. Revista Ibero- Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao- REASE

doi.org/ 10.51891/rease.v8i6.6079

O PAPEL DO CRISPR/Casg NO ESTUDO DA DOENCA GENETICA: FIBROSE
cisTicAa

THE ROLE OF CRISPR/Casg IN THE STUDY OF GENETIC DISEASE: CYSTIC FIBROSIS

Luca Bueno Palhares Rochal

A Fibrose Cistica (FC) é considerada a doenga genética letal mais comum em populacdes
caucasianas, sendo estd caracterizada por infec¢Ges crénicas e recorrentes do pulmio, insuficiéncia
pancredtica e elevados niveis de cloro no suor. Esta doenca de heranca autossémica recessiva é causada
pela mutacgdo no gene do Regulador da Condutincia Transmembrana da Fibrose Cistica, que induz ao
organismo produzir secre¢Ses espessas e viscosas que obstruem os pulmdes, o pincreas e o ducto biliar.
Muitos pacientes manifestam insuficiéncia pancreatica, tendo como consequéncias dessa insuficiéncia: a
mé-absorcio de nutrientes, especialmente, de proteinas e lipideos e também complicaces
gastrointestinais. A FC normalmente é diagnosticada durante a infincia, pelos programas de triagem
neonatal, pelo teste do suor e anilise genética. Em decorréncia dos diversos sistemas envolvidos e da
variabilidade e cronicidade da doenca, é essencial uma abordagem multidisciplinar para auxiliar o
paciente e sua familia. A terapia atual da FC compreende a manutengdo do estado nutricional, o uso de
antibidticos para prevencdo e tratamento de infeccdes, a remocdo das secrecdes das vias aéreas com
fisioterapia e mucoliticos, indicagio de suplementos energéticos e dietas, apesar do tratamento ser apenas
paliativo. A terapia génica é um tratamento fundamentado na transferéncia de cépias do material
genético sem mutacdo ao organismo de interesse, possibilitando a correcio do fendtipo de distdrbios
provocados por mutacgdes genéticas. Com o avanco tecnoldgico e descobertas, a respeito da funcdo dos
genes e do material genético, foram desenvolvidas diversas metodologias capazes de corrigir o genoma
humano. O sistema CRISPR/Casg (clustered regularly short palindromic repeats-CRISPR associated
nucleases) tem-se destacado devido A sua versatilidade, capacidade de realizar a alteragio desejada e
simplicidade de manuseamento em laboratério. Diante o exposto, a FC tem sido alvo de estudos com a
utilizacio da terapia genética.

Palayras - chave: Fibrose Cistica. CFTR. Terapia Génica. Edicio Génica. CRISPR/Casg.

Cystic Fibrosis (CF) is considered the most common lethal genetic disease in Caucasian
populations, which is characterized by chronic and recurrent infections of the lung, pancreatic
insufficiency and high levels of chlorine in sweat. This autosomal recessive inheritance disease is caused
by the mutation in the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator gene, which induces the
body to produce thick, viscous secretions that obstruct the lungs, pancreas and bile duct. Many patients
manifest pancreatic insufficiency, the consequences of which are: malabsorption of nutrients, especially
proteins and lipids, as well as gastrointestinal complications. CF is usually diagnosed during childhood,
through neonatal screening programs, sweat testing and genetic analysis. Due to the various systems
involved and the variability and chronicity of the disease, a multidisciplinary approach is essential to
assist the patient and his family. Current CF therapy includes maintaining nutritional status, using
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antibiotics to prevent and treat infections, removing airway secretions with physiotherapy and
mucolytics, indicating energy supplements and diets, although the treatment is only palliative. Gene
therapy is a treatment based on the transfer of copies of genetic material without mutation to the
organism of interest, enabling the correction of the phenotype of disorders caused by genetic mutations.
With technological advances and discoveries, regarding the function of genes and genetic material,
several methodologies capable of correcting the human genome have been developed. The CRISPR /
Casg system (clustered regularly short palindromic repeats-CRISPR associated nucleases) has stood out
due to its versatility, ability to perform the desired change and simplicity of handling in the laboratory.
In view of the above, CF has been the target of studies with the use of gene therapy.

Keywords: Cystic Fibrosis. CFTR. Gene Therapy. Gene Edition. CRISPR/Casg.

1. INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca genética, crénica e progressiva, sendo essa de
heranca autossdmica recessiva, apresentando uma elevada taxa de casos ao redor do mundo, com
incidéncia mundial de 1 para cada 2.500 nascidos vivos (JACKSON; GOSS, 2017), atingindo
diferentes grupos étnicos. Essa é causada pela mutacdo no gene do Regulador da Conduténcia
Transmembranar (CFTR) da Fibrose Cistica (BILTON, 2008).

Esta doenca genética apresenta um indice elevado de mortalidade, embora o prognéstico
favoravel tenha avancado de forma intensa ao longo do tempo. O indice de sobrevida até o final
da adolescéncia é de 750 dos casos, enquanto até a terceira década de vida é de s0%
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018). No ano de 2013 foram registrados cerca de 3.000 pacientes
com FC no Brasil (REBRAFC, 2013).

Em adolescentes e adultos os sintomas se agravam com complica¢do pulmonar infecciosa
crénica, seguido de déficit do crescimento e desenvolvimento na puberdade, pancreatite,
desconforto abdominal, sindrome de obstrucio intestinal. Em mulheres pode levar a redugio da
fertilidade, enquanto no caso dos homens pode levar a esterilidade (ELIA et. al., 2014).

A terapia génica também tem avancado bastante ao longo do tempo e tem como alvo
tratar ou curar a doenga, tratando-a diretamente pela sua origem genética (VILLATE-BEITIA
et al., 2017). A FC acomete a vida de inimeros pacientes, e nio h4 uma alternativa terapéutica
eficaz (BHANDARI et al., 2018). Em razio de seu cariter autossdmico recessivo, ressalta-se o
interesse e foco de terapias alternativas, como a terapia genética (HUBERT et al., 2016).

Uma nova técnica de edi¢io de genomas, a CRISPR-Casg, permite a modificagio de
genes especificos, sem alterar outros genes (TONELLI; RESENDE, 2018). Essa ¢ aplicada em
tratamento de doengas hereditédrias, sendo vista como um método recente que é capaz de atuar

no reparo do gene (BERGEL, 2017). O desenvolvimento desse método de edigdo genética gerou
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novas possibilidades devido a sua versatilidade, facilidade de manuseamento e o baixo custo, o

que faz desta uma técnica, que vem se tornando muito promissora para a terapia genética

envolvendo a FC (HART; HARRISON, 2017).

2. OBJETIVO
Expor os aspectos que caracterizam a fibrose cistica e seus acometimentos para os

pacientes, discorrer sobre os atuais métodos de tratamento, destacando a terapia génica e o uso

da técnica molecular CRISPR/Casg para edi¢io do DNA.

3. METODOLOGIA

Para a realizacdo desta revisdo bibliogrifica foram utilizados artigos académicos
nacionais e internacionais publicados, disponiveis em bancos de dados digitais como Scielo,
PubMed e plataformas digitais como Google Académico, nos idiomas inglés e portugués. O

periodo de publicacdo dos artigos utilizados é de 1996 até a atualidade. As buscas iniciaram-se a

partir das palavras-chaves: “cystic fibrosis”, © CRISPR/Casg” e “CFTR”.
4. DESENVOLVIMENTO
4.1  Fibrose Cistica

No organismo, a proteina CFTR estd localizada na superficie apical das células epiteliais
formando um canal de cloro. Na FC, a disfunco deste canal promove, ao longo do tempo, um
distdrbio no transporte de cloro através da superficie luminal do epitélio celular, e desencadeia
um influxo compensatério de sédio que visa manter a eletroneutralidade. Apés o influxo
compensatdrio, se tem em continuidade um influxo de 4gua promovendo a desidratagio da
superficie celular, assim como, a producio do muco mais espesso que é caracteristico da doenca
(CAMPOS et. al., 1996).

O paciente portador dessa doenca apresenta secre¢des mucosas mais viscosas e espessas,
que leva a obstrucdo dos ductos das glindulas exécrinas e contribuem para o aparecimento de
trés caracteristicas basicas: doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia pancreética com
mi digestdo e md absor¢io com consequente desnutricio secundéiria e niveis elevados de
eletrélitos no suor (BENTLEY, 1999).

O gene que codifica esse canal localiza-se no brago longo do cromossomo 7 na regiio qz1-

31 (BEAUDET, 1992), e é formado por 250 Kb de DNA. Apresenta 27 éxons, codificando um
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RNAm de 6,5 Kb. A proteina resultante, reguladora de transporte i6nico, é composta por 1.480
aminod4cidos, conhecida como proteina Reguladora da Condutincia da Transmembrana da
Fibrose Cistica (CFTR), e é essencial para o transporte de {ons através da membrana celular,
estando envolvida na regulacio do fluxo de ions de cloro, sédio e d4gua (RIBEIRO et. al., 2002).
A proteina CFTR possui um poro, sendo esse composto por doze segmentos
transmembranares (NUSSBAUM et. al., 2002). Ela apresenta cinco dominios sendo: dois
dominios MSDs, dois dominios de ligagio NBD1 e NBD2 e um dominio de regulagio R, que
contém multiplos sitios de fosforilagio. Dentre estes sitios, as serinas Ser-660 e Ser-813 sio
essenciais para o funcionamento do canal (Figura 1) INUSSBAUM et. al., 2002; LI; NARREN,
2005). O dominio NBD realiza a interagdo por ligagdo e pela hidrdlise de ATP que ir4 prover a
energia essencial para que o canal seja realmente ativo. O dominio regulatério tem a capacidade

de modular a atividade da proteina CFTR, podendo desencadear um efeito estimulante ou

inibitério (WELSH, 2001; AKABAS, 2000).

Figura1- A proteina CFTR apresenta 12 regides transmembranares (organizadas em 2 grupos de 6), 2 NBDs (NBD1
e NBD2) e o0 dominio R, ambos intracelulares.
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Fonte: Adaptado de Linsdell, 2006.

Atualmente ji foram descritas na literatura mais de 1.800 mutacdes e, dentre estas, a perda
da fenilalanina na posigio 508 (DF508) é a mais frequente na populagio (RASKIN et. al., 2008).
A mutagio do gene CFTR pode ser dividida em seis classes (Figura 2), devido 4 alteragdo de seu
mecanismo molecular. Essas sio em grande parte mutacSes non sense que formam stop-codons

prematuros, originando um RNA truncado instidvel. (ELBORN, 2016).
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A mutacio de classe I faz com que a CFTR nio seja sintetizada, encontrada em 10% dos
pacientes com FC. As mutacdes de classe II estio relacionadas com um defeito no seu
processamento em nivel de reticulo endoplasmético (RE) ou complexo de Golgi, acarretando
assim um dobramento incorreto da proteina, A mutacio delta Fso08 faz parte desta classe
(NUSSBAUM et. al. 2002) e, em consequéncia, a proteina é degradada dentro da organela ao
invés de prosseguir as células secretoras para exercer suas funcdes reduzindo, assim, sua
quantidade funcional na membrana apical da célula epitelial. E o defeito mais comum,
contribuindo com cerca de 70% de todos os alelos FC nas populagdes caucasianas (MARSON;
BERTUZZO; RIBEIRO, 2018).

Na mutacdo de classe III ocorre uma descompensacio na regulacdo da proteina nos
dominios de ligagdo de nucleotideos (NBDs) e no dominio de regulagdo R enquanto as mutagdes
de classe I'V estdo situadas em dominios transmembranares (MSDs), sendo compostos cada um
com seis sequéncias transmembranares, resultando em uma condugdo defeituosa de cloreto. As
mutag¢des de classe V promovem uma redugio da fungdo da proteina CFTR. J4 as mutacdes de
classe VI sdo muito raras, devido & uma degradagio progressiva da proteina (NUSSBAUM et.

al., 2002; STANKE; TUMMLER, 2016).

Figura 2: A representagio esquematizada das classes de mutagdes genéticas da FC.
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Fonte: Adaptado de Taylor, 1999.
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Os fatores progndsticos associados & FC sdo bastante complexos, visto que a taxa de
mortalidade est4 intimamente relacionada com o comprometimento respiratério que o paciente

. s . . . . . ~ y, . 7, .
vird a manifestar, associado as demais complicacdes hepéticas, pancredticas e decorrente

desnutri¢io (BENTLEY, 1999).

4.1.1 Proteina CFTR

Em condi¢des normais, a proteina CFTR (Figura 3) é regulada positivamente via
fosforilagdo. Diversas proteinas podem desempenhar esta func¢io como: cinase de tirosina,
proteina quinase C (PKC) e a proteina cinase dependente de guanosina monofosfato ciclico -
GMPc (OSTEDGAARD et. al., 2001). Porém, esta fosforilagdo é mediada principalmente por
Proteina Cinase A (PKA). Na via de fosforilagio por PKA, essa proteina é ativada pelo aumento
da concentragio de AMPc via adenilato ciclase (AC). Uma vez fosforilada, a CFTR torna-se

ativa e possibilita o efluxo de fons de cloro através da membrana apical da célula epitelial

(RODGERS; KNOX, 2001).

Figura 3: Proteina CFTR.
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Fonte: Adaptado de Firmida et. al., 2011

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacdo. Sao Paulo, v.8.0.06. jun. 2022.
ISSN - 2675 — 3375

1502



. Revista Ibero- Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao- REASE

Os niveis mais elevados da expressio de CFTR s3o encontrados no intestino, no trato
reprodutor, nas glindulas exécrinas, salivares e sudoriparas, nas vias aéreas e recentemente a
expressio de CFTR foi descrita em células presentes na regido do hipotilamo, algo que
correlaciona a alguns sintomas neurolégicos apresentados por pacientes com a doenca.
Demonstrando, dessa forma, que como o gene CFTR estd presente em diversas células que
podem ser encontradas em diferentes 4reas do corpo humano, consequentemente os locais nos
quais ele esté presente carregardo alteragdes (NUSSBAUM et. al., 2002; GUO et al., 2009).

Com base nas alteracdes fisiolégicas do transporte transmembranar de ions na FC, o
polipeptideo codificado pelo gene da FC, a proteina CFTR possui um fato caracteristico, mesmo
sendo membro da familia de proteinas transportadoras, este apresenta funcdo de canal idnico
(JENTSCH et. al., 2005). Age como um canal na membrana apical da célula epitelial e transporta
ions de cloro através da regido da membrana ao interior da célula. A proteina CFTR é uma
glicoproteina que estd associada aos canais transportadores de membrana acoplados a ATP
(WELSH et al., 2001). Em caso de mutagdes nesses sitios especificos h4d a possibilidade de
alteracSes na seletividade do canal a 4nions (AKABAS, 2000).

Nas células sauddveis, seus canais de {ons de cloro, ao sofrerem estimulagdo pelo célcio
ou pelo AMPc, se abrem. Nos pacientes com FC este canal de cloro sera estimulado apenas pelos
fons célcio, enquanto pelo AMPc serd irresponsivo, resultando, ao longo do tempo, na
diminui¢do da permeabilidade celular ao ion cloro. Em consequéncia da saida reduzida deste {on
pelo canal, haverd um maior influxo de fons sédio visando manter a homeostase intracelular
idnica entre cloro e sédio (ANDRADE et al., 2001).

Ao sinalizar o gene causador da doenca, entende-se que o transporte de ions, como o
cloreto e sédio, pela proteina CFTR serd anormal (CABELLO et al., 2003). Com este
comprometimento devido a escassa secre¢io de ions de cloro e o maior influxo de sédio e dgua
pela célula, resulta em alteracdes fisico-quimicas das propriedades do muco, o tornando mais

viscoso, desidratado, espesso e assim podendo comprometer os ductos de demais drgdos
’ , esp p p g

(MAGALHAES et al., 2004).
4.1.5 Tratamento da fibrose cistica

Atualmente o tratamento dos pacientes com FC tem evoluido constantemente e consiste
em aliviar os desconfortos que podem variar conforme as manifestagdes clinicas do paciente,

visando 4 melhoria da qualidade de vida, como também, a sobrevida (Gréfico 1).
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Griéfico 1: A Idade Média predita a sobrevida em pacientes com F.C entre 1986-2019.

Idade Média de Sobrevida Prevista entre 1988-2019

44
40
Idade 36
32
28
24
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Fonte: Adaptado de CFF Registry, z019.

O tratamento dos pacientes com a doenca, geralmente, é composto pela utilizagdo de
broncodilatadores que promovem o relaxamento da musculatura lisa, facilitando assim a
mecinica respiratéria. Os anti-inflamatérios, a terapia antimicrobiana, sendo associados a
agentes mucoliticos e fluidificantes, permitem a redu¢io da viscosidade do muco no local e

conferem protecdo contra a colonizacio do trato respiratério por bactérias (HUDOCK;

CLANCY, 2017).
4.2 TERAPIA GENICA

A utilizacdo das técnicas de DNA recombinante, para a correcio de um genoma, foi
inspirada nas doencas genéticas monogénicas. Ou seja, a ideia era a de substituir ou
complementar a expressio do gene disfuncional, por meio da inser¢io de uma ou mais cépias do
gene terapéutico (PORTEUS et. al., 2006; O'CONNOR;CRYSTAL, 2006; BRINKMAN et. al.,
2006). No entanto, o interesse pela terapia genética nio é exclusivamente nas doengas
monogénicas, j4 que a medicina moderna encara diversas doencas graves, nas quais, na melhor
das hipéteses, apenas existe um tratamento paliativo. A intervencio por meio da terapia génica,
em determinados casos, possui o objetivo de reduzir ou evitar a progressio da doenca; essa pode

ser baseada na oportunidade de alterar mecanismos essenciais ou a fisiologia de células, 6rgios e
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sistemas que na doenca sdo afetados, como, também, pode ser baseada no conhecimento de

determinantes genéticos de suscetibilidade (CARDONE, 2007; FLOTTE, 2007).

A aplicagio da terapia génica ainda é experimental em diversos casos (LINDEN, 2010).
A maioria dos procedimentos s3o conduzidos nos Estados Unidos, Europa e Austrélia. O campo
desta abordagem é extenso, com uma capacidade potencial para o tratamento de doencas
causadas por desordens em genes recessivos, como no caso da FC, além de outras doengas como
hemofilia, distrofia muscular e anemia falciforme, doencas genéticas adquiridas como cincer, e
determinadas infec¢Ges virais, como AIDS (MISRA, 2013).

As terapias génicas podem possibilitar a modificagio do material genético por intermédio
da reparacdo de genes que apresentem alteragdes como mutacdes em sitios especificos, visando
o tratamento, visto que existem muitas doencas genéticas monogénicas que acometem a vida de
intmeras pessoas (GONCALVES; PAIV A, 2017). Nos dltimos anos, houve evolugio sobre o
conhecimento da FC, assim como, sobre os métodos de diagnéstico e tratamento. Este, por sua
vez, consiste no alivio dos sintomas e disfun¢Ges orginicas que os pacientes apresentam
(DALCIN; SILVA, 2008).

As nucleases sdo enzimas com a capacidade de romper as interacdes entre os nucleotideos,
que atuam como enzimas de restricdo. H4 4 grandes grupos compostos por proteinas que
possuem a habilidade de interagir com o DNA e s3o utilizadas na edi¢do génica: as nucleases
baseadas nos seus fatores de transcri¢io eucariotas como zinc fingers (ZFN), as meganucleases
que sdo provenientes dos elementos méveis microbianos genéticos, as transcription activator-
like effectors (TALENSs) que s3o provenientes da bactéria Xanthomonas, e a endonuclease Casg
do sistema imune de algumas bactérias como S. pyogenes (HSU et al, 2014).

Uma das técnicas mais frequentemente aplicada consiste na tecnologia do DNA
recombinante, em que o gene de interesse ou sauddvel é inserido em um vetor, este pode ser
plasmidial, nanoestruturado ou viral, sendo esse dltimo o mais utilizado, por conta de sua
eficiéncia em invadir células e nelas introduzir seu material genético (MISRA, 2013).

Pela ampla possibilidade de aplicacio do sistema CRISPR/Casg algumas doengas
especificas s3o de maior interesse como alvo de estudos, como doengas cardiacas, respiratérias,
como no caso da FC, osteoartrite e cincer, principalmente pois essas apresentam dificil resposta

ao tratamento (MALI et al., 2013).
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4.2.1 CRISPR/Casg

O CRISPR/Casg se baseia no uso de uma pequena sequéncia de RNA para direcionar a
nuclease Casg ao local cromossémico que deve ser clivado, para entdo, a maquinaria molecular
de reparo de DNA seja utilizada para modificar a sequéncia mutada (VASCONCELOS;
FIGUEIREDO, 2015). O sistema CRISPR-Casg visa a possibilidade de reparo permanente do
genoma humano afetado. Em decorréncia dessa possibilidade, a técnica tem sido fortemente
explorada, principalmente quando se trata de doengas genéticas, como é o caso da FC
(NICHOLSON; PEPPER, 2016).

Este mecanismo de defesa bacteriano se fundamenta na cépia de um segmento de DNA
do patdgeno para o genoma do hospedeiro, especificamente, ao 16cus CRISPR. Este l6cus no
genoma do hospedeiro desempenha func¢io de meméria contra patégenos invasores. Portanto,
diante de uma nova invasio, serad transcrito uma cadeia de RNA CRISPR (crRNA). Este
transcrito contém parte do material genético memorizado, que reconhecera sequéncias do DNA
de origem estranha e entdo ird se ligar por pareamento de bases, junto com uma Cas, gerando
uma quebra de fita dupla (DSB) no DNA do invasor, assim inibindo o seu ciclo no organismo
hospedeiro (SANDER; JOUNG, 2014; GORI et al., 2015 LAFOUNTAINE et. al., 2015).

A estrutura da Casg é composta por dois dominios enzimdticos, o HNH e o RuvC. Tais
dominios sdo responséaveis por clivar a cadeia de DNA (JINEK et al., 2013). Isso acontece caso a
sequéncia alvo se encontre na regido adjacente a uma pequena sequéncia conhecida como
protospacer adjacent motif (PAM) (SANDER e JOUNG, 2014). O dominio HNH cliva a cadeia
complementar de DNA, enquanto, o dominio RuvC possui a habilidade de clivar a cadeia alvo.
Ao ser realizada uma anélise estrutural do sistema CRISPR/Casg notou-se a existéncia de dois
l6bulos, o de reconhecimento (REC) e um de nuclease (NUC). No REC a Casg se relaciona com
o RNA-DNA de diversas maneiras, conforme a conformacio adquirida, dessa forma,
permitindo concluir que a nuclease Casg nio detém nenhuma especificidade na orientagio, sendo
assim, essencial a presenca do crRNA:tracrRNA para possibilitar a sua funcdo (JINEK et al,,
2014).

No sistema CRISPR/Casg, o ctRNA ¢é combinado com o tracrRNA para formar o
complexo ctrRNA:tracrRNA (SANDER; JOUNG, 2014), sendo que o ctRNA é o responsavel
pela direcio da endonuclease Casg para o DNA de interesse (ZHANG; WEN; GUO, 2014).
Consequentemente, os ctRNAs apresentam uma regido chamada de protospagadores, na qual
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contém as sequéncias transcritas de DNA exégenos. Portanto, esta regido do ctRNA ¢ a
responsavel por orientar a Casg para que ocorra uma quebra na regido complementar ao DNA
de interesse (SANDER; JOUNG, 2014; ZHANG; WEN; GUO, 2014; GORI et al., 2015).

O tracrRNA ¢ um elemento substancial do sistema CRISPR/Casg, que opera como um
ativador para processar o ctRNA (SANDER; JOUNG, 2014). Foram produzidas moléculas de
RNA guia (gRNA) sintéticas para a clivagem de sequéncias de interesse, na qual o ctRNA e
parte do tractRNA sio fundidos em uma molécula de gRNA com uma ponte que contém a
sequéncia GAAA. Este RNAg possui uma sequéncia com cerca de vinte nucleotideos, sendo
capaz de direcionar especificamente a endonuclease Casg para o seu objetivo (Figura 7)
(SANDER; JOUNG, 2014; GORI et al., 2015).

Por efeito da interacdo entre a nuclease Cas e 0 gRNA, a nuclease é direcionada para sua
aplicagdo, possuindo, dessa forma, a capacidade e especificidade de realizar alteragdes em
qualquer local desejado desta sequéncia, como cortes e quebras no DNA in vivo (FRIEDLAND,
2013; DICKINSON, 2013; CAI et al., 2016).

Figura 7: Mecanismo natural (A) e projetado (B) da CRISPR, exemplo de um gRNA (C). 1507
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Fonte: Modificado de SANDER; JOUNG, 2014.
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Acredita-se que esta técnica seja a mais promissora para a engenharia genética, dentre
aquelas utilizadas na edicido de DNA. O CRISPR-Casg se destaca pelo seu baixo custo e pela sua
funcionalidade simples em comparagdo a outras técnicas j4 existentes (HSU; LANDER;
ZHANG, 2014). As vantagens que o sistema CRISPR-Casg apresenta justifica sua utilizagdo em
estudos relacionados a FC e outras doencas genéticas, como sua eficécia, facilidade de utilizagio,
especificidade e versatilidade (SANTOS et al., 2016).

Nos dltimos anos, a técnica de CRISPR renovou o campo da biologia molecular assim
como outras dreas como a medicina e a biotecnologia, apds aplicacdes bem-sucedidas da
tecnologia em modificagdes genéticas em mamiferos (LIU et al., 2018). Atualmente o sistema
CRISPR/Casg se desenvolveu muito visando o aumento de sua eficiéncia e especificidade, com

objetivo de reduzir o surgimento de artefatos como os efeitos off-target (XUE et al., 2015).
4.3 Transportes do sistema CRISPR/Casg

A engenharia genética tem um desafio constante quanto ao transporte do sistema
CRISPR/Casg para a célula. Atualmente, h4 diferentes métodos eficazes para que haja o
transporte de gRINA e Casg até a célula alvo (JINEK et al., 2013; KHAN et al., 2016). O avango
desta tecnologia possibilitou a realizacio de ensaios e estudos em células somaiticas, visando
determinar etapas de otimizagio do sistema de entrega ao alvo, especificidade e seguranca quanto
sua utilizacdo. Esta tecnologia estd sendo aplicada principalmente em doencas genéticas
monogénicas que compdem cerca de 10 mil doengas, dentre elas estd a FC (VIEIRA et al., 2016).

Um elemento importante para a terapia génica sdo os vetores. O vetor é uma estrutura
que atua como um veiculo para a entrega do gene, esse deve fornecer os genes do tamanho exigido
para a aplicagdo clinica; e ndo pode ser imunogénico (MISRA, 2013; KHAN et al., 2016). Estes

vetores sdo divididos conforme sua forma de construcdo, como os vetores virais, plasmidiais e

ribonucleoproteinas (EDELSTEIN et. al., 2007).

4.4.2 CRISPR e CFTR

Modelos experimentais semelhantes ao fendtipo e sintomas da FC sio cruciais para a
configuragio e avaliacdo de estratégias terapéuticas. As ferramentas de manipulag¢io do genoma
e os avangos da tecnologia CRISPR/Casg deram um grande impulso ao avango das solugdes de
terapia genética. Essas ferramentas também sdo fundamentais para o avanco da terapia génica e
do desenvolvimento da técnica em geral, simplificando a produgio de novos modelos celulares e
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animais de FC (ROSEN et. al., 2018; SEMANIAKOU et. al., 2019). As células derivadas de
pacientes sdo frequentemente usadas para testar a eficicia de um tratamento para uma
determinada mutagdo. No entanto, considerando o alto ntimero de variantes de CFTR associadas
a FC, ¢ muito dificil cobrir todo o repertério de mutagio em modelos celulares homozigotos.
Para superar essa limitagio, modelos isogénicos para diferentes mutagdes foram criados usando
HDR mediado por CRISPR/Casg em células epiteliais bronquicas imortalizadas, fornecendo
ferramentas experimentais valiosas para o ensaio funcional de CFTR (VALLEY et. al., 2018).

A tecnologia CRISPR/Casg também foi aplicada para gerar novos modelos animais de
CF. Uma ovelha nocaute foi gerada pela interrup¢io do gene CFTR com NHE] mediado por
CRISPR/Casg. A ovelha CFTR -/ - desenvolveu uma doenga grave semelhante & FC, incluindo
fibrose pancreatica, obstrugio intestinal e auséncia de canais deferentes (FAN et. al., 2018). Para
estudar especificamente a patologia causada pela muta¢io AF508 mais comum, modelos de ratos
foram gerados explorando a via HDR ativada pela clivagem CRISPR/Casg em correspondéncia
com a fenilalanina 508 do gene. A recombinac¢io com o DNA do doador, contendo a delec¢do de
trés nucleotideos, produziu um modelo de rato homozigoto para a mutagio F508. Comparados
com ratos knockout, eles mostraram uma atividade residual de CFTR e um fenétipo de CF
consequentemente mais brando (DREANO et. al., 2019). Um camundongo carregando a
mutacdo sem sentido Gs42X no locus CFTR foi gerado por nuclease CRISPR mostrando
manifesta¢des comuns de FC determinadas pela auséncia do canal i6nico CFTR, como obstrugio
intestinal e crescimento reduzido (MCHUGH et. al., 2018). A edigio do genoma CRISPR é uma
tecnologia muito promissora para gerar novas estratégias terapéuticas, bem como novas
ferramentas experimentais valiosas para testar terapias para uma ampla variedade de mutagdes
causadoras da FC (ROSEN et. al., 2018).

Mais recentemente, utilizaram-se células estaminais intestinais para corrigir o gene
CFTR. Primeiramente, foram isoladas as células estaminais de pacientes com FC e entdo essas
células foram expandidas em culturas tridimensionais. Posteriormente, foram transferidas junto
com o complexo CRISPR/Casg, ambos direcionados para o gene CFTR e com um molde
exbégeno para a correcio por HDR. Apéds realizar o sequenciamento genético foi possivel
demonstrar uma elevada eficicia na corre¢io do gene CFTR, como também uma percentagem
reduzida de efeitos off-target (SCHW ANK et al., 2013).

A corre¢io da mutagio CFTR também foi realizada em modelos de iPSCs via abordagem

da metodologia molecular do CRISPR/Casg (CRANE et al., 2015). As iPSCs foram obtidas por
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reprogramacio de fibroblastos somaticos de pele, obtidos de pacientes com FC em um estado de
células-tronco embriondrias, transfectadas com um vetor de gRNA CFTR/Casg e
posteriormente diferenciadas em direcdo a células epiteliais proximais das vias aéreas. A
restauracdo da condutividade CFTR foi mostrada de forma semelhante as células epiteliais
pulmonares derivadas de iPSC de tipo selvagem. Além disso, o CFTR foi capaz de alterar a
conformagio necessiria para a translocagio da membrana celular através do processo de N-

glicosilagio (FIRTH et al., 2015).

Figura 12: Edicfio genética ex vivo, os genes podem ser editados de modo externo em células somiticas ou iPSCs
reprogramadas, estas células sfo provenientes do paciente, e apds serem corrigidas estas mesmas células serdo
selecionadas e apés selecionadas haverd expansdo celular para que possa ser posteriormente transplantada ao

paciente,
iPSCs
e
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Fonte: Adaptado de SAVIC e SCHWANIK, 2zo015.

Foram identificados nichos de células-tronco no pulmio, a maioria deles dando
hospitalidade as células-tronco broncoalveolares. Em principio, pode ser possivel obter células-
tronco pulmonares de um paciente com FC e manipuléd-las com o CRISPR/Casg para entdo
corrigir a mutacdo CFTR e reinseri-la em um destes nichos pulmonares, onde as células-tronco
encontram seu microambiente, o qual serd adequado para sua sobrevivéncia e crescimento. Os
veiculos de entrega viral e ndo viral sio empregados para alcancar a expressio de CRISPR/Casg
nas células do epitélio das vias respiratérias. O mais comumente utilizado é o vetor AAV
(KOTTERMAN; SCHAFFER, 2014).

A via de administragio ideal para a introducdo de CRISPR/Cas9 no pulmio ¢
representada por dispositivos de distribui¢io de aerossol, combinados com suspensdes de
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nanoparticulas. As moléculas inaladas possuem o risco de serem aprisionadas e nio superarem a
barreira representada pelo muco patolégico denso e viscoso que domina o epitélio alvo. Em
qualquer caso, a via eletiva de administragio deve ser local (por aerossol), j4 que uma
administracdo sistémica baseada em administragio intravenosa, por razdes anatdmicas, atinge a
regido alveolar do pulmio, que é dedicada para as trocas gasosas, e ndo as ciliadas células do
epitélio da superficie da 4rvore bronquica onde a proteina CFTR é expressa (RUGE et al., 2013).

A técnica molecular do CRISPR/Casg tem sido amplamente explorada, desenvolvida e
aplicada em modelos de estudos avangados celulares e em modelos animais, com resultados
promissores que podem ser aperfeicoados ao longo dos anos e podem vir a ser utilizados como

um tratamento eficaz para a FC, ao contrério do atual tratamento paliativo.
CONSIDERACOES FINAIS

A técnica molecular CRISPR/Casg pode ser bastante promissora para o futuro préximo.
Esta técnica de edigdo genética pode apresentar aplicabilidade em diversas finalidades, desde sua
utilizagdo no tratamento genético a sua utilizacdo na agricultura. Em torno disso existem
diversas questdes envolvendo o tratamento de doencas genéticas em humanos, que s3o discutidas
ao longo dos anos, como, por exemplo, sobre o conhecimento da técnica do CRISPR/Casg em
relagdo a seus efeitos apds a substitui¢io da regido mutada. Quanto a sua utilidade a longo prazo
ainda s3o necessdrias pesquisas prospectivas.

Para sua aplicagio clinica, é necessario determinar, otimizar e aprimorar os métodos de
entrega do sistema CRISPR/Casog, seja in vivo quanto ex vivo. Os atuais vetores virais e nio virais
requerem mais estudos, nos quais deve ser analisado, para a técnica in vivo, a seguranca da
técnica, enquanto, para a terapia ex vivo, que associada as células somaiticas e IPSCs por
reprogramacio celular, se deve analisar a capacidade de aumentar em grande ndmero as células
corrigidas.

Estes sdo alguns dos pontos desenvolvidos neste trabalho que podem levar a acreditar que
o percurso da técnica do sistema CRISPR/Casg est4 avangando cada vez mais ao longo do tempo,
e também, como esta técnica fascinante pode nos proporcionar novos métodos para a resolugio
de muitas doengas genéticas como é o caso dos pacientes com FC.

O profissional biomédico, assim como o pesquisador, apresenta um importante papel no
desenvolvimento destas técnicas, pois com os conhecimentos da 4rea da biologia molecular e

genética, permite-se trabalhar em locais especializados que realizam pesquisas com engenharia
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genética e, dessa forma, adicionar ideias que possam ser relevantes sobre sua utilizacdo quanto a

seguranga e efetividade desta técnica.
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