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RESUMO: Introducédo: A descoberta de
um RNA guia associado a uma proteina
Cas, tornou-se uma ferramenta inovadora
na edicdo de genes, e a tecnologia de
CRISPR/Ca9 utilizada na terapia génica
pode proporcionar nao s6 a corregcao de
DNA como também introduzir uma nova
caracteristica, evitando que doencas de
cunho hereditario sejam transmitidas a
descendentes. Objetivo — O objetivo
€ identificar o uso da técnica CRISPR/
Cas9 com a terapia génica no tratamento
de diferentes patologias. Materiais e
Métodos: Trabalho foi elaborado por
meio de uma revisdo narrativa. Para o
levantamento dos artigos na literatura foram
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utilizadas as bases de dados: SCIELO,
PubMed, MEDLINE e Google Académico.
Resultados e Discussao: Descricéo
do mecanismo de acdo da técnica de
CRISPR/Cas9 e sua aplicagdes realizadas
na medicina para o tratamento de doencas.
Conclusao: CRISPR/Cas9 obteve bons
resultados perante a algumas doencas
genéticas, é promissora sua utilizagdo
no tratamento de doencas oriundas de
alteracdo no DNA, presando que as
probabilidades de beneficios sejam maiores
que as dos maleficios.
PALAVRAS-CHAVE: CRISPR/Cas9,
Engenharia Genética e Terapia Génica

PERSPECTIVES ON THE USE OF
THE CRISPR/CAS9 TECHNIQUE IN
GENE THERAPY

ABSTRACT: Introduction: The discovery of
a guide RNA associated with a Cas protein
has become an innovative tool in gene
editing, and the CRISPR/ Ca9 technology
used in gene therapy can provide not only
DNA correction but also introduce a new
feature , preventing hereditary diseases
from being transmitted to descendants.
Objective: The objective is to identify the use
of the cripCas9 technique with gene therapy
in the treatment of different pathologies.
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Materials and Methods: Work was developed through a narrative review. For the survey of
articles in the literature, the following databases were used: SCIELO, PubMed, MEDLINE and
Google Scholar. With exclusion and exclusion criteria. Results and Discussion: Description
of the mechanism of action of CRISPR / Cas9 and its application in medicine. Conclusion - In
gene therapy, drug treatment has a very high cost, and since CRISPR / Cas9 obtained good
results in the face of some genetic diseases, its use in the treatment of diseases arising from
alterations in DNA is promising, assuming that the probabilities of benefits greater than those
of harm.

KEYWORDS: CRISPR/ Cas9, Genetic Engineering and Gene Therapy

INTRODUCAO

Edicdo Gendmica

A complexidade do acido desoxirribonucleico (DNA) incentiva o desenvolvimento
de alguns sistemas que podem facilitar sua edi¢cédo assegurando a preciséao e eficiéncia. A
descoberta de um acido ribonucleico guia (QRNA) associado a uma proteina Cas, tornou-se
uma ferramenta inovadora na edigdo de genes. Por meio de analises, estima-se que seu
papel principal seja promover a defesa adaptativa de procariotos contra acidos nucléicos
estranhos .

A tecnologia de repeticbes palindromicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
€ considerada a tecnologia mais promissora para a engenharia do genoma em células
de mamiferos, e as pesquisas comprovaram isso em experimentos de verificagdo. Séo
conhecidos trés sistemas CRISPR / Cas I, Il e lll. No entanto, apenas o sistema CRISPR/
Cas Il é o membro de nuclease mais adequado para a engenharia do genomaZ.

CRISPR foi descoberto em 1987, através do pesquisador Yoshizumi Ishino, no qual
identificou sequéncias repetidas e sequéncias espacgadoras intercaladas no genoma da
bactéria Escherichia coli, com fungédo desconhecida 2 4 (Figura 1).

|Spacer

cas genes

Figura 1: Locus CRISPR; fonte: (MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010)®

Apenas em 2005, foi considerado que as sequéncias vistas na década de 80 na
bactéria Escherichia coli é um sistema que atua como memoéria imunolégica para protecéo
de bactérias perante a acidos nucléicos estranhos, como plasmideos ou fagos, que ao
infectarem a bactéria pela primeira vez deixam uma parte de seu material genético que
€ clivado em fragmentos pequenos e integrado como memoria pela bactéria que fora
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infectada ° ®. Em uma posterior invasdo haverad uma resposta especifica ja que em sua
“pbiblioteca” CRISPR obtém-se de sequéncias correspondentes a trechos do genoma do
agente invasor que sera reconhecido, e destruido pela endonuclease Cas9, acontecendo
assim, a acao do Sistema CRISPR/Cas9 .

O Sistema CRISPR/Cas9 é uma ferramenta que tem alta especificidade e precisao,
uso acessivel, e facil manipulagéo in vitro e in vivo, bem como a possibilidade da edicdo
de mdltiplos alvos simultaneamente 8. Essa técnica tem sido visada em amplas aplicacées,
como na area de agronegdcio para realiza¢ao de transgénicos gerando plantas resistentes,
alimentos mais nutritivos e saborosos 7. Existe também pretensdo em modificar insetos
geneticamente para que deixem de serem vetores de doencas. E ha um enorme potencial da
utilizacdo na terapia génica, como esperanca para doengas de cunho genético, ressaltando
assim o quao promissor CRISPR/Cas9 é, visto que que sua técnica foi ganhadora de premio
Nobel em 2020 °.

Terapia génica

A medicina moderna ainda enfrenta muitas doencas, deste modo, resta apenas
tratamentos paliativos para tais patologias °. Em alguns casos héa possibilidade de acontecer
intervencdo por meio da terapia génica, em virtude de reduzir ou evitar a progresséo da
doenca .

A terapia génica tem como principio introduzir genes terapéuticos em um
organismo, através das técnicas de DNA recombinante, a fim de manipular, substituir
ou suplementar gene inativos ou disfuncionais '°. A tecnologia de CRISPR/Ca9 utilizada
na terapia génica pode proporcionar ndo s6 a corregcdo de DNA como também introduzir
uma nova caracteristica, evitando que doencas de cunho hereditario sejam transmitidas a
descendentes .

A utilizagcdo de medicamentos na terapia génica € existente, entretanto, seu custo é
bem alto ocasionando uma impossibilidade de compra a grande parte da populagdo mundial,
que ndo tem condig¢des financeiras para custear o tratamento com esses medicamentos 2.

Sao exemplos de medicamentos para doengas de origem genéticas : Zolgensma
que é utilizado para tratamento de atrofia muscular espinhal (AME), Luxturn para corrigir
cegueira '3, Ravicti usado para pacientes que tem as doencas do ciclo da ureia (DCU) 4,
Brineura € um medicamento para o tratamento da doenca ceroidolipofuscinose neuronal
tipo 2 (CLN2)' e Carbaglu com indicagao para doenca de hiperargininemia '° .

Aterapia génica é uma excelente perspectiva e esperanca em relacdo ao tratamento
para os diversos tipos de doencgas, do qual é visado a melhor forma para se alcangar uma
cura sem grandes efeitos colaterais é.

Em perfaze, o objetivo deste trabalho é descrever o funcionamento da técnica
CRISPR/Cas9 e sua aplicagdo na terapia génica em patologias diferentes. Sendo o
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principal intuito dessa revisao bibliografica possibilitar o acesso a informagéo, através da
constatacao dos estudos realizados na literatura sobre o atuacao, utilizagdo e riscos da
técnica CRISPR/Cas9

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi elaborado por meio de umareviséo bibliogréfica. Para o levantamento
dos artigos na literatura foram utilizadas as bases de dados: SCIELO, PubMed, MEDLINE
e Google Académico. Com os seguintes descritores e suas combinac¢des nas linguas
portuguesa, espanhola e inglesa: CRISPR/Cas9, Engenharia Genética e Terapia Génica.
Os criterios de incluséo foram artigos publicados em portugués e inglés; artigos na integra
que retratem a técnica CRISPR/Cas9 e terapia génica explanados nos bancos de dados
nos ultimos dez anos (2010-2020). Ja como criterio de exclusdo, Foram excluidas teses,
relatorios, artigos de opinido, anais de congresso, artigos e textos que ndo atenderem ao
objetivo do projeto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Mecanismo de acdo de CRISPR/Cas9

Essa tecnologia permite manipular com precisao praticamente qualquer sequéncia
gendmica especificada por um curto trecho de RNA guia, permitindo a elucidacado da fungcéo
génica envolvida no desenvolvimento e progresséo de doenca e corre¢cao de mutacgdes.

Existem muitas informagbes na literatura sobre a fungcdo desse sistema que é
baseado em Cas9 e sgRNA (RNA sintético). A partir da determinagao cristalografica de
Cas9 (Figura 2), foi observada a existéncia de dois dominios de endonucleases funcionais:
HNH (semelhante a McrA) corta a fita complementar de crRNA (RNA CRISPR), e RuvC que

corta a cadeia oposta ndo complementar. ”
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Figura 2: Mecanismo de agao; fonte: (Liu et al., 2012) 7

Como observado na figura 2, o papel do sgRNA ¢ identificar a sequéncia alvo
acompanhada por uma regido adjacente, que € chamada de proto-spacer adjacente motive
(PAM), que dispbe de uma sequéncia consenso NGG, onde N é qualquer nucleotideo e G é
nucleotideo guanina. A presenca da regido PAM é essencial para Cas9 para cortar o DNA.
A ligacado complementar de sgRNA e a presenca de PAM adjacente ao DNA alvo permitem
a dupla clivagem da fita de DNA alvo (double strand break — DSB) 7 '8,

Depois de formado o DSB pode ser reparado por NHEJ, o que normalmente resulta
desajustes e inser¢ao/ delecdo. Entretanto, quando existe um modelo Oligo, o HDR leva a
substituicdo genética especifica ™°.

Aplicacoes

Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

HIV é o virus que causa a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). O virus
pertence a familia retroviral e ao género Lentivirus e em seu ciclo ha integracao do seu
material genético no genoma da célula hospedeira, ocasionando um periodo maior de
incubacéao 2.

Devido a terapia de medicamentos antirretrovirais, muitos pacientes conseguem
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viver bem com a presenca do virus HIV sem o desenvolvimento da AIDS, todavia, é
importante ressaltar que ainda néao existe uma cura comprovada.?'

Pesquisadores da Universidade de Temple na Filadélfia, realizaram um estudo aonde
CRISPR foi carregado através de um Lentivirus, onde conseguiu diminuir a replicacdo do
virus em culturas primarias de células T CD4+ infectadas, células essas que abrigam o
virus do HIV. Como resultado houve uma redugéo consideravel da carga viral das células
dos pacientes infectados.?

Anemia falciforme

Pacientes portadores de anemia falciforme tiveram suas células CD34+ isoladas,
e sua sequéncia genética alterada foi editada por CRISPR Cas/9, nesse estudo realizado
por pesquisadores da Universidade da Califérnia foi verificado que os niveis de expressao
do gene mutado obtiveram uma redu¢do, aumentando assim a producdo de hemoglobina
normal 23 24,

Edicdo de genes em humanos

Foram utilizados zigotos tripronucleares (3PN) para investigar a edicédo de genes
mediada por CRISPR / Cas9 em células humanas, o estudo obteve como resultado que
CRISPR/Cas 9 pode clivar o gene B-globina endogeno (HBB). Porém, a eficiéncia de
reparo conduzido por recombinag@do homoéloga foi baixa, sendo a edicdo dos embrides em
mosaico.

Houve clivagem fora do alvo nos zigotos 3PN (tripronucleares), e o gene homologo
ao HBB que é o endbgeno delta-globina (HBD), competia com oligos doadores exdgenos
para agir como molde de reparo, levando a mutacdes indesejaveis. %

Céancer Refratario

As células T efetoras especificas do tumor afetadas contribuem para a progresséo
do tumor, entéo utilizaram CRISPR Cas9 nas células T especificas para o tratamento de
pacientes com céncer refratario, um primeiro ensaio clinico de fase 1 em humanos publicou
recentemente a seguranca e a viabilidade de excluir os genes TRAC, TRBC e PDCD1 que
€ 0 gene que codifica PD-1.

Surpreendentemente, foi visto que, e, em um paciente, a porcentagem de células T
especificas do tumor com mutagées no locus PD-1 diminuiu de 25% no produto de infuséo
para 5% 4 meses apos a infuséo. %

Cardiomiopatia Hipertrofica

A causa de uma parte da doencga se d4 por conta de uma mutacao que acontece
no gene MYBPC3, mas por intermédio de CRISPR/Cas9 os pesquisadores foram capazes
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de corrigir essa mutacdo em células germinativas humanas ao inserir a enzima Cas /
9 juntamente com o RNA guia e oligonucleotideos de zigotos produzidos através da
fertilizagcdo de odcitos doadores saudaveis com esperma de um doador heterozigoto para
a mutagdo do gene #.

Na Tabela 1 estdo resumidas algumas aplicagbes realizadas a partir da técnica de
CRISPR e na Tabela 2 aplicagbes na Terapia Génica.

DOENCAS

ESTRATEGIA TERAPEUTICAS

Sars-cov-2
(BROUGHTON et al., 2020)

Detecgéo de acidos nucleicos e agentes
infecciosos

Prevencéao de toxicidade sistémica fatal
(KEMNA et al., 2023)

Foi analisado a fungédo do dominio de ligagcao
ao ECM (EBD) utilizando CRISPR-Cas9

Cancer colorretal
(XU; ZHU, 2020)

Aumentando a indugéo do apoptose e
reduzindo o tamanho do tumor

Cancer de ovario
(NOROUZI-BAROUGH et al., 2018)

Aumento da quimiossensibilidade

Osteossarcoma
(XIAO et al., 2018)

Reduzindo a expresséo de ABCBH1

Leucemia mieloide cronica
(BARGHOUT et al., 2021)

Reduzindo a proliferagéo celular e
aumentando a apoptose em células
resistentes

HCT8/T e KBV200
(WANG et al., 2019)

Reduzindo a Cl, e atenuar a resisténcia aos
medicamentos

Nanoparticulas aumentam a eficacia de
imunoterapia contra o cancer baseada em
CRISPR/Cas9
(LIU et al., 2020b)

resposta ao microambiente redutor, resultando
na regulacéo sinérgica de mdltiplas vias
associadas ao cancer

Cancer renal
(LIU et al., 2020a)

Reduzindo a proliferacao de células
cancerosas

Glioma
(YU et al., 2018)

Aumento dos danos no DNA e marcadores
apoptoticos

Cancer de mama
(HA; BYUN; AHN, 2016)

Aumentando a sensibilidade das células
cancerosas a droga anticancerigena e
reduzindo a sobrevivéncia das células

cancerigenas

Cancro do pulméao
(KROL et al., 2020)

Atenuando a resposta a danos no DNA
dependente de p53

Leucemia de células mieloides 1 (MCL-1)
(AUBREY et al., 2015)

Foi usado para excluir MCL-1 em células BL
humanas e induzir apoptose nas células BL

Quinase 11 dependente de ciclina (CDK11)
(FENG et al., 2015)

Silenciou o0 CDK11 em osteossarcoma

Receptor do fator de crescimento epidérmico
(TANG; SHRAGER, 2016)

Utilizado para possivel correcao de mutagdes
adquiridas resistentes a medicamentos no
EGFR

Gene HPVEG
(YOSHIBA et al., 2019)

CRISPR-Cas9 foi usado para direcionar o
HPVES® para o tratamento do cancer

Catarata
(YUAN et al., 2017)

Foi utilizado para estudar a relagéo das
mutagdes aA-cristalinas e catarata congénita
humana
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Tirosinemia hereditaria
(SHAO et al., 2018)

Corrigiu a mutagcdo Fah em modelos de
camundongos

Doenca hepatica metabélica
(VILLIGER et al., 2018)

Corrigiu o Pah®"2 gene na doenga hepatica
metabdlica

Doencas cardiovasculares
(SEIDAH, 2013)

Corrigir o gene PCSK9 em um modelo de rato
com atero;sclerose

Leucemia Linfoblastica Aguda
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021)

Cria células T CAR alogénicas convenientes,
baratas e rapidas

Carcinoma Hepatocelular
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021)

Cria células T CAR mais ativas e robustas

Carcinoma do colon
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021)

Cria células T TCR mais ativas e robustas

Carcinoma de Células Renais Metastatico

Gene alvo do CRISPR:

(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021) PDCD1-KO
Linfoma de células B/Leucemia Genes alvo do CRISPR: TRAC, TRBC, B2M-
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021) KO

HIV-1 proviral (estudos in vitro)
(BHOWMIK; CHAUBEY, 2022)

Diminui¢do do nimero de cDNA viral;
Reducgéo de particulas virais e expressao de
proteinas p24 e Gag

Gene: PHGDH
(WEl et al., 2019)

Indugéo da morte de células tumorais
melhorando o nivel de EROs

Gene: MUC5AC
(POTHURAJU et al., 2020)

Reduzindo a tumorigénese e a
quimiorresisténcia visando a sinalizagéo
CD44/B-catenina/p53/p21

(MAMMADgSE?éIAGCl:FYLt al,, 2020) Inibigéo da metastase tumoral
Gene: MUC16 Reduzindo antigenos de carboidratos

(MUNIYAN et al., 2016)

associados ao tumor

HPV-16(JUBAIR et al., 2021)

Eliminagéo de tumores estabelecidos em
camundongos imunocompetentes

HBV(JIANG et al., 2017)

Inibicdo da expressao génica viral

HIV-1(WANG et al., 2014)

As células CCR5 KO mostraram notavel
resisténcia ao HIV-5 R1-trépico

Tabela 1 - Exemplos de aplicagdes de CRISPR

Fonte: proprio autor, 2022.
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TITULO OBJETO DE METODOLOGIA ANO PRINCIPAL
PESQUISA DESCRICAO RESULTADO
Terapia Génica Doencas Envolveram na 2018 Seguranca e
para Doencas Neurodegenerativas transferéncia tolerabilidade de 4
Neurodegenerativas génica in vivo, titulos diferentes de
(SUDHAKAR; seja 1) fator AAV2-GDNF
RICHARDSON, 2019) neurotrépico
derivado glial
(GDNF) ou 2)
neurturina.
Efeitos terapéuticos Fibrose pulmonar Ainjecao 2018 Diminuicao de
da telomerase em intravenosa células caspase
camundongos com de AAV9 -Tert 3-positivas em
fibrose pulmonar tem como alvo pulmdes fibréticos;
(MANUEL preferencial as proliferacéo de
POVEDANO et al., células alveolares células ATII;
[s.d.]) regenerativas do alteracbes na
tipo Il (ATII) expressao génica
A superexpressao Doenca de Alzheimer Injetar lentivirus 2020 Injetar lentivirus
de Klotho melhora que transportou que transportou
a depuracao e cDNA Klotho de cDNA Klotho de
cognicao B amiloide camundongo de camundongo de
no modelo de comprimento total comprimento total
camundongo APP/ no ventriculo lateral no ventriculo lateral
PS1 da doenca de do cérebro do cérebro
Alzheimer
(ZHANG, 2019)

A terapia génica Hutchinson-Gilford Injecado no local 2020 Os indices de
Sirt7 direcionada ao de de AAV1 com neovascularizagao,
endotélio vascular expressao génica caracteristicas do
prolonga a vida util Sirt7 impulsionada envelhecimento e
em Hutchinson- por um promotor tempo de vida.

Gilford sintético ICAM2

(SUN et al., 2020)

Desenvolvimento DMRI Estudos de fase I/ 2019 Demonstrou

farmacéutico de (Degeneracao Macular | 1l de vetores AAV seguranga
produtos de terapia relacionada a Idade) | expressando sFlt-1, do AAV2-sFIt
genética a base de que atua como uma administrado por

AAV para o olho armadilha VEGF. via intravitrea ou
.E,)(RODRIGUES et sub-retiniana;

al., 2019)

Efeitos do Exercicio Infarto do Miocardio Inducéo do IM, 2020 Exercicio

Aerobico Tardio
na Remodelacao
Cardiaca de Ratos
com Infarto do
Miocardio Pequeno
(SOUZA et al., 2021)

Pequeno

ratos Wistar foram
divididos em trés
grupos: Sham;
IM sedentario
(IM-SED); e IM
exercicio aerobico
(IM-EA).

aerébbico tardio
pode melhorar
a capacidade
funcional cardiaca
por meio da
preservagao
da geometria
ventricular
esquerda

Tabela 2 - Exemplos de aplicagdes de Terapia Génica

Riscos da técnica da CRISPR/Cas9

A fim de encontrar novas descobertas para diagnosticar doencas e tratamento, os
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experimentos cientificos se tornaram parte da histéria humana. Contudo, a ciéncia esta
atrelada a sociedade e, portanto, sofre influéncias politicas, econémicas, ideologicas e
étnicas %4. Portanto, mesmo diante de tantas oportunidades de potencializar o bem-estar
do paciente através da possibilidade da técnica eliminar enfermidades, € um dever ético
debater sobre a utilizacdo de CRISPR %8,

Pesquisadores da Universidade de Stanford e da Universidade de lowa relataram
que apls o teste, conseguiram corrigir 0 gene que causa cegueira em ratos, contudo,
nucleotideos unicos sofreram exclusdes ou inser¢cdes de maior porte, envolvendo trechos
com mais de uma letra. Outro risco é a mutacdo, na sua maioria ocorrem em regides nao
codificantes, ou seja, fora do alvo desejado *°.

Na Declaragdo sobre Genoma Humano e Direitos Humanos, determina, no artigo
11°, que ndo devem ser permitidas quaisquer praticas que sejam contrarias a dignidade
humana; e, no artigo 12°, letra “a” assevera que toda pessoa deve ter acesso aos progressos
da biologia, da genética e da medicina em matéria de genoma humano, respeitando
sua dignidade e seus direitos. E na letra “b” do artigo 12 &€ assegurada a “liberdade de
pesquisa necessaria ao avanc¢o do conhecimento” indicando ainda que “as aplicacdes da
pesquisa, incluindo aquelas realizadas nos campos da biologia, da genética e da medicina,
envolvendo o genoma humano, devem buscar o alivio do sofrimento e a melhoria da saude
de individuos e da humanidade como um todo” %8.

Apesar de suas vantagens e grande promessa, existem alguns obstaculos entre
CRISPR-Cas9 e seu pleno potencial terapéutico. Reduzir ou evitar quaisquer mutacoes
indesejadas fora do alvo em locais com homologia de sequéncia para locais no alvo é
fundamental para o uso efetivo da engenharia genémica mediada por CRISPR em
aplicagdes clinicas *.

Com a existéncia da possibilidade de riscos e danos potenciais, é necessario
que haja um cenario de mais prudéncia, precaucéo e de um consenso de uma moratéria
internacional. Sendo a edicao génica uma questédo de saude e politica publica ¢

CONCLUSAO

A possibilidade do uso do sistema CRISPR tem despertado grande interesse entre
pesquisadores e cientistas. Devido ao seu facil manuseio e baixo custo, a tecnologia tornou-
se muito promissora em todos os campos incluindo a ciéncia, seja no campo laboratorial
ou agricola. Por ser uma técnica mais simples e pratica, mais pesquisas sdo necessarias
para avaliagcdo de forma rigorosa sua precisdo e seus riscos em relacdo a produgéo de
mutacoes genéticas fora do alvo requerido.

Na terapia génica o tratamento com farmacos possui um custo muito alto, e visto que
CRISPR/Cas9 obteve bons resultados perante a algumas doengas genéticas, € promissora
sua utilizagdo no tratamento de doencas oriundas de alteragdo no DNA, entretanto, ha
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sempre a necessidade de presar que as probabilidades de beneficios sejam maiores que
as dos maleficios.
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