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Resumo: As técnicas para edicdo genbmica, inicialmente, tinham como
fundamento a averiguacdo de areas especificas do DNA. Diante dos avangos
nas pesquisas, foi identificada uma nova técnica de edigdo génica, capaz de
modificar sequéncias de DNA de forma precisa, a CRISPR-Cas9. Com isso,
surgiu a possibilidade de identificar terapéuticas que se beneficiem da
tecnologia CRISPR-Cas9. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar o uso desta tecnologia na terapia génica, assim como apresentar
algumas das doencas que poderiam ser tratadas por ela, e abordar questdes
éticas envolvidas nos processos de edicdo génica em humanos. Para isso, foi
realizada uma revisdo integrativa da literatura, com pesquisas em fontes
seguras, artigos no idioma de inglés e portugués. Ao final, pode-se concluir que
o sistema CRISPR-Cas9 é uma opcdo promissora para as terapias génicas,
porém deve ser usada com cautela, levando em consideracdo as questdes
éticas que envolvem as técnicas de edicdo génica.

Palavras-chave: CRISPR, terapia génica, edicdo gendmica.

Abstract: The techniques for genomic editing were initially based on the
investigation of specific areas in the DNA. In view of advances in research, a
new gene editing technique was identified, capable of modifying DNA
sequences in a precise way, CRISPR-Cas9. Therewith, the possibility arose to
identify therapies that benefit from CRISPR-Cas9 technology. Therefore, the
present work aims to evaluate the use of this technology in gene therapy, as
well as to present some of the diseases that could be treated by it, and to
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address ethical issues involved in the processes of gene editing in humans.
Thereunto, an integrative literature review was carried out, with research on
safe sources and articles in english or portuguese. After all, it can be concluded
that the CRISPR-Cas9 system is a promising option for gene therapies,
however it must be used with caution, taking into account the ethical issues that
involve the techniques of gene editing.

Keywords: CRISPR, gene therapy, gene editing.

Resumen: Las técnicas para la edicidbn gendmica se basaron inicialmente en la
investigacion de areas especificas de ADN. En vista de los avances en la
investigacion, se identific6 una nueva técnica de edicién de genes, capaz de
modificar secuencias de ADN de manera precisa, CRISPR-Cas9. Con eso,
surgié la posibilidad de identificar las terapias que se benefician de la
tecnologia CRISPR-Cas9. Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar el uso de esta tecnologia en la terapia génica, asi como presentar
algunas de las enfermedades que podrian ser tratadas por ella y abordar
cuestiones éticas involucradas en los procesos de edicion de genes en
humanos. Con este fin, se realiz6 una revision bibliografica integradora, con
investigaciones sobre fuentes seguras, articulos en inglés y portugués. Al final,
se puede concluir que el sistema CRISPR-Cas9 es una opcion prometedora
para las terapias génicas, sin embargo, debe usarse con precaucion, teniendo
en cuenta los problemas éticos que implican las técnicas de edicion génica.

Palabras clave: CRISPR, terapia génica, edicion genémica.

Introducéo

A técnica de edicao génica conhecida como CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) foi descoberta em 1987 por
pesquisadores japoneses através de andlises realizadas no genoma de
bactérias Escherichia coli (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014 apud ISHINO,
1987). Mais tarde, o CRISPR foi detectado em inUmeras bactérias e arqueias, e
foram feitas previsdes sobre seus possiveis papéis no reparo do DNA ou na
regulacdo de genes (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; REIS, OLIVEIRA,
2019).

Nos ultimos cinco anos, o CRISPR renovou ndo apenas o campo da
biologia molecular, mas também os campos da medicina e biotecnologia. Apos
a primeira aplicacdo bem sucedida da tecnologia em modificacdes genéticas de
mamiferos, cientistas de todo o mundo participaram positivamente do
desenvolvimento dessa tecnologia com diversas areas de pesquisa (LIU et al.,
2018).
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Desde 2012, surgiu um novo sistema de edicdo do material genético,
gue utiliza uma pequena sequéncia de RNA para guiar a nuclease Cas9 até a
sequéncia especifica de DNA a ser clivada: o complexo CRISPR-Cas9
(VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2015). As nucleases Cas se tornam
especificas ao patégeno por uma propriedade exclusiva da enzima, que é o
requisito para uma sequéncia de gRNA (RNA guia) que ativa a enzima e
direciona seletivamente a nuclease para sequéncias complementares de DNA.
Esta propriedade das proteinas Cas levou a sua aplicacdo como uma nuclease
de alta fidelidade para produzir quebras ou cortes de DNA em praticamente
qualquer local desejado no DNA gendmico in vivo. Dentre as nucleases Cas, a
Cas9 se tornou a mais amplamente estudada e amplamente utilizada (CONG
et al., 2013; MALI et al., 2013; FRIEDLAND, 2013; DICKINSON, 2013; CAI et
al., 2016).

Ao contrario das outras técnicas de edicdo gendmica, a capacidade de
atingir sequéncia-alvo de forma muito especifica do sistema CRISPR-Cas9 é
dada por uma molécula de RNA e ndo por proteinas projetadas para cada
edicdo especifica, tornando a técnica bem menos complicada (POLSTEIN;
GERSBACH, 2015). Em pesquisas sobre vias de reparo e redefinicdo do DNA,
pbde-se constatar que as células possuem um maquinario de reparacado para
restaurar rompimentos na fita de DNA que gerariam alteracdes desta. A partir
desta concluséo, Pode-se observar que, através da fragmentacao, era possivel
realizar modificacdes em uma regido-alvo especifica. Com isso, houve certa
curiosidade em desenvolver técnicas de engenharia genética que empreguem
esse metodo (MICHELS, 2017).

As terapias génicas visam a modificacdo do material genético através da
reparacdo de genes mutados ou alteracdes em sitios especificos com o
objetivo de realizar um tratamento. Porém, até os dias atuais, essas terapias
génicas somente existem no ambito laboratorial, de pesquisas, e sua utilizacédo
ainda é experimental (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Partindo da necessidade de identificar doencas ou terapias que se
beneficiem da tecnologia CRISPR-Cas9, o trabalho em questdo tem como
objetivo avaliar o uso desta tecnologia na terapia génica, assim como analisar

algumas doencas que envolvem o material genético e poderiam utilizar as
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terapias génicas envolvendo o CRISPR-Cas9 e abordar questdes éticas
envolvidas nos processos de edicdo génica em humanos.

Foi realizada uma reviséo integrativa da literatura, com pesquisas em
fontes seguras como PubMed, Scielo, ScienceDirect e Google Académico,
artigos nos idiomas inglés e portugués, utilizando as palavras chaves: CRISPR,
Cas9, gene therapy e therapy, utilizando como critério de inclusdo artigos
publicados no periodo de 2012 a 2019, nas linguas portuguesa e inglesa, que
possuam contetdo dentro do tema tratado na revisdo e de exclusdo o ano de
publicacdo do artigo sendo inferior a 2012 e a ndo existéncia de contetdo
sobre o assunto tratado na revisdo. Espera-se, ao final, evidenciar algumas das
terapias génicas que utilizam-se da tecnologia CRISPR-Cas9 como método de

tratamento para doencgas que atingem o genoma humano.

1. Funcionamento do CRISPR-Cas9

O complexo CRISPR-Cas9 é um mecanismo do sistema imune de
bactérias e arqueobactérias contra invasores, como bacteriéfagos e
plasmideos de DNA. A memoria imunologica aparece depois que o DNA
invasor € cortado em fragmentos curtos e integrado ao CRISPR locus,
passando a ser denominado como protoespagcador. (DOUDNA,;
CHARPENTIER, 2014). Apés o incorporamento dos fragmentos no locus
CRISPR do DNA bacteriano, sera construida uma cadeia de pre-crRNA (cadeia
precursora de RNA né&o-codificante). As cadeias de pre-crRNA em repeticédo
passam por hibridagdo, em conjunto com um RNA nao-codificante, o trans-
activating CRISPR RNA (tracrRNA), e formam uma cadeia dupla de RNA que
sera fragmentada e processada pela host factor ribonuclease (RNase) Ill. O
crRNA e tracrRNA formam um conjugado e ligam-se a nuclease Cas9, se
agrupando em um complexo que é responsavel por identificar e eliminar o DNA
invasor nas células procariotas (Figura 1) (MARRAFFINI; BARRANGOU, 2015;
CONG et al., 2013; MALI; ESVELT; CHURCH, 2013).
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Figura 1 - Esquematizacdo dos loci Cas e CRISPR de Streptococcus pyogenes e
funcionamento de um Sistema CRISPR-Cas9. (Fonte: MICHELS, 2017)

Este novo complexo formado tem o crRNA como espacador e é proprio
para uma sequéncia alvo, agregando-se a esta sequencia por
complementaridade e trazendo em sua companhia a Cas9. A enzima Cas9
contém um sitio de reconhecimento (REC) do complexo crRNA:tracrRNA e o
sitio NUC, que apresenta acdo de nuclease, e o sitio de reconhecimento da
sequéncia Proto-spacer Adjacent Motive (PAM) (JINEK et al., 2014;
NISHIMASU et al., 2014). No entanto, o lobo NUC, detém dois dominios
diferentes com atividade de nuclease: a regido HNH do complexo fragmenta a
cadeia complementar e a regidao RuvC fragmenta a cadeia ndo complementar,
acarretando em incisuras na dupla cadeia de DNA (Figura 2) (RICHTER et al,
2012). Tal evento ocorre apenas se a sequéncia alvo estiver numa regiao
préxima a uma sequéncia PAM (SANDER; JOUNG, 2014).
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Figura 2 — Estrutura tridimensional do complexo CRISPR- Cas9 de Streptococcus pyogenes.
(Fonte: FreeArt, 2019)

No ano de 2012, Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna lideraram
uma pesquisa na qual desenvolveram uma adaptacdo do CRISPR, o sistema
CRISPR-Cas9 tipo Il, derivado do sistema imune de Streptococcus pyogenes,
para edicdo gendmica. Neste sistema, apos a fusdo do crRNA com o tracrRNA,
acontece a formacao do single guide RNA (sgRNA), que recruta a proteina
Cas9 para lugares especificos no genoma por meio de pareamento de bases
(JINEK et al., 2012).

2. Sistema CRISPR nas Células Soméaticas Eucariontes

Apesar de promissora, ainda € um desafio para os pesquisadores saber
como introduzir o sistema CRISPR-Cas9 em células somaéticas eucariontes. E
necessario o desenvolvimento de métodos especificos e eficazes para que seja
possivel inserir as ferramentas de edicdo nos sitios previamente planejados
para serem atingidos (JINEK et al., 2013; KHAN et al., 2016).

Um dos vetores mais utilizados para incorporar um fragmento de DNA
exégeno em células procariontes e células resistentes a transferéncia por
plasmideos sdo os virais (SHUI et al., 2016). Alguns adenovirus e virus adeno-
associados (AAVs) (JINEK et al., 2013) possuem a habilidade de agregar no
material genético da célula alvo um fragmento de DNA exdgeno (ZHOU et al.,
2014), entretanto, o DNA viral desaparece depois de alguns ciclos de mitose
(MAGGIO et al., 2014). Devido a sua propriedade epissomal, alta capacidade
de clonagem e traducdo em diversas linhas celulares e a facilidade de
producdo, o potencial de aplicacdo destes vetores é bastante alto. Em ensaios
in vitro foi possivel observar que os adenovirus dispéem de uma boa conexao
entre a eficiéncia de empacotamento e o tamanho do virus, todavia, quando
empregado in vivo, pode levar a uma intensificacdo da resposta imunitaria no
hospedeiro, tendo aumento das citocinas inflamatorias e capacidade de causar
apoptose de células (RAN et al., 2015; WANG et al., 2015).

O tamanho diminuido deste género viral gera dificuldades no
empacotamento do gene da Cas9, porém este problema consegue ser

resolvido com a utilizacgdo de uma Cas9 procedente de uma bactéria
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Staphylococcus aureus, ainda que menor, comprovou ter a mesma efetividade
da Cas9 da Staphylococcus pyogenes, nao alterando o numero de mutacdes
off-target (fora do alvo) (RAN et al., 2015).

Outro vetor seriam as ribonucleoproteinas (RNP), que tém grande
mobilidade e transmissdo nas células alvo, estabelecendo uma ferramenta
alternativa aos vetores virais. Os vetores virais encontram uma expressao
duradoura de Cas9 e RNA guia (gRNA) nas células, confrontando altas taxas
de mutacdes off-target em muitas das vezes. A entrega direta de RNP,
acompanhada da Cas9 associada ao gRNA, possibilita uma forma eficiente de
evitar este problema. Instantaneamente apds a injecdo, as RNP introduzem as
modificacdes na regido alvo, degradando-se em seguida. Complementarmente,
o emprego de RNP evita a possibilidade de inclusbes de DNA indesejadas
(HENDEL et al., 2015; SHUI et al., 2016).

As RNP sao originalmente entregues por microinjecao direta, tendo
como opc¢ao também a técnica de eletroporacdo ou os lipossomas cationicos
(ZURIS et al., 2015). A inser¢cdo de RNP numa cultura de células sincronizadas
em uma fase caracteristica do ciclo celular aumenta as taxas de sucesso da
técnica (SHUI et al., 2016).

Outra opc¢do seria recorrer a construcdo de nanoparticulas de carga
positiva a partir da conjugacdo da Cas9, gRNA e proteinas de penetracdo
celular com a habilidade de entregar a Cas9 e 0 gRNA no nucleo das células-
alvo eucaridticas, protegendo a viabilidade celular também (RAMAKRISHNA et
al., 2014).

3. Terapias Génicas e o Sistema CRISPR-Cas9

Grande parte das doencas, principalmente as de origem genética, ndo
apresentam o tratamento adequado nos dias atuais. Com isso, iniciaram-se
diversas pesquisas no ambito genético, com o objetivo de desenvolver terapias
para curar essas disfuncdes conhecidas como terapia génica, que consiste em
realizar a transferéncia de genes “saudaveis” para células afetadas de
pacientes com o objetivo de tratar doencas. Tradicionalmente, as estratégias

de terapia génica incluem interferir na expressao do gene alvo, substituir os
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genes responsaveis, corrigir mutagdes genéticas, entre outros (LIU et al., 2018;
GONCALVES; PAIVA, 2017).

Especificamente, a terapia génica refere-se a manipulacdo de
sequéncias génicas e ao estimulo de mutagbes de exclusdo para fornecer
funcdo protetora no hospedeiro. Nos dias atuais, a aplicacdo da técnica de
CRISPR-Cas9 se expandiu para uma variedade de areas da saude humana,
sendo usada inclusive na agricultura. Na terapia génica, um gene com
propriedades patolégicas pode ser modificado por abordagens ex vivo e in vivo.
Na abordagem ex vivo, a populacédo de células alvo é removida do corpo do
paciente e as nucleases projetadas sdo usadas para induzir as alteracfes
desejadas e depois devolvidas ao paciente por enxerto, reduzindo respostas
imunes acentuadas. Evitar problemas como rejeicdo de transplantes e
respostas imunes sd@o beneficios importantes desse método. Usando terapia
génica in vivo, os fatores de modificacdo gendmica, como nucleases e padrdes
programaticos, sdo colocados diretamente no paciente (REZAEI et al., 2019).

Devido as amplas possibilidades de aplicacéo do sistema CRISPR-Cas9
na saude humana, algumas doencas especificas sdo de maior interesse para
avancar nos estudos usando tal técnica, como doencas cardiacas,
respiratorias, virais, genéticas, osteoartite e cancer, principalmente por essas

doencas atualmente serem de dificil tratamento.

3.1. Doengas Cardiacas

Considerado um dos principais problemas de saude publica, as doencas
cardiovasculares estao entre as principais causas de mortalidade nos paises
ocidentais. A melhoria sucessiva nas técnicas de edicdo gendmica como o
sistema CRISPR-Cas9, trouxe a possibilidade de desenvolver estratégias
especificas para o tratamento dessas doencas, permitindo avancos na
medicina cardiovascular (VERMERSCH et al., 2019; LIM, 2017).

Porém, para que haja a possibilidade de aplicacdo do sistema CRISPR-
Cas9 em doencas cardiovasculares (DCV), deve-se fazer uma investigacao
aprofundada sobre os possiveis alvos moleculares voltados a doencga. Alguns
laboratérios de pesquisa, nos dias atuais, estdo usufruindo da técnica de

CRISPR-Cas9 para edicdo dos genes referentes as DCV e realizando testes
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em sistemas celulares e estudos clinicos. Ainda que o ambito cardiovascular
seja bastante dificil, certas disfuncbes poderdo estar mais ou menos
associadas a alguns produtos génicos, 0s quais interagem com outras
moléculas conhecidas, colaborando com a disponibilidade de aplicacdo do
CRISPR-Cas9 (VERMERSCH et al., 2019; AREND et al., 2017).

A alta dos niveis de LDL (Low Density Lipoproteins) é um dos maiores
problemas relacionados a doenca arterial coronariana (DAC). Diversas
pesquisas estdo sendo conduzidas, focadas na inibicdo da pro-proteina
convertase subtilisina tipo 9 (PCSK9), que facilita a destruicdo de receptores do
LDL, levando a alteracdes dos niveis da lipoproteina no sangue. Por meio da
técnica de CRISPR-Cas9, estudiosos estimularam o desaparecimento da
funcdo do gene da PCSK9 no figado de camundongos, usando adenovirus
como vetores, e obtiveram uma consideravel baixa nos niveis de colesterol em
mais de 40%. Estudos desse tipo mostram que o complexo CRISPR-Cas9 é
acessivel para remodelar a funcdo de genes associados a DCV, contribuindo
com a utilizacdo desta ferramenta molecular para outros métodos que se
referem a DCV (AREND et al., 2017).

Outra possivel aplicacdo do CRISPR-Cas9 é no sistema B-adrenérgico,
um dos encarregados pela manutencéo da presséao arterial, do ritmo cardiaco e
da vasoconstricao e vasodilatacdo. Juntamente, o0 sistema renina-angiotensina-
aldosterona também participa na preservacdo do equilibrio hemodinamico. Os
dois sistemas sao controlados por uma ampla rede de érgdos efetores, como
hormoénios e peptideos, receptores, proteinas quinases e enzimas, que atuam
no ambiente extracelular e no interior das células. Sendo assim, seria
pertinente testar e avaliar a edicdo génica através do CRISPR para colaborar

com o tratamento da hipertenséo arterial sistémica (AREND et al., 2017).

3.2. Doencas Genéticas
Doencas genéticas sdo, geralmente, causadas por desequilibrios no
cbédigo genético humano. As alteracdes causadas por esses desequilibrios
podem compreender a troca de um nucleotideo em um gene, 0 acréscimo ou
eliminacdo de parte de um cromossomo oOu até cromossomo inteiro.

Consequentemente, a sintese dos produtos acaba mudando, sendo aumentada
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ou desaparecendo, levando a alteragBes nas rotas metabdlicas e aplicacdes
fisiologicas do portador dessa anomalia (MICHELS, 2017).

O sistema CRISPR possibilita a supressdo da expressdo de alguns
genes mutados e, teoricamente, amenizar a patologia associada a mutacoes
do DNA. O complexo CRISPR-Cas9 pode ser conduzido ao gene mutante,
sendo utilizado para a diminuicdo da expressao destes genes por meio de
mecanismos de reparacdo, induzindo a inativacdo dos genes mutados (YANG
et al., 2016).

3.2.1. Céncer

Cancer é uma doenca caracterizada por uma série de alteracbes
genéticas e epigenéticas, que, geralmente, resultam na ativagdo de oncogenes
ou inativacdo de genes supressores tumorais. Devido a complexidade de seu
mecanismo, as terapias atuais contra o cancer sao limitadas, enfatizando a alta
necessidade de abordagens terapéuticas alternativas (KHAN et al. 2016). Com
a tecnologia CRISPR-Cas9, é possivel manipular quase qualquer sequéncia
gendmica, permitindo a elucidacdo funcional de genes envolvidos na
carcinogénese e a correcdo de mutacdes causadoras de cancer (CHEN et al.,
2019).

Considerado um progresso na pesquisa do cancer, o CRISPR-Cas9 vem
se tornando uma ferramenta de edicdo de genes favoravel para tratamentos
precisos. Estudos in vitro e in vivo demonstraram que essa tecnologia pode ser
um grande potencial no tratamento do cancer através da edicdo de proto-
oncogens ou dos genes supressores de tumor, além de ser uma ferramenta
para avaliar estratégias direcionadas aos medicamentos quimioterapicos,
visando identificar novas vias para reduzir ou eliminar a resisténcia a
guimioterapia, ja que a resisténcia a esses medicamentos séo a principal razédo
da baixa eficacia dos tratamentos atuais para pacientes com cancer (JIANG et
al., 2019; SANCHES-RIVERA; JACKS 2015).

Uma possibilidade de tratamento seria a correcdo de mutagdes
genéticas em genes especificos do sistema imune, gerando imunidade

adaptativa eficiente para suprimir os mecanismos do cancer. No ramo das
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pesquisas ja foi possivel identificar um consideravel nimero de oncogenes
envolvidos na origem de processos oncologicos (KHAN et al., 2016).

Alteracdes epigenéticas, como a desacetilacdo de histonas e a metilacéo
de DNA, controlam a expressdo e a inibicdo génica, o que determina a
diferenciagao e proliferagéo celular. O sistema CRISPR pode ser utilizado para
editar curtos erros genéticos envolvidos no silenciamento ou expressao génica
(THAKORE et al., 2016).

3.3. Infecgdes Virais

A contaminagdo viral em células eucariotas ocorre através de
receptores especificos e, depois da endocitose, o genoma viral € transcrito,
replicado e traduzido para a formacado de novos fragmentos virais. Para tanto,
alguns genomas de retrovirus e virus de DNA sao incorporados ao genoma
celular. Conhecendo a esséncia de funcionamento do complexo CRISPR-Cas9,
h4 uma alta capacidade terapéutica em doencas virais que mantém seu
material genético na célula hospedeira (LIJUAN et al., 2015).

No caso do HIV, uma das técnicas para combater a infeccdo latente
seria orientar as nucleases, como a Cas9, para o fragmento de DNA alvo que
estd incorporado ao genoma dos linfécitos T infectados. Em uma das
pesquisas, o complexo CRISPR-Cas9 foi direcionado para a area de Long
Terminal Repeats (LTR) do genoma viral nos linfécitos TCD4 (LIAO et al.,
2015). A destruicdo da regido LTR pela acdo da Cas9 resulta numa
depreciacdo da carga viral, junto a eliminacéo do virus latente (RAMOS, 2016).

A Tabela 1 mostra o mecanismo de acao que poderia ser utilizado para
realizar o tratamento de algumas infeccbes virais, através da técnica de

CRISPR-Cas9, evidenciando o gene, RNA ou proteinas a serem modificadas.

Tabela 1- Doencas virais alvo da CRISPR/Cas9. HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana);
HPV (Papilomavirus Humano); CCR5 (chemokine receptor 5); LTRs (Long Terminal Repeats);
cDNA (circular DNA); EBNA (Epstein-Barr nuclear antigen). (Fonte: Adaptado de RAMOS,
2016).

INFECCAO VIRAL REGIAO-ALVO DA MECANISMO DE ACAO
CRISPR-CAS9
HIV Gene CCR5 Extracdo do CCR5
Regido LTR Destruicdo dos LTR
Hepatite B cDNA Destruicdo do cDNA intra-hepético

Revista Transformar |13(1), jan./jul. 2019. E-ISSN:2175-8255 662



HPV Gene E6 e E7 Destruicdo das proteinas E6 e E7 e
aumento de supressores tumorais

Mononucleose Gene EBNA l e Destruicao e silenciamento dos
EBNA 3C genes

3.4. Doencas Respiratorias

As doencas respiratérias, que sao as principais causas de mortalidade e
morbidade no mundo, s&o disfuncbes da nasofaringe, traqueia, bronquios,
pulméao e cavidade pleural (BAI et al., 2018).

O sistema de edicdo CRISPR-Cas9 permite criar mecanismos
experimentais como linhagens celulares e animais Knockout genéticos de
forma muito eficaz, o que é altamente valioso para determinar os mecanismos
da doenca. Até agora, as linhas celulares editadas pelo CRISPR ajudaram a
validar o papel dos genes envolvidos na producdo de surfactantes pulmonares,
o envelhecimento das células epiteliais na DOPC (Doenca de Obstrucéo
Pulmonar Croénica), a inflamacdo e fibrose nas células epiteliais nasais e
pulmonares. As delecbes do CRISPR ajudaram a elucidar o processo de
diferenciacéo de células progenitoras basais humanas primarias a organoides e
epitélio mucociliar in vitro, o que poderia auxiliar os esforcos para gerar esses
tipos de tecido para fins de pesquisa ou futura terapia celular (MOSES; KAUR,
2019; BAl et al., 2018).

As interrup¢cdes mediadas pelo CRISPR também foram influentes no
estudo da FC (Fibrose Cistica). A FC € uma condicéo recessiva causada por
mutacdes no gene do regulador transmembranar da FC (CFTR). A proteina
CFTR atua como um canal de cloreto, critico para a homeostase do volume
liguido da superficie das vias aéreas. Além dos vazamentos de CFTR, o
CRISPR provou ser particularmente util para criar mutacdes definidas de CFTR
em modelos de células e animais. Esses modelos ndo apenas ajudam a
descobrir os mecanismos da FC em individuos com alterac6es genéticas nao
caracterizadas, mas também fornecem um sistema para descobrir novos alvos

terapéuticos e rastrear tratamentos viaveis (MOSES; KAUR, 2019).

3.5. Osteoatrite
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A osteoartrite (OA) é considerada uma doencga que leva a perda de
cartilagem, podendo haver remodelacdo anormal e atrito de osso subarticular,
ostedfitos, frouxidado ligamentar, enfraquecimento dos musculos periarticulares
e distensdo e inflamacdo sinovial. Metabolicamente, est4 relacionada a
regulacdo positiva aberrante dos genes nos tecidos articulares. Por exemplo,
controla-se a regulacédo positiva do fator de crescimento nervoso (NGF) e da
interleucina-1B (IL-18) na OA, e a metaloproteinase da matriz 13 (MMP13) é
uma colagenase dominante expressa na cartilagem da OA, da qual todos
desempenham papéis importantes na fisiopatologia da doenca (ZHAO et al.,
2019; BERENBAUM, 2013).

Portanto, a remogédo desses genes oferece uma opgado atraente para
tratar a OA de maneira completa e duradoura. Pesquisadores exploraram a
edicdo de genes mediada por CRISPR para tratar a OA, visando genes que
codificam NGF, IL-18 ou MMP13 em um modelo induzido cirurgicamente em
camundongos. Os resultados demonstraram que o direcionamento para IL-18
ou MMP13 reduziu a progresséo da OA poés-traumatica (PTOA) e a ablagéo por
NGF diminuiu significativamente a dor da PTOA, mas acelerou o dano articular.
E importante ressaltar que a combinac&o de direcionamento de IL-18 e MMP13
no cenario de direcionamento de NGF resultou em efeitos paliativos
semelhantes na dor que o bloqueio de NGF sozinho, mas minimizou seus
efeitos colaterais na estrutura articular (ZHAO et al., 2019).

No contexto das formas genéticas da OA, incluindo aqguelas com um
padrao de transmissdo Mendeliano causado por mutacdo, bem como a forma
de inicio tardio da doenca resultante de polimorfismos de risco, a capacidade
de substituir prontamente alelos oferece escopo para estudos funcionais
rapidos baseados em células, tecidos e organismos. Em outras pesquisas, sao
analisadas formas para reparar a OA, como, por exemplo, a modulagcéo
direcionada da expressado génica nas células articulares oferece espaco para
atenuar os processos inflamatorios e degenerativos da doenca, ao mesmo
tempo em que permite o aprimoramento das vias anabdlicas para estimular o

novo crescimento da cartilagem (ALMARZA et al., 2017).

4. Questdes Eticas
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A engenharia genética sempre se relacionou com diversas polémicas
bioéticas e juridicas, devido ao fato de os progressos e descoberta
acontecerem de forma muito acelerada, evidenciando-se entre essas a técnica
de edicdo do gendmica conhecida como CRISPR-Cas9 (REIS; OLIVEIRA,
2019; BERGEL, 2017).

Supostamente, tanto células somaticas quanto germinativas estdo aptas
a receberem terapias génicas, entretanto, a modificacdo de células somaticas
produz alteracdes e consequéncias apenas no individuo sujeito a terapia. Ja
nas células germinativas o risco € mais alto, pois a modificacdo dos gametas
pode converter-se em alteracfes indeterminadas, como malformacdes e outras
doencas ainda desconhecidas, que seriam transmitidas as futuras geracoes
(REIS; OLIVEIRA, 2019).

Devido aos riscos que as técnicas podem apresentar, foi necessario
estabelecer limites baseados em documentos internacionais como a
Declaracédo Universal sobre o0 Genoma Humano e os Direitos Humanos (1997),
a Declaracéo Internacional sobre os Dados Genéticos Humanos (2004), e
recentemente, a Cupula Internacional sobre Edicdo  Genética
Humana/Washington DC (2015), com o objetivo de determinar regras
especificas para estes tipos de estudos. Nacionalmente, existem a Constituicdo
da Republica Federativa do Brasil de 1988 (CRFB), que garante a integridade e
variabilidade da heranca genética e a Lei sobre Biosseguranca n°
11.105/20055, que proibe alteracbes em células reprodutivas. Contudo, em
paises como o Reino Unido e a China, modificacdes em células reprodutivas
humanas podem ser legalmente realizadas (VIVANCO et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2017).

Com o0s avanc¢os nas técnicas de edicdo do material genético, pode
haver certas mudangas na “autocompreensdo ética da espécie”, o que pode
levar a quebra da nocdo existencial. Com isto, ha uma preocupacao
exacerbada com o entendimento de si mesmo pela pessoa geneticamente
alterada (HABERMAS, 2016). Pode ser visto como favoravel contribuir com a
saude do individuo através das modificacdes no genoma, mas esta € uma linha
muito ténue para definir o que é bom, preferivel ou ruim (REIS; OLIVEIRA,
2019).
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Inovacdes na éarea da biologia molecular com certeza apresentam
conquistas sem precedentes, permitindo construir formas de vida inovadoras. A
guestdo que se evidencia ndo é a de usar ou nao este poder e sim até que
ponto pode-se ir através dele. Grandes evolucdes ja foram alcangadas,
entretanto, os riscos do surgimento uma neo-eugenia ainda sao cogitados,
assim como a utilizacdo de alteracdo gendmica para questbes estéticas,
atribuicdo de habilidades especiais, a impossibilidade de escolha sobre essas
alteracbes no DNA pelas geragdes futuras, entre outros, sédo questdes a serem
consideradas para que néo haja problemas entre os progressos atuais e 0s
efeitos advindo dele no futuro (VIVANCO et al., 2018; BERGEL, 2017).

Consideracdes Finais

Como descrito, a técnica de CRISPR-Cas9 € uma promissora
ferramenta de edicdo génica podendo ser utilizada em diversas finalidades,
desde o uso no tratamento de doencas genéticas ao uso na agricultura, porém,
existem diversas questdes envolvidas na realizacdo das terapias para
tratamento de patologias em humanos.

Uma destas questdes seria sobre o beneficio advindo da alteracdo do
genoma. Como o CRISPR-Cas9 é uma técnica muito nova, ainda ndo se tem
grande conhecimento sobre todos os efeitos a partir da substituicdo da regiao
mutada através do CRISPR. Essas alteracbes, como mostrado durante a
revisdo, vém sendo altamente benéficas e corrigem as disfuncdes genéticas
gue levavam a doenca, mas ndo é conhecido se, a longo prazo, o material
geneético continuaria a ser expresso do modo correto, se a regiao corrigida volta
a se alterar ou altera outras regidbes do DNA que podem causar outros
maleficios.

Ainda ha muito que se estudar sobre o0 CRISPR-Cas9, porém, é inegavel
gue ha grande potencial de terapéutico para a técnica e isso incentiva 0s
pesquisadores a buscar ainda mais desenvolver novos tratamentos através
deste método.

O profissional biomédico, como pesquisador, tem grande papel nesse
desenvolvimento, pois através dos conhecimentos de biologia molecular e

genética, pode trabalhar em laboratérios que realizem pesquisas em
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engenharia genética e adicionar ideias relevantes sobre novas formas de

utilizacao da técnica com mais seguranca e efetividade.
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