens. Como, por exemplo, a correcéo da distrofia muscular de Duchenne (LI
et al., 2015; LONG et al., 2016), manipulacao de genes especificos do Aedes aegypti
(JUPATANAKUL et al., 2017), doencas hematologicas (CANVER et al., 2015; LIU et al.,
2017), tratamento da infeccéo pelo HIV (EBINA et al., 2013), entre outros. Citaremos
algumas destas utilizagdes ao longo deste texto.

3.2.2.1 Doencgas genéticas hereditarias

Algumas aplicagcbes da tecnologia CRISPR/Cas9 com relevancia para a saude
humana incluem a capacidade de corrigir mutacées genéticas responsaveis por
doencas hereditarias. Alguns exemplos que serdao abordados no texto, onde o uso
desta técnica vem sendo avaliado com tal propésito, sdo no tratamento de anemia
falciforme, distrofia muscular de duchene, fibrose cistica e algumas doencas oculares.

Duas estratégias tém sido utilizadas para o tratamento da anemia falciforme
usando o sistema CRISPR/Cas9: a correcdo da mutacdo que ocasiona a doencga
ou a inducao da expressao de hemoglobina fetal (HbF). Na correcdo da mutacgéao,
a abordagem utilizada € o uso do sistema CRISPR/Cas9 para alteracao de células-
tronco hematopoiéticas que apds a modificagcdo sdo transplantadas para o paciente
(DEVER et al., 2016). Ja a segunda estratégia, inducao da expresséo de HbF, envolve
o BCL11A, um regulador transcricional que age como um forte silenciador deste tipo
de hemoglobina. Assim, a supressao de BCL11A por meio do sistema CRISPR/Cas9,
pode levar ao aumento na producéo de HbF, sendo, portanto, uma possivel estratégia
no tratamento da anemia falciforme (CANVER et al., 2015; LIU et al., 2017). Ja as
abordagens utilizadas para tratar a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) incluem:
correcao de mutagdes pontuais, remocado completa do éxon alterado ou ainda a
restauracéo do quadro de leitura (EL REFAEY et al., 2017; Ll et al., 2015; ZHU et al.,
2017). Recentemente, Li et al. (2015) demonstraram a corre¢ao precisa da distrofia
muscular de Duchenne em células-tronco pluripotentes induzidas humanas (iPSC)
com o uso das tecnologias de edicao génica TALEN e CRISPR/Cas9 (LI et al., 2015).

No que concerne a outras patologias, estudos envolveram o uso da tecnologia
CRISPR/Cas mediada por HDR no tratamento da Fibrose Cistica (FC), e apresentaram
resultados promissores. Tais estudos objetivavam corrigir em iPCS, a mutagdo DF508
no gene CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) presente em
90% dos pacientes com FC (FIRTH et al., 2015).

Nas doencas oculares, a catarata foi o primeiro disturbio editado pelo sistema
CRISPR/Cas9 para fins terapéuticos. Wu e colaboradores (2013) corrigiram uma
mutagcdo dominante no gene Crygc, em camundongos, via modificacdo de alelos
mutantes, mediada por recombinagcdo homologa direta (HDR). Além desta, outras
patologias como Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI), Distrofia
Corneana Epitelial de Meesmann (MECD), e Retinite Pigmentosa (RP) vem sendo
estudadas e avaliadas quanto a possivel utilizacao da tecnologia CRISPR/Cas9 para

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 4




seus respectivos tratamentos (PEDDLE; MACLAREN, 2017).

3.2.2.2 Combate as infecgbes virais

Dentre as muitas outras pesquisas que envolvem o uso da tecnologia CRISPR/
Cas9, podemos destacar o trabalho de combate a transmissao da dengue desenvolvido
por pesquisadores da Universidade Estadual Paulista (Unesp). Este estudo identificou,
no mosquito Aedes aegypti, genes que podem estar ligados a resisténcia a dengue.
E a partir da tecnologia CRISPR/Cas9, objetivaram inserir genes mutantes em outros
Aedes aegypti que ndo possuem esta resisténcia. Este tipo de pesquisa pode impactar
futuramente o campo da saude publica, uma vez que diminuiria os casos de dengue,
caso a tecnologia fosse empregada (JUPATANAKUL et al., 2017).

Outra importante virose para a qual tal sistema CRISPR/Cas9 é cogitado como
uma estratégia de tratamento, é a infec¢ao pelo HIV. Neste contexto, duas diferentes
estratégias estdo sendo avaliadas na tentativa de combater tal infecgdo. A primeira
abordagem consiste no uso de células-tronco hematopoiéticas modificadas (HSC)
derivadas de medula 6ssea ou sangue periférico com o intuito de desativar genes do
hospedeiro que sejam necessarios ao virus. Em um estudo de 2014, pesquisadores
utilizaram o sistema CRISPR/Cas9 com RNA guia desenvolvido para interromper
eficientemente o gene CCR5 em células-tronco hematopoiéticas e progenitoras
(MANDALetal.,2014). Assim, este sistema poderia gerar camundongos transplantados
gue séo funcionalmente resistentes a infeccéo por um HIV R5 tropico. Até agora, esta
abordagem tem sido usada apenas em laboratério em modelos animais. Porém, sua
aplicabilidade € inviavel, em particular para uma grande populacdo de individuos
HIV positivos. Além dos efeitos colaterais, procedimento complexo e alto custo do
transplante autdlogo, outra grande limitacéo € o potencial escape viral da restricao de
entrada baseada no CCR5 (DIDIGU et al., 2014).

J& a segunda estratégia envolve o provirus, estado no qual o genoma viral (HIV)
se encontra integrado ao genoma do hospedeiro em uma condi¢ao de laténcia. Neste
caso, o alvo é o préprio DNA viral integrado, onde se objetiva promover mutacoes
no genoma viral integrado capazes de silenciar o virus, ou ainda, remover o virus
pela clivagem do provirus de células infectadas. Como exemplo, podemos citar o uso
recente do sistema CRISPR/Cas9 para remover todo o genoma do HIV-1, abrangendo
as LTRs 5’ e 3’ completas do DNA proviral integrado. Foram utilizadas células TCD4+
humanas infectadas pelo HIV-1 proviral nas quais foi aplicada a tecnologia CRISPR/
Cas9. A técnica foi considerada segura neste experimento, uma vez que nao foram
observados efeitos fora do alvo (KAMINSKI et al., 2016). Além disto, a excisdo do
DNA proviral ndo provocou nenhum efeito deletérico significativo na saude celular
nos varios indices avaliados, como, viabilidade celular, progressao do ciclo celular e
apoptose. Outro ponto extremamente importante foi a expressao continua do gRNA e
Cas9 nestas células T, onde o HIV-1 foi eliminado, que mostrou prote¢do contra novas
infeccoes pelo HIV-1 quando desafiadas (HU et al., 2014; LIAO et al., 2015). Além
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disto, CRISPR/Cas9 também foi usado com sucesso para ativar células infectadas em
estado latente com o objetivo de promover uma melhor detec¢do dessas células pelo
sistema imune efetor (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). Atualmente, ndo existem
ensaios clinicos em andamento CRISPR/Cas9 como intervencao terapéutica anti-
HIV. Isto nédo é surpreendente, dado o dificil processo e rede reguladora em torno da
aprovacao para a execugcédo de um ensaio clinico. No entanto, todos estes estudos
pré-clinicos demostram a importancia desta abordagem como ferramenta para uma
possivel intervencéo terapéutica anti-HIV (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; WANG
et al.,, 2014). Além disto, outro ponto de resisténcia ao uso desta tecnologia em
tratamentos que envolvam o HIV é a grande capacidade mutacional do virus. No intuito
de reduzir este escape viral, uma nova abordagem utilizada é a aplicagéo do sistema
CRISPR/Cas9 multiplex, no qual multiplos gRNAs sao direcionados para diferentes
regides conservadas do genoma viral (TER BRAKE et al., 2006).

E importante ressaltar que, especificamente para o tratamento do HIV, esta é
uma alternativa bastante promissora, pois representa a remoc¢éao do provirus integrado
ao genoma do hospedeiro presentes no reservatorio em estado de laténcia. Problema
qgue, sem duvida, representa a maior barreira para a cura definitiva do HIV/AIDS, para
o qual ainda nao foi encontrada nenhuma solugao viavel (EBINA et al., 2013).

Além destes dois exemplos, estratégias CRISPR/Cas9 também foram aplicadas
a varios outros patdégenos virais, incluindo Papilomavirus Humano (HPV), Virus da
Hepatite B (HBV), alguns tipos de Herpesvirus, John Cunningham Virus (JC) e Virus
da Hepatite C (HCV) (MOLLANOORI; TEIMOURIAN, 2018; SOPPE; LEBBINK, 2017),
apresentando resultados promissores.

3.2.2.3 Terapia do cancer

Outra abordagem que tem sido avaliada é a utilizacdo do sistema CRISPR/
Cas para o tratamento de determinados tipos de cancer. O cancer inclui alteracdes
complexas com multiplas mutacgdes, translocacgdes, perdas e ganhos cromossémicos.
Assim, a habilidade de identificar e corrigir tais mutacées € um objetivo importante em
seu tratamento. Neste contexto, o sistema CRISPR/Cas tem mostrado um potencial
promissor para atuar nesta corre¢do. Varios cientistas, em todo o mundo, estéo
usando tal sistema para abordar o tratamento de variados tipos de céancer a partir de
diferentes perspectivas de pesquisa (RATAN et al., 2018).

Um dos exemplos mais recentes, é a sua utilizacao para alterar geneticamente
receptores de células T (TCRs) com o intuito de que apresentem um maior
reconhecimento e maior afinidade a células tumorais. Um dos maiores progressos
na imunoterapia personalizada do cancer, foi a producédo do receptor de antigeno
quimérico (CAR). CARs sdo proteinas de fusdo manipuladas que incorporam
um dominio de reconhecimento de antigeno para um alvo especifico (isto €, um
antigeno de tumor) e um dominio de sinalizacdo de células T. Eles sao unicos, pois
agem independentemente do complexo principal de histocompatibilidade (ABATE-
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DAGA; DAVILA, 2016; RESTIFO; DUDLEY; ROSENBERG, 2012). Na terapia celular
autéloga (TART), as células sdo removidas, projetadas geneticamente para atacar
antigenos especificos do cancer alvo, a partir do sistema CRISPR/Cas e, em seguida,
transferidas de volta para o paciente (MOLLANOORI; TEIMOURIAN, 2018; ZYCH,;
BAJOR; ZAGOZDZON, 2018).

Até a presente data, as células T modificadas por CAR foram aplicadas a varios
tumores malignos, embora a investigacdo e aplicacdo tenham sido mais robustas
em malignidades hematoldgicas de células B. Em 2014, Maude e colaboradores
publicaram um estudo crucial em que trinta pacientes foram tratados com células
T autotransportadas anti-CD19 com Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) recidivante/
refrataria. Notavelmente, 90% dos pacientes tratados tiveram uma remissao completa
(MAUDE et al.,, 2014). Com este sucesso impressionante, células T CAR foram
aplicadas a neoplasias adicionais, incluindo Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) e
linfomas nao-Hodgkin. Recentemente, Turtle e colaboradores (2017) trataram vinte
e quatro pacientes de LLC de alto risco, dos quais setenta e um por cento tiveram
uma resposta completa ou parcial a terapia e em muitos desses pacientes, nenhuma
doenca residual foi detectada apds tal tratamento (TURTLE et al.,, 2017). Assim,
recentemente, apds demonstrar esta significativa eficacia clinica, este novo agente
terapéutico foi aprovado pela FDA para o tratamento de DLBCL recidivante/refrataria e
leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA). No entanto, a possibilidade de efeitos
fora do alvo e toxicidade, continuam sendo investigados. Embora a mutagénese
insercional ndo tenha sido observada nas terapias de células T modificadas por CAR
até o momento, esta possibilidade existe e deve ser considerada (BEAR et al., 2012;
DOTTl et al., 2014; HACKETT et al., 2013).

Valletta e colaboradores (2015), restauraram a fungcdo do gene ASXL1 em uma
linhagem de células de Leucemia Miel6ide Crdnica (LMC) que ndo expressavam o
modificador epigenético ASXL1. O ASXL1 é conhecido como um importante supressor
de tumor, no qual mutacées, estdo envolvidas na patogénese de varias leucemias
mielbides. Neste estudo, a partir da correcao do gene, foi reestabelecida a expresséo
normal da proteina e a sobrevivéncia foi melhorada, em um modelo de xenoenxerto
murino utilizando células corrigidas (VALLETTA et al., 2015).

Em 2017, Garcia-Tunon e colaboradores aplicaram a tecnologia CRISPR/Cas9
a LMC positiva para BCR/ABL e demonstraram que poderiam bloquear eficazmente a
expressao da variante p210 do gene de fusdao BCR/ABL. Isto foi feito utilizando uma
linhagem celular de leucemia Boff-p210 e in vivo, em modelo murino. Estes sao apenas
alguns dos muitos exemplos da aplicacao da tecnologia CRISPR/Cas em estudos que
objetivem o tratamento do cancer, com o crescimento continuo previsto nos préximos
anos (GARCIA-TUNON et al., 2017).
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3.2.3 Regulacéo transcricional

Outro exemplo de aplicacéo do sistema CRISPR/Cas é na regulacédo de genes
especificos a partir da interrupcao de sitios funcionais relacionados a transcricao.
Tal sistema é entdao denominado CRISPR inference (CRISPRI), e foi desenvolvido
para a regulacéo da transcricdo guiada por RNA (CHENG et al., 2013; GILBERT
et al.,, 2013; QI et al.,, 2013)a two-component transcriptional activator consisting of
a nuclease-dead Cas9 (dCas9. Qi e colaboradores (2013) gerou um mutante Cas9
(dCas9) cataliticamente defeituoso sem atividade de nucleases. Neste caso, o sistema
somente reconhece e liga a sequéncia alvo, gerando um impedimento alostérico que
nédo permite a transcricdo, porém, sem clivar tal sequéncia. Assim, este complexo de
reconhecimento, pode interferir no alongamento transcricional, na atividade da RNA
polimerase, ou ainda, na ligacéo de fatores de transcricdo (Ql et al., 2013). Em um
experimento em Escherichia coli, utilizando dois gRNAs direcionados, respectivamente,
um gene da proteina fluorescente vermelha (RFP) e um gene da proteina verde
fluorescente (GFP), foi observado que CRISPRI poderia reprimir simultaneamente a
expressao de RFP e GFP. No entanto, em células de mamiferos, o grau de repressao
da expressao génica obtido pelo CRISPRI foi pouco expressivo (Ql et al., 2013). Gilbert
e colaboradores (2013) também demonstraram que dominios efetores repressivos ou
ativadores fundidos com dCas9, juntamente com o gRNA, poderiam desempenhar
um controle transcricional preciso e estavel dos genes-alvo, incluindo a repressao e
ativacédo da transcricao (GILBERT et al., 2013). Além disto, Cheng e colaboradores
(2013) evidenciaram o desempenho do CRISPRI para regular a transcricdo tanto em
genes individuais como simultdneamente em mudltiplos genes. Portanto, o CRISPRi
fornece uma nova ferramenta altamente especifica para alternar a expressao génica
sem alterar geneticamente a sequéncia de DNA alvo (CHENG et al., 2013).

3.3 Outras aplicacoes

A partir de uma abordagem diferente, o sistema CRISPR/Cas9, pode também
ser utilizado como um marcador de loci especificos em células vivas. A partir do uso
de uma proteina dCas9 marcada com proteina fluorescente verde melhorada e um
gRNA estruturalmente otimizado, foi possivel obter imagens robustas de elementos
repetitivos e nao repetitivos em teldmeros e genes codificadores em células vivas.
Esta ferramenta de imagem CRISPR tem o potencial de melhorar as tecnologias atuais
para o estudo da dindmica conformacional de cromossomos nativos em células vivas,
principalmente se imagens multicoloridas podem ser desenvolvidas usando multiplas
proteinas Cas9 distintas (CHENG et al., 2013).

Outro uso crescente desta tecnologia é a sua aplicacao na area vegetal e de
fungos. Neste contexto, ela tem sido utilizada para induzir alteracbes gendmicas
desejadas em plantas, objetivando gerar caracteristicas especificas, como fenétipos
valiosos ou resisténcia a doencas (JIANG et al., 2013; XIE; YANG, 2013). Desde sua
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demonstracdo como uma ferramenta de edi¢do do genoma em Arabidopsis thaliana e
Nicotiana benthamiana esta tecnologia promete mudar o ritmo e o curso da pesquisa
agricola (LI et al., 2013; NEKRASOV et al., 2013). Jiang e colaboradores (2013)
realizaram experimentos onde, o gene da proteina de fluorescéncia verde, foi transferido
para o genoma da Arabidopsis sp. e do tabaco, e genes da susceptibilidade a ferrugem
bacteriana, para o genoma do arroz (JIANG et al., 2013). Miao e colaboradores (2013)
demontraram a robustez e eficiéncia do CRISPR/Cas9 na edi¢do do genoma do arroz,
onde a modificagdo eficaz nos genes-alvo ocorreu em aproximadamente 50% das
células embriogénicas que receberam as estruturas de gRNA e Cas9 (MIAO et al.,
2013; ZHANG; WEN; GUO, 2014). Além disso, essas mudancas genéticas foram
passadas para a prdoxima geracao de plantas sem nova mutacado ou reversao, e o
sequenciamento do genoma completo ndo revelou nenhuma edi¢ao fora do alvo. Tais
estudos sugerem que a modificagcdo dos genomas de plantas pode fornecer prote¢do
contra doencas e resisténcias de forma segura e simples. As implicagcbes regulatérias
do uso da tecnologia CRISPR-Cas9 em plantas ainda ndo estédo claras e dependem
do tipo de mutagao a ser introduzida (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014), fazendo-se
necessarios maiores estudos com o intuito de elucidar tais questoes.

3.4 Discussoes éticas

Como foi possivel perceber, o0 numero de aplicacbes potenciais da tecnologia
CRISPR/Cas9 é muito amplo. No entanto,sua aplicabilidade, na maioria dos casos,
principalmente no que tange a utilizacao terapéutica desta tecnologia, ainda permanece
altamente controversa. Primeiro, porque ainda nao esta definido o quao segura esta
técnica é, principalmente no que diz respeito aos potenciais efeitos fora do alvo. Em
segundo lugar, existem varias questdes éticas associadas a terapia génica mediada
por CRISPR/Cas9, como: Qual sera o limite entre defeitos genéticos que devem ser
corrigidos e anomalias genéticas, que permanecem sem tratamento? Quais serao
as consequéncias e efeitos a longo prazo da correcédo de mutagcdes patogénicas, no
contexto dos antecedentes genéticos individuais dos pacientes? Devem ser permitidas
modificacdes do genoma em zigotos ou embrides humanos, que afetardo somente
suas células somaticas, ou também aquelas que poderao ser transmitidas a linhagem
germinativa? (HOCHHEISER et al., 2018).

Outro ponto, extremamente preocupante, é a possibilidade de gerar mutagdes
fora do alvo, a partir da edicdo do genoma mediada por CRISPR/Cas9. Genomas
grandes geralmente contém multiplas sequéncias de DNA que sao idénticas ou
altamente homoélogas as sequéncias de DNA alvo, que podem ser erroneamente
clivadas, levando a mutagdes em locais indesejados. Tais muta¢cdes podem resultar
em morte ou dréastica transformacgéo celular. Assim, com o intuito de solucionar este
problema, garantindo uma maior especificidade do sistema CRISPR/Cas9, o ideal é
selecionar locais de destino com o menor numero de locais fora do alvo possiveis.
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Xiao e colaboradores (2014) recentemente, desenvolveram uma ferramenta de busca
flexivel, a CasOT (Cas Off-Target sites), que possibilita a identificacdo de potenciais
locais fora do alvo em genomas inteiros. No entanto, varios pesquisadores estéo
estudando diferentes métodos para superar este obstaculo e, assim, tornar a utilizacao
do sistema realmente segura (XIAO et al., 2014; ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Ainda associado a este problema, existe a dificuldade do desenvolvimento de um
método de entrega do sistema CRISPR/Cas que seja totalmente eficaz em organismos
multicelulares com sistemas mais complexos. Algumas técnicas baseadas em injecéo
de DNA e RNA vém sendo utilizadas para distribuicdo do sistema, tais como injecao
de plasmideos expressando Cas9 e gRNA (GRATZ et al., 2013) ou injecao direta de
tais componentes CRISPR/Cas9 (BASSETT et al., 2013; YU et al., 2013). A eficiéncia
destes métodos de entrega dependem dos tipos de células e do tecido alvo. Assim,
varias equipes de pesquisa tém se dedidado ao desenvolvimento de métodos de
entrega mais robustos, com o intuito de minimizar tal dificuldade (ZHANG; WEN; GUO,
2014).

41 CONCLUSAO

A tecnologia CRISPR/Cas9 revolucionou a engenharia genémica e certamente,
foi uma das maiores descobertas para a pesquisa cientifica do século atual. Embora
existissem outras tecnologias de edicdo do genoma anteriores a descoberta deste
sistema, sua simplicidade, precisao e versatilidade sdo qualidades sem precedentes.

Porém, apesar de umatécnica extremamente inovadora e interessante, a CRISPR/
Cas9 ainda requer grandes estudos, pois muitos dos experimentos foram realizados
apenas in vitro. Portanto, avaliar seus efeitos a longo prazo tanto no individuo quanto
em sua linhagem germinativa, bem como aprimorar sua capacidade de clivagem
especifica do DNA alvo, evitando a clivagem “fora do alvo”, e o desenvolvimento
de mecanismos de entrega mais eficazes, € imprescindivel. Sobrepujados estes
obstaculos, a tecnologia CRISPR/Cas9 tem grande potencial de se tornar a ferramenta
de edicdo de genoma mais confiavel, de facil utlizacéo e baixo custo.

Assim, esforcos futuros deverdo se concentrar em desenvolver ainda mais a
precisao da tecnologia, possibilitanto sua utilizagdo com total seguranca e eficacia.
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