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RESUMO

As Doencas Cardiovasculares (DCVs) representam um conjunto de patologias que
acometem o coragdo e 0s vasos sanguineos, estas sdo consideradas como uma das
principais causas de mortalidade e morbidade em todo 0 mundo, contribuindo para
0 aumento significativo de gastos dos sistemas de saude. As DCVs sdo definidas
como a incapacidade do coracdo em bombear sangue, oxigénio e nutrientes para 0s
orgaos e tecidos. Sdo patologias de etiologia multifatorial e seu desenvolvimento é
relacionado, principalmente, aos fatores genéticos. Atualmente, sabe-se que
determinadas variaces génicas podem implicar na susceptibilidade e progressdo
da doenca. Toda via, ainda nao existem métodos de prevencdo e diminuicdo do
ritmo de progressdo das DCVs com base nos fatores genéticos. Assim, este estudo
visa correlacionar a técnica CRISPR/Cas9 as DCVs. O CRISPR/Cas9 é um sistema
que se mostra Util na modulacdo do genoma e edicdo dos fatores genéticos, este
pode ser aplicado na correcdo das variantes genéticas predizentes a doenca, atraves
da insercéo ou delecdo de bases nitrogenadas do genoma, bem como ser utilizado
na diferenciacdo de células-tronco em cardiomidcitos para a corre¢do de DCVs. O
CRISPR/Cas9 é a mais recente e notavel ferramenta capaz de editar o0 DNA,
possibilitando a terapia génica para o controle de inimeras patologias, incluindo as
cardiovasculares.

Palavras-chave: doencas cronicas, edi¢cdo génica, biologia molecular, medicina
genbmica.
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ABSTRACT

Cardiovascular Diseases (CVDs) represent a set of pathologies that affect the heart
and blood vessels, which are considered as one of the main causes of mortality and
morbidity worldwide, contributing to the significant increase in health system
spending. CVDs are defined as the inability of the heart to pump blood, oxygen,
and nutrients to organs and tissues. They are pathologies of multifactorial etiology
and their development is mainly related to genetic factors. It is currently known that
certain gene variations may imply in susceptibility and disease progression. But
there are no methods to prevent and slow the progression of CVD based on genetic
factors. Thus, this study aims to correlate the CRISPR/Cas9 technique to CVDs.
CRISPR/Cas9 is a system that is useful in genome modulation and editing of
genetic factors. It can be applied to correct genetic variants that predict the disease
through the insertion or deletion of nitrogenous bases of the genome, and it can be
used in the differentiation of stem cells into cardiomyocytes for the correction of
CVDs. CRISPR/Cas9 is the latest and most remarkable DNA-editing tool, enabling
gene therapy to control numerous pathologies, including CVDs.

Keywords: chronic diseases, gene edition, molecular biology, genomic medicine.

INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) afetam individuos em qualquer idade.
Elas representam um conjunto de patologias que acometem 0s vasos sanguineos e
0 coracdo. Essas sdo caracterizadas pela incapacidade do sistema circulatorio,
comprometendo o fluxo de oxigénio e nutrientes para os tecidos e 6rgdos®. As
DCVs mais comuns sdo: aterosclerose, acidente vascular encefélico (AVE),
hipertensdo arterial sisttmica (HAS), infarto agudo do miocardio (IAM) e
insuficiéncia cardiaca (IC)®. Destas patologias, as formas mais preocupantes sio
as que acometem as artérias coronarias e as artérias cerebrais®.

As DCVs sdo de etiologia multifatorial, compreendendo fatores
comportamentais, metabdlicos ou genéticos na sua predisposicio®. Os fatores
comportamentais, considerados também como modificaveis, incluem o tabagismo,
consumo de alcool, dislipidemias, obesidade, sedentarismo, uso de
anticoncepcionais hormonais e o estresse emocional®. Entre os fatores ndo
modificaveis, ou seja, ndo susceptiveis a eliminacdo, estdo aqueles que englobam
fatores genéticos, género, historico familiar de DCVs, idade e etnial®. Além disso,

existem outros fatores associados as complicagdes por DCVs, as quais sdo
67

E¥ Acta Biologica Brasiliensia, v. 2, n. 2 (2019) ISSN online 2596-0016



entidades morbidas como aterosclerose, diabetes mellitus (DM), hipertenséo
arterial e hipercolesterolemia®.

Dentre os fatores ndo modificaveis, 0s genéticos apresentam-se como a
principal causa no desenvolvimento das DCVs. Alguns polimorfismos genéticos e
mutacdes em determinados genes, ja estdo descritos na literatura através de diversos
processos de implicagdo para o desenvolvimento das DCVs, ou das entidades
morbidas que contribuem para a progressdo dessas patologias®. Alguns dos
principais genes associados ao desenvolvimento das DCVs sdo apresentados na
Tabela 1.

Tais genes estdo associados aos mecanismos patogénicos para O
desenvolvimento das DCVs que incluem fibrose, desequilibrio de ions de sodio,
comprometimento de fatores de transcricdo, diferenciacdo de células/calcificagdo
celular, processos de hipertrofia cardiaca, grave hipercolesterolemia, disfuncéo
septal atrial e ventricular, entre outros(”,

As DCVs causam o aumento da taxa de mortalidade e morbidade, além de
custos elevados para os sistemas de saude?®. Mais pessoas vém a 6bito em
consequéncia de DCVs do que por qualquer outra causa conhecida. Estima-se que
no ano de 2015, 17,7 milhdes de pessoas vieram a 6bito devido ao acometimento
dessas patologias, sendo considerada como a principal causa de morte a nivel
global®,

A distribuicdo da incidéncia das DCVs é predominantemente maior na
populacdo de idosos. Todavia, a populacdo mais jovem tem sido frequentemente
afetada por essas enfermidades, o que tem gerado grande impacto socioeconémico,
dado ao aumento no indice de mortalidade e morbidade na fase mais ativa desta
populacio®@®,

As sintomatologias das DCVs sdo bem variadas, podem ser assintomaticas
ou manifestarem-se por meio de desconforto no peito, dores nos bragos, ombro
esquerdo, cotovelos, mandibula ou costas, dificuldade na respiracdo, sensacdo de
enjoo, tontura, suor frio e palidez. Entre as mulheres predominam sintomas como

nauseas, falta de ar, vomitos e dores nas costas ou mandibula®®,
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Tabela 1. Alguns dos principais genes associados no desenvolvimento das DCVs.

Gene Nome Ref.

APOE Apolipoproteina E Huang et al., 2017®

LDLR Receptor de lipoproteina de  Kathiresan; Srivastava,
baixa densidade 2012

APOB Apolipoproteina B-100 Manson; Bassuk, 2015®);

Dittrichet al., 2019©

ABCGS5, ABCG8

Subfamilia de cassete de
ligacdo ao ATP

Schumacher; Benndorf,
2017 9: Yy et al.,
201411

PCSK9 Proproteina convertase lacocca et al., 201812
subtilisina/kexina tipo 9
Marian; Braunwald,
MYH7 Miosina 7 201743 Molina et al.,
201704
TNNT2 Troponina T Marsiglia et al., 2013
Proteina C de ligacao a Marian; Braunwald,
MYBPC3 miosina do tipo cardiaco 2017™¥; Hamedani et al.,
201716
ACTC1 Actina, musculo cardiaco Wang et al., 2016%7;
alfal Despond; Dawson,
20188)
TPM1 Cadeia de tropomiosina alfa- Nijak et al.,2018%%)
1
NKX2-5 Proteina homeobox Nkx-2.5  Lu et al., 2016¢%
Berlo; Aronow;
GATA-4 Fator de transcricio GATA-  Molkentin, 2013 @Y;
4 Dixit et al., 20182
TBX5 Fator de transcricdo T-box Steimle; Moskowitz,

TBX5

2017

Considerando todos os fatores apresentados, o risco das DCVs e o alto custo
no tratamento de tais doencas, medidas preventivas para o controle dos fatores
modificaveis e ndo modificaveis devem ser analisadas para a prevencao e contengédo
da incidéncia por essas patologias. Assim, avaliando medidas para os fatores ndo
modificaveis, especialmente os fatores genéticos, tido como ndo susceptiveis a

eliminacdo, no ano de 2012 surgiu uma técnica de edicdo genética denominada
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CRISPR  (Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas Regularmente
Interespagadas), que pode auxiliar no controle e supressdo de tais fatores®.

A CRISPR/Cas9, também conhecida como CRISPR/Cas tipo Il, é a mais
nova e proeminente técnica de edicdo do genoma, muito promissora nos estudos
genéticos®”. E originaria do sistema imune adaptativo de bactérias e arqueas, onde
exerce um papel protetor contra a agdo de elementos invasores, como 0S
bacteriéfagos e plasmideos, atuando na protecdo do genoma desses microrganismos
contra uma possivel reinfeccido®®. A técnica tem sido aplicada a diversos estudos
na edicdo génica de doencas cronicas, como cancer®®, leucemias®?, HIVED,
diabetes®?3%, bem como em experimentos de imunoterapias®?, regeneragio de
tecidos®® e doengas virais®®.

O sistema CRISPR/Cas9 também é aplicado com éxito na edi¢do génica em
DCVs. A técnica foi utilizada por Pan et al.(2017)@®, na realizacio de uma
abordagem knockout (KO) mediante a utilizagdo de plasmideos como vetores de
expressao da Cas9. Esse mecanismo KO foi desenvolvido para explorar o efeito da
proteina dedo de zinco ZNF418 na hipertrofia cardiaca patoldgica. A proteina
ZNF418, por sua vez, pertence a uma classe de proteinas de ligacdo ao DNA
eucaridtico, que atuam no processo de ativacdo ou repressdo da expressao génica.
Essa proteina é altamente expressa no coracao, e ja tem sido relatada como um fator
preditivo as DCVs, devido a repressao de atividades transcricionais essenciais de
varios genes no tecido cardiaco®®37),

No estudo de Marczenke et al. (2017)®®, foi utilizada a técnica para o
controle da fibrilacdo atrial (FA), na qual realizaram a abordagem KO, nocauteando
0 gene da subfamilia de canais controlada por voltagem para potassio membro 5
(KCNADB). Sabe-se que esse gene, no tecido cardiaco, atua na fase de rapida
repolarizacdo do potencial de acdo, e variantes génicas tem sido associadas a
mecanismos de arritmogénese®®.

A tecnologia CRISPR/Cas9 também foi aplicada na modulacéo de células-
tronco embrionarias humanas em diferentes tipos de células vasculares, com

deficiéncia do fator de transcricdo p65 (RelA) para inibir a atividade do gene NF-
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kB e avaliar como o NF-kB/RelA regula células vasculares sob condicdes
inflamatdrias“?.

Deste modo, a técnica CRISPR/Cas9 se destaca dado ao grande potencial
no estudo genético, especialmente, na edi¢do génica, imprescindivel para supressdo
ou edicdo de genes associados ao desenvolvimento das DCVs®. Além disso, a
técnica pode ser aplicada na farmacogenética, através da edicdo de genes
pertencentes as familias CYP, ABC, SLC, os quais estdo envolvidos nos processos
de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de drogas alvos para as DCVs,
a fim do controle e tratamento mais efetivo aos portadores da doenca®.

Nesse sentido, a presente pesquisa realizou um compilado de informacdes
de grande relevancia a respeito do uso do sistema CRISPR/Cas9 e sua
aplicabilidade em DCVs, trazendo uma reviséo das evidéncias cientificas sobre essa
técnica inovadora e promissora no tratamento e controle epidemioldgico de tais

patologias.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao bibliografica sobre a correlacdo entre CRISPR/Cas9
e seus beneficios no controle das doencas cardiovasculares. Para o desenvolvimento
do trabalho, foram analisados artigos em inglés e portugués publicados entre 0s
anos 2003 a 2019, disponiveis nos bancos de dados NCBI —PubMed
(www.https://ncbi.nIm.nih.gov/pubmed) e SciELO - Scientific Electronic Library
Online (www.scielo.org/). Para a busca dos manuscritos, foram utilizados os
termos: CRISPR, Doenca Cardiovascular, Engenharia Genética, Biologia
Molecular, combinadas e individualmente. Apds as andlises dos artigos, foram
selecionados 63 estudos que se adequavam a proposta da revisdo, o0s quais foram

incluidos na pesquisa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

SISTEMA CRISPR/CAS9

Em meados da década de 80, pesquisadores identificaram uma regido com
um padrdo incomum nas bactérias Escherichia coli, uma sequéncia altamente
variada e intercalada por outra sequéncia repetida sem fungéo conhecida®?. No
ano de 2005, sabia-se que as sequéncias antes observadas, eram de origem
extracromossomais, fazendo parte de uma memoria imunoldgica contra invasores
como fagos e plasmideos“®*4), Posteriormente, no ano de 2012, essas sequéncias
ficaram conhecidas como CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats / Repeti¢des Palindrémicas Curtas Agrupadas Regularmente
Interespagadas), um sistema altamente eficaz, o qual vem acompanhado das
proteinas do complexo Cas®“®.

O sistema CRISPR/Cas9 é um participante ativo que age em defesa do
genoma de organismos procariotos, os locus CRISPR ja foram descritos em quase
todos os genomas de arqueas e bactérias ja sequenciadas, estes consistem em varias
copias de uma sequéncia de repeticdo curta, geralmente de 25 a 40 nucleotideos. O
mecanismo utilizado por esse sistema atua no reconhecimento do material genético
de um invasor, seja de fagos ou plasmideos, clivando-os em pequenos fragmentos
e os integrando ao DNA bacteriano®®),

No caso de uma reinfeccdo pelo mesmo agente invasor, a maquinaria celular
realiza a transcri¢cdo do l6cus CRISPR, em pequenos RNAs, denominados crispr
RNA (crRNA), que agem em conjunto com as proteinas do complexo Cas, para
reconhecer 0 DNA exogeno e degrada-lo, mediante ao reconhecimento por
complementaridade de bases e clivagem pela acio das proteinas Cas“’44),

Atualmente existem seis tipos de sistemas CRISPR, 0s quais estdo
agrupados em duas classes diferentes®®. Os mais estudados sdo os tipos I, 1l e I,
sendo, os tipos IV, V e VI identificados recentemente®. Os sistemas CRISPR tipo
| e I11, utilizam um conjunto de diversas proteinas Cas, enguanto, o sistema CRISPR

tipo 11, necessita apenas de uma proteina do complexo Cas, a endonuclease Cas9®?,
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Dentre os sistemas identificados, o CRISPR/Cas9 € um dos mais promissores nas
pesquisas genéticas. Ele foi descoberto no ano de 2012 na bactéria Streptococcus
pyogenes, verificando entéo, que esse procarioto apresentava um sistema de defesa
que poderia ser adaptado e utilizado como um sistema programavel para a edi¢édo
génica®.

Sabe-se que 0 CRISPR/Cas9 é um mecanismo capaz de induzir DSBs (do
inglés, “Double Strand Breaks ” que significa “quebras de fita dupla”) no DNA®Y,
permitindo a edi¢do do genoma por meio de clivagem, mediada pela endonuclease
Cas9, guiada por uma sequéncia de SgRNA. Esse RNA guia é capaz de emparelhar-
se com as bases nitrogenadas de uma sequéncia-alvo, permitindo a modificacdo ou
remocéao de bases nitrogenadas especificas no genoma. As repeticdes palindrémicas
e 0s espacgadores do sistema CRISPR/Cas9, quando transcritos, formam o RNA
transativador (tracRNA), que atua em auxilio no direcionamento da Cas9 para a
clivagem da sequéncia de interesse no genoma®.

Posteriormente a descoberta do CRISPR/Cas9, cientistas observaram que
poderiam manipular a molécula de RNA CRISPR em um Unico RNA guia
(syRNA), e assim poderiam direciona-lo a sequéncias especificas em éareas de
interesse no genoma. Todavia, 0 SRNA deve reconhecer uma sequéncia de pelo
menos 17 a 22pb, seguida por uma sequéncia de Motivo Adjacente ao
Protoespacador 5-NGG-3 (PAM). As DSBs induzidas pela endonuclease Cas9
podem ser reparadas por processos celulares, como a NHEJ (do inglés, “Non-
homologous end joining” que significa “unido de extremidade ndo homoéloga™) ou
HDR (do inglés “homology directed repair” que significa “reparo direcionado por

homologia”)®V. Mecanismo representado na Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de a¢éo do sistema CRISPR/Cas9 na edic¢do do genoma.

Sugerida como uma técnica de facil utilizacdo, alta especificidade, além de
facil manipulacdo in vivo, in vitro e ex vivo, 0 mecanismo CRISPR/Cas9 permite a
edicdo simultanea de multiplos alvos no genoma®. A partir da manipulagio de
bases do DNA, esse sistema pode ser utilizado na correcdo de mutacdes, insercao
ou delecdo de bases nitrogenadas especificas no DNA, restauracdo da funcéo
génica, tanto em abordagens knock-in (insercdo de genes) ou na introducéo de novas
mutacdes mediadas pelo knockout (remogao de sequéncia génica — “K0O”)®),

A flexibilidade e simplicidade da técnica CRISPR/Cas9 favoreceu a sua
utilizacdo em diversas areas de pesquisas bioldgicas, incluindo o desenvolvimento
de modelos de linhagens celulares, auxilio para desvendar mecanismos patolégicos,
identificacdo de alvos conectados a doencas, o desenvolvimento de animais e

plantas transgénicos, e modulagdo transcricional®. Esquematizados na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica do sistema CRISPR, segundo beneficios,
aplicabilidade e direcionamento as DCVs.

Existem diversas aplicabilidades ao CRISPR, sendo a mais simples ligada a
mudanca de bases nitrogenadas Unicas ou bases especificas em genes com uma
relacdo alélica bem definida, permitindo a modificacdo ou a remocao desses
nucleotideos. Além disso, outros estudos mostram que modificacGes bi-alélicas

também foram obtidas com sucesso®).

SISTEMA CRISPR/ICAS9 EM CELULAS HUMANAS E EM MODELO
ANIMAL PARA DOENCAS CARDIACAS

Mesmo com toda a complexidade do contexto cardiovascular, os fatores
genéticos se apresentam como um dos principais riscos predizentes a doenca. Nesse
contexto, o uso do sistema CRISPR/Cas9 é visto como uma potencial ferramenta
molecular na supressao desses fatores, considerados como ndo modificaveis, devido

a facil aplicabilidade, uma vez que o CRISPR/Cas9 produzido in vitro pode ser
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introduzidos nas células mediante diferentes mecanismos, seja por vetores ou
agentes quimicos®,

Dados da literatura mostram que o CRISPR/Cas9 pode ser aplicado as
DCVs, como no estudo de Marczenke et al. (2017)C®, no qual foram utilizados
métodos para a diferenciacdo especifica de subtipo de células tronco pluripotentes
humanas induzidas (HIPSC's) para explorar 0s canais para potassio (KCNA5) em
cardiomiocitos. O método CRISPR/Cas9 foi utilizado para simulacdo de um
modelo de FA, através da mutacdo de HIPSC's sem integracdo e foi empregada para
gerar um KO no gene KCNAS5 funcional. Sabe-se que mutagdes nesse gene
implicam na FA, devido a alteragbes nos mecanismos de repolarizacdo do
cardiomiocito.

No estudo realizado por Arend, Pereira e Markoski (2016)®), utilizando
coelhos, focado na diminuicdo da progressdo da placa aterosclerdtica, foram
desenvolvidos “animais KO”. O nocaute nos genes: Apolipoproteina E (ApoE),
CD36, receptor LDL, leptina, receptor rianodinico tipo 2 (RyR2), teve como
premissa a inibi¢do de possiveis associaces no desenvolvimento da doenca.

A revisio realizada por Motta et al. (2017)®? explicita abordagens de
engenharia genética em organismos: mosca da fruta (Drosophila melanogaster),
peixe-zebra (Danio rerio) e camundongo (Mus musculus), organismos o0s quais vem
apresentando sucesso no estudo de doencas cardiacas. Tal éxito é devido a
especificidade da ferramenta CRISPR/Cas9 na edicdo de mutagénese,
possibilitando futuras triagens genéticas de alto rendimento no coracéo.

A edicdo do genoma embrionario tem sido promissora na geracdo de
modelos de camundongos. Tal feito tornou possivel gerar animais geneticamente
modificados de uma variedade de espécies, nas quais a modelagem de doencas
havia sido anteriormente dificil ou inatingivel, o que possibilita um grande avango
na pesquisa cardiovascular diante do estudo de fenotipagem, comparagdes e
descobertas de mecanismos patoldgicos de tais doencas®?.

Em abordagens in vivo e in vitro, o sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado no

estudo de Pan et al., (2017)®® para realizar o KO na proteina ZNF418 em ratos e
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em células cardiacas humanas. Em tal estudo foi possivel observar a proteina
ZNF418 como um importante fator na regulagdo e protecdo do coragdo contra
sobrecarga de pressdo e estimulacdo de angiotensina Il. Além disso, o estudo
evidenciou a superexpressdo de ZNF418 associado a fibrose e hipertrofia cardiaca,
devido a desregulacdo no processo de transcricdo celular pela fosforilagdo da
proteina c-jun/proteina ativadora 1 (AP-1).

A capacidade de introducdo de genes do sistema CRISPR/Cas9, pode
proporcionar grandes beneficios para a populacdo em questdes de métodos
inovadores na area da medicina e da salde. Por ser considerada uma técnica de
menor custo, facil utilizagéo, eficaz na edicdo do genoma e grande beneficio, o
sistema CRISPR/Cas9 tem sido indicado para estudos em busca da cura e
tratamento de doengas genéticas e cronicas, incluindo a alteracdo da funcéo dos
genes associados as DCVs®54),

O potencial terapéutico da edi¢cdo gendmica em DCVs ainda é reduzido
por problemas bioldgicos e técnicos. Embora exista a possibilidade teorica de
isolar ou gerar células-tronco de um paciente, editando as mesmas, convertendo-
as no tipo de célula cardiovascular relevante e transplantando novamente ao corpo
com enxerto no 6rgao-alvo (por exemplo, coragdo), ainda néo esta claro se isso
sera uma abordagem viavel e pratica. Em um futuro proximo, estima-se queas
terapias de edicdo gendmica possam ser aplicadas na prevencdo e tratamento de

doencas cardiovasculares, visando & manipulagdo de cardiomiocitos®.

O POTENCIAL TERAPEUTICO DO SISTEMA CRISPR/CAS9

A engenharia genética pela técnica de CRISPR/Cas9 possibilita a edicao
génica ao induzir DSBs em loci especificos no DNA e possibilita a realizacdo da
manipulacdo génica com melhor precisdo. As DSBs envolvem a atuacdo dos
mecanismos de reparo endogeno celular, como a NHEJ, um mecanismo propenso
a erros que geralmente induz mutacdes do tipo indels (termo utilizado em casos de
insercéo ou delecdo de nucleotideos do genoma) na juncéo de reparo®.

Outro mecanismo de juncdo pode ser realizado pelo HDR, que permite a
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edigdo gendmica em modelos animais knock-in mediante a utilizacdo de um DNA
doador®. Os indels que ocorrem devido & agdo da NHEJ dentro de éxons
codificadores permitem a geracdo eficiente de animais KO, pois podem levar a
mutagOes do tipo frameshift, ou seja, a formagao de uma matriz de leitura diferente
quando as delec¢des ou insercdes dizem respeito a um numero de nucleotideos ndo
multiplos de 3, assim gerando uma nova sequéncia de codons a partir do local
mutado, bem como cédons de parada prematuros®®.

Os avangos observados recentemente com o0 uso de técnicas precisas de
edicéo de genes e as aplicacdes bem-sucedidas em modelos animais proporcionam
meios para corregdo de mutagdes germinativas humanas. O CRISPR/Cas9, em sua
particularidade, € uma ferramenta capaz de reconhecer sequéncias genémicas
especificas e promover DSBs nas mesmas®"*®), ativando os mecanismos de reparo
em seguida.

O CRISPR/Cas9, por ser uma ferramenta de facil acesso, trouxe
oportunidades para a ciéncia em relacdo a modelagem de doencas humanas.
Estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS) permitem analises com mutacdes
pontuais especificas, mutacdes em genes codificadores e genes nao codificadores,
e mutacdes regulatdrias, sendo vidveis em quase todos os fundos genéticos, assim
como em quase todas as espécies®?,

A humanizacdo de fragmentos genémicos, ou seja, quando ha adi¢cdo de
fragmentos naturais do genoma humano em organismos de outras espécies, no
intuito de substituir sequéncias génicas de determinados individuos por sequéncias
humanas, tem se tornado uma préatica acessivel. A adicdo e substituicdo de
seguimentos génicos de ratos em sequéncias humanas por meio de injecdo direta
em 6vulos fertilizados, foi uma das realizacdes em um estudo por Yoshimi et al.
(2016)®%). Nesse estudo, os pesquisadores estabeleceram abordagens de knock-in
em ratos, que foram mediadas por oligodesoxinucleotideos de cadeia simples
(ssODN) utilizando a técnica de edicdo génica CRISPR/Cas9. Portanto, essa
tecnologia facilita a producdo de animais com genes especificos, bem como animais

transgénicos, e/ou animais “humanizados”®>69),
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Os mecanismos de “entrega” do sistema CRISPR/Cas9 as células, se
baseiam em usos de reagentes de transfeccdo que inserem simultaneamente o
sgRNA e a Cas9 em células alvo. A utilizacdo desse mecanismo em laboratério vem
provando sua eficicia em diversas linhagens celulares. Conforme a aplicacdo
desejada, os sgRNAs podem ser introduzidos nas células na forma de amplicons de
PCR contendo cassetes de expressdo, DNA, RNA ou proteinas plasmidicas®*6),
Todavia, a utilizacdo de plasmideos é frequentemente associada a integracdo total
ou partes dos mesmos, no genoma do hospedeiro. Avaliando o0 modo de entrega do
sistema CRISPR/Cas9 a célula, alguns mecanismos de entrega foram observados,
como 0 uso de sistemas de entrega viral, onde os vetores virais podem atingir
diversas células com grande eficiéncia, tanto in vitro quanto in vivo®?.

De acordo com a literatura, 0 uso de vetores virais vem comeg¢ando a
apresentar alguns resultados que podem beneficiar sua utilizagdo na clinica®?.
Deste modo, para a utilizacéo do sistema CRISPR/Cas9 na edi¢do em DCVs faz-se
necessario avaliagdes dos potenciais alvos moleculares intrinsecos a doenca,
considerando que se trata de um grupo de patologias heterogéneas, relacionadas a
um conjunto de fatores geneticos, ambientais e comportamentais.

No entanto, apesar das recentes descobertas sobre a eficacia da técnica
CRISPR/Cas9, ainda nao € possivel prever com exatidao a influéncia da ativacéo
ou inativacdo de genes em relacdo ao prognéstico da doenca. Todavia, a
possibilidade de utilizar uma nova ferramenta molecular em DCVs pode ser

estimada e, possivelmente no futuro ndo distante, beneficiar a populacdo®.

VANTAGENS E DESVANTAGENS DO SISTEMA CRISPR/CAS9

Ensaios clinicos envolvendo células hematopoiéticas tém sido anunciados.
Esses envolvem a edicdo gendmica ex vivo das células de um paciente seguida do
transplante dessas células de volta ao corpo do paciente. As aplicacGes
terapéuticas ex vivo tém algumas vantagens sobre as aplicacdes terapéuticas in
vivo: a entrega de ferramentas de edicdo de genoma nas células é muito mais

simples, ha menos risco na edi¢do do genoma em tipos de células ndo-alvo, e
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existe o potencial de separar ou selecionar apenas as células apropriadamente
editadas para transplante e, assim, melhorar a eficiéncia e a seguranca da
terapia®?.

Apesar do avanco alcancado através da técnica CRISPR/Ca9, alguns
levantamentos sobre suas vantagens e desvantagens ainda permanecem nao
elucidados. A respeito das vantagens da técnica, esta consiste na simplicidade do
design do alvo, reconhecimento de alvos multiplexados, eficiéncia em editar
diferentes células humanas, além de triagem de regides ndo codificadas do
DNA®?),

Mesmo com a supervalorizacdo da engenharia genética CRISPR/Cas9,
essa ndo possui apenas vantagens, fazendo-se necessaria a avaliagdo das
limitagcGes que acompanham esse sistema, como o0 nimero limitado de sequéncias
PAM, os efeitos fora do alvo, quando atinge outras areas do genoma que sao
sensiveis a inducdo de DSBs®®, bem como o mosaicismo e a presenca de alelos
multiplos®?),

A endonuclease Cas9 presente na técnica CRISPR/Cas9, assim como
outras tecnologias de nucleases programadas, como as ZNFs e TALENS, facilitam
ainducdo de DSBs no DNA alvo em loci especificos, e estimulam os mecanismos
de reparo endogeno celular, via NHEJ ou HDR. Todavia, a endonuclease Cas9
apresenta vantagens potenciais sobre as demais nucleases, incluindo facilidade de
personalizagcdo, maior eficiéncia no direcionamento e capacidade de facilitar a
edicdo do genoma®?,

A Cas9 também pode ser utilizada na edicdo de multiplos alvos no genoma
simultaneamente, utilizando combinacdo de sgRNAs as células de interesse(®?,
Em contrapartida, uma das principais limitacbes com o sistema CRISPR/Cas9 é a
necessidade de sequéncias PAM para direcionar e ligar a nuclease para que ocorram
as DSBs®?,
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CONCLUSAO

As DCVs séo consideradas a principal causa de mortalidade e morbidade no
mundo, as quais possuem fatores genéticos intrinsecos ao seu desenvolvimento.
Tais fatores vém sendo editados e suprimidos através do mecanismo de edicao
genética CRISPR/Cas9. O CRISPR tem revolucionado as &reas de medicina e
biologia molecular, proporcionando estudos na edigdo génica. A tecnologia tornou
possivel o estudo em diferenciacdo de células-tronco pluripotentes induzidas
(IPSC’s) em cardiomiocitos para analise da compreensdo de mecanismos
envolvidos em DCVs, assim como proporciona a possibilidade de realizar
abordagens knockout em genes especificos, a fim de explorar os mecanismos
patologicos envolvidos no desenvolvimento dessas patologias.

Embora as descobertas cientificas sejam o gerador que impulsiona 0s
pesquisadores, todos devem estar cientes da necessidade de compreender as
inviabilidades e riscos de cada técnica utilizada, observando a necessidade de
aprimoramentos e adequacfes metodoldgicas em pesquisa cientifica, tendo como
pilar a ética e o respeito a vida.

Todavia, o sistema CRISPR se apresenta como uma ferramenta promissora
na edicdo de fatores genéticos associados a diversas doencas, especialmente as
DCVs e as entidades mérbidas que contribuem para o seu desenvolvimento. Por ser
uma técnica de facil manipulacdo, alta especificidade e baixo custo, seu uso

possibilita o estudo e controle das doencas crénicas humanas.
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