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Resumo

A edi¢do génica por CRISPR/Cas9 tem potencial para mudar o tratamento de doencas.
Entretanto um aspecto importante a ser considerado € o sistema imunolégico, que pode afetar
a eficiéncia da terapia génica de diferentes formas. Neste trabalho revisamos, de forma geral,
produtos de terapias aprovados e os pontos onde a resposta imune pode ser elicitada,
principalmente em edi¢do génica. A saber, esses pontos incluem respostas contra o vetor ou seu
conteido apds a entrega e contra o produto do gene corrigido. Apresentamos também as
estratégias desenvolvidas para transpor estes obsticulos. Ainda, apresentamos andlises a
respeito da necessidade de avaliacdo da variabilidade. Os resultados mostram que dentre os
epitopos que podem ser gerados, uma grande quantidade seria capaz de induzir uma resposta
imune quando apresentados por alelos HLA especificos comuns a trés grupos étnicos. Ao
mesmo tempo que a facilidade da aplicagdo de CRISPR/Cas9 nos mais variados estudos traz
beneficios, o mesmo sistema tem o potencial de causar efeitos colaterais perigosos,
especialmente quando a edicdo ocorre fora do sitio alvo, gerando potenciais distirbios no bom
funcionamento dos mecanismos da célula. A maioria dos trabalhos sobre off-targets, no entanto,
leva em conta apenas as sequéncias de DNA gendmico e sgRNA, esperando que a semelhanca
nessas sequéncias auxilie na diminuicao de sua ocorréncia. Acreditamos, entretanto que outros
aspectos deveriam ser levados em consideragdo. Assim, ndo s6 avaliamos os resultados de
preditores como também descrevemos um pipeline baseado em ferramentas online que mostra

a importancia de considerar os recursos estruturais na andlise de off-targets.



Abstract

Gene editing by CRISPR/Cas9 has the potential to change the treatment of disease. However,
an important aspect to be considered is the immune system, which can affect the efficiency of
gene therapy in different ways. In this work, we generally review approved therapy products
and the points where the immune response can be elicited, mainly in gene editing. Namely,
these points include responses against the vector or its contents after delivery and against the
corrected gene product. We also present the strategies developed to overcome these obstacles.
Furthermore, we present analyses regarding the need to evaluate the variability. The results
show that among the epitopes that can be generated, a large amount would be able to induce an
immune response when presented by specific HLA alleles common to three ethnic groups.
While the ease of application of CRISPR/Cas9 in the most varied studies brings benefits, the
same system has the potential to cause dangerous side effects, especially when editing occurs
outside the target site, generating potential disturbances in the proper functioning of the
mechanisms of the cell. Most of the work on off-targets, however, takes into account only the
DNA and sgRNA sequences, hoping that the similarity in these sequences will help to reduce
their occurrence. We believe, however, that other aspects should be taken into account. Thus,
we not only evaluate predictor results but also describe a pipeline based on online tools that

shows the importance of considering structural features in off-target analysis.



Capitulo 1

Introducao e Objetivos




Introducao

1 CRISPR

1.1 Edicao génica

Compreender a histéria da edicdo gé€nica parece ser extremamente importante para
entender o atual estado deste campo de pesquisa. Avancos significativos em biologia molecular
geralmente sdo construidos apds décadas de estudos e unido de esforcos de grandes cientistas
da érea. Isso ndo ¢ diferente na drea de edicdo gé€nica. Foram eventos importantes como a
descoberta da dupla hélice do DNA (Watson and Crick, 1953) e do DNA recombinante
(Jackson, Symons and Berg, 1972) que deram suporte para o surgimento e crescimento deste
campo.

Dos primeiros estudos até a consolidacao do uso de CRISPR em edicdo génica,
detalhados na Figura 1, anos de descobertas, desenvolvimento e aprimoramento de técnicas
resultaram em sistemas de alta precisao.
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Figura 1. Linha do tempo até o estabelecimento da edi¢cio génica em 2013. Cor marrom representa achados
importantes relacionados a ZNF e TALEN; cor verde indica pontos importantes no desenvolvimento das técnicas
CRISPR; cor roxa representa achados que culminaram no estabelecimento da edicio génica com CRISPR/Cas.



A descoberta de nucleases de dedo de zinco (ZFN), possivelmente a primeira técnica
para engenharia de genoma altamente direcionada, melhorou a eficdcia do direcionamento de
genes de vdrias maneiras. Cada ZFN se liga especificamente a um conjunto de trés pares de
bases, e pode ser combinado para reconhecer sequéncias de DNA mais longas (Gupta and
Musunuru, 2014). Os pesquisadores fundiram a enzima de corte de DNA Fokl ao dominio de
ligacdo do DNA ZFN para criar ‘tesouras' capazes de clivar o DNA em um local especifico
(Eid and Mahfouz, 2016), gerando uma quebra de fita dupla (DSB).

Se um molde de reparo é co-transfectado na célula, entdo uma fracdo delas sofre
recombinacdo homologa no local da clivagem, que resulta na incorporacdo do molde de
interesse (Zaboikin et al., 2017). E, gracas a métodos como as ZFNs, somos capazes de,
conhecendo uma mutacdo patogénica em um gene especifico, modifici-la de forma a restaurar
a funcdo génica normal.

Anos mais tarde foi a vez das TALEN. Essas nucleases seguiram os passos das ZFNs e
consistem de fusdes de um efetor semelhante ao ativador de transcricdo (TALE) e o dominio
catalitico da endonuclease de restricdo Fokl (Gupta & Musunuru, 2014). Esta foi a primeira
ferramenta de edicdo gé€nica que pode ser projetada e construida com relativa facilidade para
atingir qualquer locus gendmico de interesse, com alta precisdo e alta eficiéncia (Becker and
Boch, 2021). Posteriormente, o TALEN foi rapidamente aplicado para edi¢do de genoma em
culturas de células. Entretanto, foi amplamente substituido pelas tecnologias CRISPR, que sao
um pouco mais faceis de construir, e mais faceis de usar nos mais vérios estudos (Becker and
Boch, 2021).

Quase a0 mesmo tempo em que se descobriu as ZFN, a primeira descri¢cao da regiao
CRISPR foi publicada. Em 1987, uma equipe japonesa de cientistas da Universidade de Osaka
notou um estranho padrio de sequéncias de DNA em um gene pertencente a Escherichia coli
(Ishino et al., 1987). Esse gene consistia de cinco pequenos segmentos repetidos de DNA
separados por sequéncias curtas de um DNA ‘espacador’ que ndo se repetiam.

Os cinco fragmentos repetidos possuiam sequéncias exatamente iguais, compostas de
29 nucleotideos. Em contraste, cada uma das sequéncias ‘espacadoras’ tinha sua prépria
sequéncia, composta por 32 bases. Apenas no final dos anos 1990, compreendeu-se que esse
era um padrao prevalente também em outras bactérias (Mojica et al., 2000).

As repetigdes presentes eram tao comuns entre 0s organismos que receberam o nome de
‘repeticdes palindromicas curtas agrupadas regularmente interespagadas’, ou CRISPR, dado

por uma equipe de cientistas holandeses em 2002 (Jansen et al., 2002). Neste mesmo ano, o



grupo observou outro conjunto de sequéncias que sempre acompanhava a sequéncia CRISPR.
Este segundo conjunto de sequéncias recebeu o nome de ‘Cas’ (do inglé€s, CRISPR associated
protein). E esses genes pareciam codificar enzimas capazes de clivar o DNA (Jansen et al.,
2002).

Em 2005, trés equipes cientificas descobriram de forma independente que as sequéncias
'espacadoras' entre as sequéncias CRISPR compartilham semelhangas com o DNA viral e
levantaram a hipdtese de que poderia se tratar de um mecanismo de defesa das bactérias
(Bolotin, Quinquis e Sorokin, 2005), o que s6 se confirmaria em 2007 (Barrangou et al., 2007).
Foi em 2008 que ocorreu a primeira demonstracdo de como o mecanismo CRISPR/Cas
funcionava (Brouns et al., 2008). O trabalho relatou que quando uma bactéria enfrenta um
invasor, ela copia e incorpora pequenos segmentos de DNA do invasor ao seu proprio genoma.
Essas sequéncias sdo os ‘espacadores’ entre as repeti¢des curtas de DNA. E sdo esses segmentos
que, quando transcritos em pequenos RNAs denominados CRISPR RNAs (crRNAs), permitem
que a bactéria reconheca qualquer DNA proveniente de um invasor e ajudam a proteina Cas no
processo de clivagem para desativacao do patégeno.

Ficou claro assim, que o sistema CRISPR/Cas tinha como alvo molecular para clivagem
nao apenas RNA (Hale et al., 2009), mas também sequéncias de DNA (Marraffini and
Sontheimer, 2008). Até entdo considerado um paralelo aos mecanismos de silenciamento de
RNAI eucariédticos, que t€m como alvo o RNA, essa descoberta surpreendeu os cientistas.
Marraffini e Sontheimer explicitam em seu trabalho que esse sistema poderia ser uma
ferramenta poderosa se pudesse ser transferido para sistemas nao bacterianos, o0 que ocorreu no

final de 2012 (Jinek et al., 2012).

1.2 A acao dos sistemas CRISPR/Cas

A ac¢do do sistema CRISPR/Cas em procariotos ¢ dividida em trés etapas (Makarova and
Koonin, 2005), descritas abaixo e esquematizadas na figura 2:
i. adaptagdo ou integracdo do espagador;
ii. processamento do transcrito primario do locus CRISPR (pré-crRNA) e maturacio
do crRNA;
1ii. interferéncia de DNA (ou RNA).
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Figura 2. Esquema de funcionamento do sistema CRISPR. Quando o DNA viral é transfectado para o interior
da bactéria o sistema mediado pelas proteinas Cas trabalha na identificacfo, no processamento e na inativa¢ao do
DNA invasor.

A primeira etapa ¢ mediada por duas proteinas: Casl e Cas2. Essas proteinas estdao
presentes na maioria dos sistemas CRISPR/Cas conhecidos e sdo suficientes para a insercao de
espacgadores nos cassetes CRISPR (Yosef, Goren and Qimron, 2012). Quando unidas, formam
o complexo necessdrio para o processo de adaptacdao do eucarioto, e sdo quase autdonomas do
resto do sistema (Makarova and Koonin, 2005). A atividade endonuclease Casl € necessaria
para a integracdo do espacador ao genoma bacteriano, enquanto a Cas2 desempenha uma fungao
ndo enzimatica (Nufiez et al., 2014).

A segunda etapa, o processamento de pré-crRNA em crRNAs guia, é realizada por um
complexo de RNA endonuclease dedicado ou por meio de um mecanismo alternativo que
envolve RNase III bacteriana e um RNA adicional (Deltcheva et al., 2011). O crRNA maduro
¢ ligado por uma (tipo II) ou varias (tipos I e III) proteinas Cas que formam o complexo efetor
que tem como alvo o DNA. O complexo efetor dos sistemas tipo I é conhecido como Cascade
(CRISPR-associated complex for antiviral defense) (Brouns et al., 2008).

Em 2009, os motivos adjacentes protoespacadores (PAM) foram descobertos durante a
andlise computacional de sequéncias conservadas proximas a esses motivos (Mojica et al.,
2009). Essa sequéncia curta e conservada de 2 a 5 pb estd localizada préxima ao DNA alvo e é
necessdria para que o maquindrio bacteriano seja capaz de discriminar entre ‘préprio’ e ‘ndo-
proprio’. Proteinas Cas especificas reconhecem e se ligam a sequéncia PAM, desenrolando a

hélice de DNA adjacente.



Assim, o DNA fica disponivel para hibridizagdo com o crRNA, produzindo uma
estrutura R-loop de fita tripla. As sequéncias seed proximas a esses elementos PAM sao
interrogadas quanto a complementaridade com o espacador de crRNA para induzir o

emparelhamento completo de bases e a subsequente clivagem (Sternberg et al., 2014).

Figura 3. Esquema de anelamento entre o SgRNA, o DNA alvo e a proteina Cas9. A) Esquema encontrado na
maioria das bactérias composto de crRNA e tracrRNA. B) Esquema simplificado, contendo apenas um sgRNA,
apresentado por Doudna e Charpentier (Jinek et al., 2012).

Por questdes de simplicidade, pesquisadores envolvidos com edi¢do génica, passaram a
estudar um sistema CRISPR mais simples, proveniente de Streptococcus pyogenes. Esse
sistema, de tipo II, se baseia unicamente na proteina Cas9. A endonuclease Cas9 é um sistema
de quatro componentes que inclui duas moléculas pequenas: crRNA e RNA CRISPR de trans-
ativacdo (tracrRNA). Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier reprojetaram a endonuclease
Cas9 para que fosse um sistema mais gerencidvel, com apenas dois componentes. Isso foi feito
através da fusdo das duas moléculas de RNA tradicionais em um “RNA guia tnico” (sgRNA)
que, quando combinado com Cas9, poderia encontrar e promover a quebra do DNA no local
especificado pelo guia.

O trabalho de Feng Zhang em demonstrar a utilidade do CRISPR para manipulagao
genética de células eucaridticas foi extremamente significativo. Zhang, que ja havia trabalhado
em outros sistemas de edi¢do de genoma, como TALENs, adaptou com sucesso o sistema
CRISPR/Cas9 para edicao de genoma em células eucariéticas (Cong et al., 2013). Zhang e sua
equipe projetaram dois ortélogos Cas9 diferentes (S. pyogenes e S. thermophilus) e
demonstraram a clivagem do genoma direcionado em células humanas e de camundongos.
Neste trabalho, mostraram ainda que o sistema (i) poderia ser programado para atingir varios

loci gendmicos e (ii) poderia conduzir o reparo dirigido por homologia (Mali et al., 2013),



conforme mostrado na figura 4. Assim o sistema CRISPR/Cas9 expandiu ainda mais suas

aplicacoes.
l PAM.
Via de reparo ndao homélogo Via de reparo homélogo
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knockin-out corre¢ao
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Figura 4. Possiveis formas de reparo do DNA ap6s a quebra dupla promovida pelo sistema CRISPR/Cas9 e seus
produtos. A quebra da dupla fita realizada pela nuclease Cas9 pode sofrer reparo ndo homdlogo (NHEJ), que
resultaria na insercio ou delecio de tamanhos varidveis no local onde o reparo ocorre; ou via reparo homdélogo
(HDR), que parte do pressuposto da presenca de uma sequencia molde (DNA doador) que fornece a correcdo a ser
introduzida através de mutacdes de ponto ou inser¢do de novas sequéncias no DNA da célula. Adaptado de Sander
and Joung (2014).

1.3 Desafios éticos a edicao génica

Seja para corre¢do de mutacdes no DNA, criagdo de modelos animais (Zarei et al.,2019)
ou inibicao/ativacao de genes especificos (Truong et al, 2019), CRISPR ganhou notoriedade. E
nao apenas dentro dos laboratérios de universidades e empresas, mas também com o potencial
de revolucionar a pratica médica. Através dela ndo s6 € possivel tratar, como € possivel prevenir
doengas.

Sendo assim, ndo é surpresa que tamanho poder tenha acendido alguns alertas no
decorrer do seu rapido desenvolvimento e amplo emprego. Em 2015, por exemplo, a Sociedade
Japonesa de Terapia Génica (JSGT) manifestou-se, em conjunto com a Sociedade Americana
de Terapia Genética e Celular (ASGCT), considerando a manipulacdo genética humana

inadequada até que questdes éticas e cientificas fossem resolvidas (Friedman et al., 2015).



Seguindo essa mesma linha de pensamento, em dezembro deste mesmo ano, Jennifer
Doudna e outros pesquisadores (Sanders, 2015) disseram acreditar que os trabalhos com
CRISPR deveriam continuar, mas que tentativas de alteracdo de genes em 6vulos humanos,
espermatozoéides ou embrides deveriam ser interrompidas até que pesquisadores, médicos e o
publico leigo soubessem das implica¢des dessas modificacdes ndo apenas em uma pessoa, mas
em toda a sua linhagem para dali em diante.

Mais tarde, em 2016, a JSGT em conjunto com outras institui¢des cientificas japonesas,
defendeu uma proposta para que a aplica¢ao clinica da edi¢ao génica em linhagens germinativas
fosse proibida. Além disso, solicitou ao governo do pais que fossem definidas diretrizes
nacionais apropriadas voltadas para a pesquisa bésica com esse tipo de ferramenta (Ormand et
al.,2017).

A regulamentacdo surgiu enquanto o uso da técnica aumentava, com um panorama
regulatério variado ao redor do mundo. Por exemplo, a Alemanha tem experimentos com
linhagem germinativa humana limitados pela Lei de Protecao de Embrides de 1990, que proibe
a geracdo e o uso de embrides para pesquisa bdsica. Na Coréia do Sul, a proibicdo de
experimentos genéticos de modificacdo de embrides humanos fica a cargo da Lei de Bioética e
de Biossegurancga, enquanto a Lei de Notificacdo proibe qualquer alteracdo genética (Kim,
2017).

Na China, em 2003 o Ministério da Saide Chinés (NHFPC) proibiu a manipulagcdo de
embrides humanos através da emissao de duas regulamentacdes. Todavia, esses documentos
ndo t€m o status de lei, mas de diretrizes ministeriais (Song & Joly, 2021). E foi assim que, em
2018, o pesquisador chinés He Jiankui anunciou a edi¢cdo de embrides, na polémica tentativa de
modificar as duas copias do gene codificador da proteina CCRS, na alegada tentativa de conferir
resisténcia contra infecgdes por HIV. Esta alteracdo resultaria em individuos resistentes ao HIV.
Dos embrides editados, dois nasceram em outubro daquele ano (Greely, 2019).

Ap6s o evento, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) reuniu um Comité Consultivo
de Especialistas multidisciplinares em Edicdo do Genoma Humano com a func¢io de examinar
os desafios cientificos, éticos, sociais e legais associados a edicdo gendomica em humanos, fosse
em células somdticas ou em células germinativas (WHO, 2019). Além disso, o comité foi
instruido a aconselhar e fazer recomendagdes sobre as diretrizes apropriadas ao tema.

Assim como as questdes éticas seguem sendo debatidas, as questdes cientificas acerca
do uso de sistemas CRISPR tampouco arrefecem. A técnica mais empregada para edi¢do génica

atingiu rapidamente seus primeiros "milestones” . Entretanto, apesar de seus inimeros sucessos,



ndo sdo apenas os pontos positivos que vém sendo destacados ao longo dos anos. Com o uso,
novas questdes a respeito de sua seguranga vém sendo levantadas, como por exemplo:
i) qual a melhor proteina Cas para ser associada a CRISPR, em funcdo da especificidade
da PAM;
il) como evitar resposta imune contra os vetores;
iii) como evitar resposta imune contra a célula ja editada;

iv) como prever e mitigar a ocorréncia de efeitos off-targets.

1.4 Melhorias nas proteinas Cas

Questdes associadas a escolha da proteina visando uma melhor performance da técnica
vém sendo discutidas desde que a ferramenta se mostrou util a edi¢cdo génica. Em 2011,
Makarova et al. apresentaram a primeira classificacdo das proteinas com base na filogenia dos
genes Cas mais comuns em archeas e bactérias, bem como considerando a sequéncia e a
organizagdo das repeticdes CRISPR, além da arquitetura do loci CRISPR/Cas.

Dada a diversidade de proteinas Cas passiveis de serem utilizadas para edicao, notou-se
o importante papel da PAM no processo. O motivo adjacente do protoespacador (PAM) € uma
sequéncia curta de DNA (geralmente 2-5 pares de bases de comprimento). O sitio de clivagem
da nuclease Cas9 situa-se a trés nucleotideos de distancia dessa regido. Em 2015, uma série de
modificagdes para selecao positiva com o intuito de localizar mutantes de SpCas9 capazes de
clivar sequéncias de DNA localizadas a montante de motivos PAM NGA ou NGC (Kleinstiver
et al.,2015) identificou quatro novas variantes de SpCas9 com especificidade de PAM alterada

(Tabela 1).

Tabela 1. Variantes de SpCas9 e possiveis sequéncias PAM descritas por Kleinstiver et al.
(2015).

Variante de SpCas9  Mutacoes realizadas Sequencias PAM observadas
DI11351E DI1135E NGG

VQR D1135V,R1335Q e T1337R NGAN ou NGNG

EQR DI1135E,R1335Q e T1337R NGAG

VRER D1135V,GI1218R,R1335E e NGCG

T1337R




Ainda que a nuclease mais conhecida e utilizada atualmente seja a Cas9 isolada de
Streptococcus pyogenes (SpCas9), com um sgRNA associado, muitas outras foram descobertas
em fun¢do dessa necessidade de reconhecimento de outras PAMs. Assim passou-se a olhar para
ocorréncias naturais de variantes de Cas9 em outros organismos (Collias & Beisel, 2021).

A Cas9 proveniente de Staphyloccocus aureus (SaCas9) é a segunda nuclease mais
popular em edicdo génica, muito gracas a seu tamanho reduzido. Sdo 1053 aminodcidos,
resultando em um quase 1 kb a menos do que a SpCas9. Isso a torna mais facil de empacotar
nos vetores virais utilizados em aplicacdes clinicas (Kim et al., 2017).

A habilidade de editar tecidos ou tipos celulares especificos é de extrema importancia
em terapia génica. Edi¢do utilizando SaCas9 mostrou-se bastante eficiente em editar células
neuronais especificas em cérebros de ratos (Sun et al., 2020). Além de ter se mostrado eficiente
em inibir a replica¢do do virus da hepatite B (HBV) in vitro e in vivo, quando entregues via
AAVS (virus adenoassociado sorotipo 8) com promotores especificos de células hepéticas (Yan
etal., 2021).

Nao sdo apenas esses os organismos estudados, entretanto. Trabalhos que utilizam
variantes de Cas9 de Streptococcus thermophilus (StCas9) (Deveau et al. 2008), Francisella
novicida (FnCas9) (Hirano et al., 2016) e outras (Shmakov et al., 2015) também tém sido
publicados (Tabela 2).

Tabela 2: Organismos e especificidade de motivos PAM identificados para cada organismo.

Nuclease Organismo PAM observada Publicacao

StCas9 Streptococcus thermophilus NNAGAAW Deveau et al. 2008
NmCas9 Neisseria meningitidis NNNNGATT Zhang et al., 2013
SaCas9 Staphylococcus aureus NGRRT ou NGRRN Friedland, 2015
LbCpfl Lachnospiraceae bacterium TTTV Zetche et al., 2015
AacCasl12b Alicyclobacillus acidiphilus TTN Shmakov et al., 2015
FnCas9 Francisella novicida NNGRRT Hirano et al., 2016
AsCpfl Acidaminococcus sp. TTTV Zetche et al., 2016
CjCas9 Campylobacter jejuni NNNNRYAC Kim et al., 2017
Casl4 Arquea ndo cultivada TTTA para dsDNA Harrington et al., 2018
BhCas12b  Bacillus hisashii ATTN, TTTN e GTTN  Strecker et al.,2019

O fato € que, quanto maior a especificidade da nuclease, menor a chance de que ocorram

hibridizacdes RNA/DNA fora do sitio de interesse. Um bom exemplo disso € a SaCas9



projetada por Tran et al. (2020) chamada de microABE1744. Essa versdo da SaCas9 possui
uma especificidade muito maior quanto ao on-target, reduzindo significativamente os efeitos
off-target. Além disso € uma das menores Cas9-ABE existentes, facilitando sua entrega através

de vetores virais.

2 Resposta imune

2.1 Pat6genos e sistema imune

Patégenos sdo fatores chave na ecologia e na evolugdo da vida como as conhecemos.
Virus em especial, devido a sua capacidade de agir como predadores ou facilitadores genéticos
(DeFelippes & Villarreal, 2000). De modo que nédo € surpresa que organismos em geral tenham
aprendido a conviver ou tenham desenvolvido formas de se defender de patégenos. Porém,
vetores virais e proteinas que medeiam a edi¢do gé€nica sdo provenientes de patégenos. Assim,
é razodvel que, quando apresentado a esses elementos, um organismo desenvolva uma reagao
imune contra esse "invasor".

Os conceitos a respeito de imunidade datam do século V a.C. através dos relatos de
Thucydides sobre individuos que, apds terem contato com uma doenga, recuperaram-se € nao
a contrairam uma segunda vez (Kernbach et al., 2018). Porém, foi apenas na China, no século
XVI, que o primeiro relato de uma indug@o intencional de imunidade contra um virus (variola
- endémica na regido a época) pode ser encontrado (Boylston, 2012).

O processo de expor pessoas sauddveis ao patégeno causador da variola se espalhou
pelo territério asidtico e ficou conhecido como “variolacdo” (inoculac¢do) (Louten, 2016). A
exposicao era feita utilizando o conteddo das lesdes causadas pela doenca sob a pele ou mais
frequentemente, inserindo um p6 de pustulas no nariz do individuo saudavel (insuflacdo)
(Boylston, 2012). Surgem assim os primeiros conceitos sobre desenvolvimento de imunidade.

Apesar disso, foi no século XIX que os conceitos de imunologia foram realmente
inseridos no contexto da teoria cientifica, quando o estudo dos componentes moleculares que
compdem o sistema imunoldgico se tornou central (Kaufmann, 2019). A partir desses estudos
o sistema imune foi dividido em sistema imune inato, do qual faz parte o sistema complemento,
tido como um sistema de resposta contra patégenos muito mais primitivo, por tratar-se de uma
resposta rdpida e inespecifica, que seu complementar em vertebrados, o sistema imune

adaptativo ou adquirido (Cruvinel et al., 2010).



Isso € importante, pois a maioria dos organismos utilizados como vetores virais para
terapias génicas ou mediadores de edi¢do génica sdo provenientes de patégenos conhecidos dos
seres humanos. Desse modo, uma reacio imune contra esses vetores e produtos ndo € totalmente
inesperada. Assim, a maior questdao aqui ndo é se uma reacdo imune vai ocorrer, mas onde,

quando e em qual intensidade.

2.2 Resposta contra vetores e outros produtos

Os vetores virais utilizados para entrega de produtos génicos necessarios a terapias sao,
em geral, provenientes de patdgenos humanos conhecidos: os adenovirus (AdV), que
usualmente se instalam nas vias respiratérias humanas causando resfriados, bronquites e até
mesmo pneumonias (Kajon & Lynch, 2016); ou os retrovirus, que além do HIV podem ser
responsaveis por doencas hematoldgicas, ou neurodegenerativas (Weiss, 1987; Jeziorski et al.,
2016).

As proteinas utilizadas para edi¢do génica estdo associadas as mesmas questdes. O
Streptococcus pyogenes é considerado altamente infeccioso e costuma ser o responsdvel por
faringites (Moreno-Tores et al., 2020). J4 as infec¢des por Staphylococcus aureus costumam
ser encontradas em nossa pele ou mucosa nasal, mesmo em pessoas sauddveis e estdo
associadas a infeccoes de pele menores (Blicharz, Rudnicka and Samochocki, 2019 ).

Os dnicos que parecem fugir desse perfil sdo os virus adenoassociados (AAV), que até
entdo permanecem sem um perfil patologico definido, causando infeccdes assintomaticas em
individuos imunocompetentes. E os Streptococcus thermophilus, que aparecem muito mais
associados aos beneficios nas alergias alimentares e a satde gastrointestinal (Markakiou et al.,

2020).

2.3 O impacto do sistema imune em terapia génica

Os primeiros estudos com adenovirus humano (AdV) sdo de 1953 e foram
caracterizados por dois grupos de pesquisa independentes. J4 os virus adenoassociados (AAV)
foram descobertos como contaminante de uma preparagao de adenovirus simio nos anos 1960
(Atchison et al., 1965). E o primeiro retrovirus humano (HTLV-I) foi reportado em 1979 e
confirmado em 1980 (Gallo, 2005). De 14 para cé, diversas cepas desses tipos virais vém sendo

estudadas, especialmente para aplicacdes em terapia génica.



Os chamados parasitas intracelulares obrigatorios, s6 sdo capazes de replicar seu proprio
genoma quando encontram e infectam uma célula hospedeira (Summers, 2009). E € exatamente
essa caracteristica que os torna tdo interessantes para aplicacdo em terapias gé€nicas. Sua
composi¢do, baseada em proteinas organizadas em um capsideo cuja funcdo € proteger seu
genoma, de RNA ou DNA (Summers, 2009), € tanto simples quanto atraente do ponto de vista
bioquimico.

E a partir da infeccdo do hospedeiro que comeca a duplicagio do seu material genético
e a sintese das suas proteinas através do uso do maquindrio proteico da célula invadida (Actor,
2012). Adenovirus (AdV), Virus Adenoassociados (AAV) e Retrovirus possuem composicao
genética diferente, mas seus mecanismos de replicagdo variam de forma bastante sutil (Bulcha
etal.,2021).

Os AAV pertencem ao género Dependoparvovirus, da familia Parvoviridae. Sao
pequenos, desprovidos de envelope, com uma Unica fita de DNA. Seu genoma possui cerca de
4.7 Kb. Seu capsidio tem formato icosaédrico e seu genoma possui apenas trés proteinas virais,
com ao menos 12 serotipos naturais ja descobertos (Asokan et al., 2012). Essa diversidade os
torna capazes de infectar uma gama de animais, nos quais se incluem os humanos.

As infec¢des por AAVs podem permanecer por tanto tempo quanto viver 0 organismo
infectado (Berns and Muzyczka, 2017). Entretanto, como o préprio nome deixa claro, os
adenoassociados sdo capazes de se replicar apenas na presenca de fatores que os auxiliem, como
outros virus (Meier et al., 2020). E o caso do HSV-1 e do citomegalovirus humano, HCMV.
Sem a ajuda de outros fatores virais, os AAV entregam o seu genoma na célula infectada, que
em pouco tempo € capaz de elimind-lo (Wang, Tai and Gao, 2020). Entretanto, € sabido que
alguns AAV mantém sua expressao de forma mais duradoura nas células infectadas, associado
ao fato de seu contetido genético assumir uma forma circular, conhecida como concatadmero
(Arbuckle and Medveczky, 2011).

Os AdV s3o um grupo de virus que, usualmente, estdo associados a doengas
respiratorias, oculares ou do trato intestinal (Lynch and Kajon, 2016). H4 mais de 80 sorotipos
de adenovirus capazes de infectar vertebrados, passaros, peixes, répteis e anfibios (Li et al.
2010), dos quais aproximadamente 50 sdo capazes de infectar humanos (Crystal, 2014). Com
um formato icosaédrico conservado, 0 AdV tem seu genoma organizado em uma dupla fita de
DNA, com tamanho de cerca de aproximadamente 8 kb. Ao contrario dos AAV, os AdV estao
associados a conhecidos efeitos imunogénicos e toxicidade celular (Wang, Tai and Gao, 2019).

Tanto os virus adenoassociados quanto os adenovirus, sdo incapazes de integrar seu

préprio contetido genético no genoma do hospedeiro (Naso et al.,2017), o que faz com que sua



expressdo seja transiente. Os retrovirus, por outro lado, possuem essa habilidade para que
possam iniciar o processo de replicacdo de seu conteiido genético, organizado em uma fita
simples de DNA, com cerca de 10 kb de tamanho (Coffin et al., 1997). Por estarem inseridos
no genoma, os retrovirus aproveitam-se de forma muito mais eficiente da maquinaria celular
do hospedeiro, fazendo com que sua expressdo permaneca estavel ao longo do tempo (Ciuffi
A,2016).

Estes mecanismos sdo interessantes quando pensamos em tratamentos para doengas que
dependem da expressdo de um produto génico que as proprias células do paciente sdo incapazes
de produzir. Entretanto, ndo € esperado que as cé€lulas do hospedeiro produzam proteinas
diferentes das habituais, sejam elas expressas de maneira permanente ou transitoria. Além disso,
qualquer vetor viral pode ser entendido pelo sistema imune como algo a ser combatido,
independente da razdo pela qual o vetor foi administrado.

Mantendo isso em mente, se faz importante entender onde estdo os pontos criticos a
terapia génica com relacdo ao sistema imune, uma vez que passamos a inserir componentes
associados a patégenos no organismo humano. Assim, o primeiro artigo (segundo capitulo)
desta tese faz uma revisdo que tem como principal objetivo reunir informacdes a respeito das

terapias génicas existentes e os pontos onde o sistema imune pode atuar.

2.4 A diversidade dos HLAs e edicao génica

Para manter a integridade do nosso organismo € essencial que nosso sistema imune seja
capaz de distinguir entre aquilo que faz parte de nosso corpo (proprio) e aquilo que pode,
eventualmente, fazer parte de um agente externo (ndo-proprio). No inicio da evolugdo,
organismos multicelulares simples desenvolveram um sistema de defesa ativado pela detec¢ao
de moléculas tipicas e estruturas quimicas associadas a patégenos.

Entretanto, o sistema imune faz muito mais do que apenas a diferenciacdo entre o
préprio e o nao-préprio (Jiang et al., 2009). Ele protege nosso corpo contra certos patégenos,
ao mesmo tempo em que aprende a viver em simbiose com outros, de forma a nos beneficiar
(vide a microbiota) (Zheng, Liwinski e Elinav, 2020). Também nos defende diariamente contra
células cujos genes apresentam perfil de expressdo diferenciado (Orru et al, 2013). Cada uma
dessas habilidades culmina no controle da infecc¢do através de uma resposta inflamatéria.

Todavia, essas respostas ndo acontecem todas da mesma maneira em qualquer

individuo. Ainda que nosso sistema imune seja relativamente estdvel ao longo da nossa vida,



ele € bastante diverso entre individuos. Essas variacdes vém ndo apenas das influéncias
patogénicas ou simbidticas dos microrganismos e processos de adaptagdo, como sao
consequéncia de influéncias hereditdrias. E quando pensamos nessas variagdes do ponto de
vista genético, a maior fonte apontada sdo os genes HLA (human leukocyte antigen).

A regido génica do antigeno leucocitario humano (HLA) € considerada uma das mais
polimérficas do genoma (Bravo-Egana er al., 2021). A maioria dos genes nesta regido &
responsavel pela codificacdo de genes envolvidos nas vias de apresentacdo de antigeno
(Robinson et al., 2013). Em func@o de seu importante papel para o sistema imune, os HLAs
vém sendo utilizados para o entendimento da diversidade genética humana e da genética de
populagdes (Meyer et al., 2018). Ja em 2005, Prugnolle ef al. demonstravam a importancia da
compreensdao da diversidade genética dos HLAs no entendimento das pressdes seletivas
relacionadas a resposta contra patégenos.

Mantendo esse ponto de observacdo, se faz importante entender ndo apenas como
funciona a relacdo evolutiva entre HLAs e patégenos naturais, mas também como se d4 essa
evolu¢do quando passamos a inserir componentes associados a patdégenos no organismo
humano como forma de tratamento de doengas. Assim, o artigo correspondente ao terceiro
capitulo deste trabalho, é um primeiro esforco para compreender como os diferentes perfis de
alelos de HLA na populagdo afetariam a edi¢do génica mediada pela proteina Cas9 sob a dtica

da resposta imune.

3 Efeitos off-target

3.1 Predicao de off-targets

Sao chamados de efeitos off-target toda a edicdo génica que ocorre fora do DNA alvo.
Muito embora se acredite que a especificidade da Cas9 seja controlada pelo sgRNA, a clivagem
de sequéncias muito similares pode ocorrer com até 5 incompatibilidades distais a PAM (Mali
etal.,2013; Hsu et al.,2013; Fu et al.,2013). Assim a deteccao de locais com sequéncias muito
semelhantes aos guias sgRNA se torna um desafio no campo de edicdo génica.

Um dos métodos experimentais para a deteccdo de off-targets é um ensaio de
endonuclease T7, uma enzima seletiva de estrutura capaz de detectar deformidades estruturais
na dupla fita de DNA (Sentmanat et al, 2018). Infelizmente, este ensaio apresenta baixa

sensibilidade (ndo detecta alvos com frequéncia menor que 0,01) (Cho et al., 2013), além de



ndo ser um ensaio custo-efetivo em larga escala (Kim et al., 2009). Outro método experimental
para estudo de off-targets envolve NGS (sequenciamento de nova geracio), onde sdo medidas
as mutacoes geradas por edicdo fora do alvo, em frequéncias de 0,01 a 0,1% (Cho et al, 2014).
Ensaios de ChIP-seq (sequenciamento por imunoprecipitacdo de cromatina) também sdo uma
forma de identificar sitios de ligacao fora do alvo para sgRNAs complexados com Cas9 inativo
(dCas9) (Singh er al., 2015). Além disso, como método de prevencdo de off-targets em
aplicagdes de bancada, muitas ferramentas de predicao in silico tém sido desenvolvidas.

H4 consenso sobre a necessidade de desenvolver mecanismos capazes de lidar com essa
questdo, pois os off-targets gerados pelo sistema CRISPR/Cas9 estdo associados a efeitos
deletérios que podem ofuscar a aplicac¢do segura de mecanismos de edicao (Liang, 2015). Por
causa disso, o desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica aumentou em uma tentativa
de resolver essa questdo. No entanto, cada programa disponivel considera um conjunto diferente
de parametros e retorna diferentes resultados para uma mesma sequéncia avaliada. Além disso,
programas web t€m uma limitacdo inata, uma vez que assumem que as sequéncias off-target
estdo intimamente relacionadas com o sitio alvo, o que acarreta perder sitios fora do alvo
prejudiciais com menos similaridade de sequéncia.

Outro ponto a ser observado € que a ocorréncia de off-targets nao se trata meramente de
um pareamento perfeito entre as sequéncias do sgRNA e o DNA. Esse é um tema que depende
também das bases estruturais do pareamento e estabilidade de interagao com a proteina Cas9.
O trabalho de Bravo et al. (2022) descreve essa dindmica, onde mismatches distais a PAM sdo
estabilizados devido a uma reorganizacdo de um loop no dominio RuvC da proteina que
impediria a clivagem do DNA. Entretanto, quando os mismatches ocorrem nas posicoes 18 a
20, a proteina ignora os mismatches prosseguindo com a clivagem do DNA.

Desse modo os trabalhos que compde o quarto e quinto capitulos desta tese mostram
como € possivel estudar o comportamento estrutural da proteina Cas9 empregando apenas
ferramentas disponiveis online, no caso do primeiro; € no segundo, a necessidade de uma
andlise mais profunda dos programas para predicdo de off-targets em edi¢do gé€nica com
CRISPR/Cas9. Estes dois trabalhos, ainda se encontram em desenvolvimento e tém como
objetivo final o desenvolvimento de ferramentas em ambiente Google Colaboratory, para
comparacdo de resultados decorrente dos preditores testados e avaliagdo dos resultados
provenientes de estudos estruturais desses off-targets, com a intencado de auxiliar pesquisadores

na tomada de decisdo sobre as guias a serem utilizadas em seus experimentos.



Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar dois aspectos em aberto com relacdo a terapia e

edicdo génica: a resposta imune e os efeitos off-target.

2.2 Objetivos especificos

- Apresentar o estado da arte em relagdo ao impacto da resposta imune em terapia e
edicdo génica.

- Compreender como as variacdes de moléculas HLA em diferentes grupos
populacionais afetam a apresentacdo de antigenos de Cas9.

- Expor as diferengas existentes no pareamento da Cas9 com o DNA gendmico em
regides on e off-target através de andlises estruturais do complexo proteina/DNA-RNA.

- Comparar preditores de efeitos off-target quanto a sua capacidade de acerto frente a

um conjunto de dados experimentais.
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Abstract

There are many clinical trials underway for the development of gene therapies, and some
have resulted in gene therapy products being commercially approved already. Significant
progress was made to develop safer and more effective strategies to deliver and regulate genetic
products. An unsolved aspect is the immune system, which can affect the efficiency of gene
therapy in different ways. Here we present an overview of approved gene therapy products and
the immune response elicited by gene delivery systems. These include responses against the
vector or its content after delivery and against the product of the corrected gene. Strategies to
overcome the hurdles include hiding the vector or/and the transgene product from the immune
system and hiding the immune system from the vector/transgene product. Combining different
strategies, such as patient screening and intelligent vector design, gene therapy is set to make a

difference in the life of patients with severe genetic diseases.
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Abstract

Most studies about immune tolerance to Cas9 proteins focus on antibody response. Few works
cover the possibility of the immune response through peptide presentation by class I HLA
alleles found in different populations. Using well-known tools for epitope prediction, we found
178 epitopes of the Cas9 protein from the three most used organisms (S. pyogenes, S. aureus,
and S. thermophilus) in gene editing with the CRISPR systems, considering only the highly
probably presented peptides. Our results show that several epitopes can be generated and would
predictably elicit an immune response when presented by specific HLA alleles common to the

three chosen ethnic groups.
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Abstract

The CRISPR RNAs and the Cas9 proteins have the potential to change the treatment of
diseases. However, the same system can cause dangerous side effects, especially off-targets.
These cuts occur off the target DNA, generating disturbances in the proper functioning of the
cell’s mechanisms, even leading to cell death. However, most works about off-targets take into
account only the DNA and sgRNA sequences, expecting that similarity in these sequences
answer how many off-targets a given sgRNA sequence may be paired with. Structural features,
however, must also be taken into account. Here we describe a pipeline using online tools that
any user might use and shows the importance of considering structural features in off-target

analysis.
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Abstract

Several tools for off-target prediction in gene editing with CRISPR are available.
However, they rely on different alignment techniques, and some consider additional
information such as chromatin accessibility, GC content, or if the target is intronic or exonic.
There are also various forms to compute scores and return the results. So, how to choose the
best one? This work describes an attempt to understand which tool is more accurate against

experimentally-validated off-targets.
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Discussao Geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar dois aspectos importantes relacionados a
terapia gé€nica abertos a proposicao de melhores descricdoes de suas bases moleculares. Ainda
que intimamente relacionado com terapia génicas, aqui, o principal alvo de investigagcao esta
relacionado a edi¢do génica. Assim, buscamos compreender as limitagcdes, sugerir pontos onde
mais trabalhos sao necessarios, além de descrever métodos de analise factiveis e de facil acesso.

Na vanguarda da ciéncia médica, atualmente as terapias génicas oferecem a
possibilidade de tratamento de doencas variadas. Onde antes os tratamentos apenas
controlavam sintomas na expectativa de tornar a doencga algo manejavel, atualmente falamos
de pesquisas delineadas para oferecer maiores chances de cura em poucas ou apenas uma
aplicacdo. Para que tamanha revolucdo acontecesse, pesquisadores tiraram proveito das
habilidades dos virus em entrar na célula com alta especificidade, tornando-os poderosos
veiculos para a entrega de genes.

O primeiro ensaio clinico de terapia génica foi realizado em criancas portadoras de
imunodeficiéncia combinada grave (SCID). O tratamento consistiu na transferéncia do gene da
adenosina deaminase para linfocitos isolados desses pacientes através de um retrovirus (Blaese
et al., 1995). Outro ensaio clinico na mesma época foi realizado com melanoma avangado,
utilizando linfécitos infiltrantes de tumor modificados por transdugio retroviral (Rosenberg et
al., 1990).

Foi devido ao grande aumento de ensaios clinicos envolvendo vetores virais e os relatos
de eventos adversos graves nesses ensaios que, em janeiro de 2020, o FDA (6rgido de
regulamentacdo americano equivalente a ANVISA) publicou uma revisdo das diretrizes
regulatérias aplicadas a terapia celular e génica nos EUA. Nesse documento, explicitam
alteracoes relacionadas a andlise de vetores virais, incluindo testes especificos para impurezas,
titulacdo, replicacdo, capacidade de infec¢do. O controle da fabricacdo de vetores virais tem
como intuito quantificar a heterogeneidade do produto desenvolvido, para que sua eficicia e
sua seguranca ante a aplicagdo em seres humanos sejam garantidas.

Assim como o préprio campo das terapias génicas evolui, tudo que esté relacionado a
melhora e manutencio da seguranca evolui também. Métodos moleculares como PCR e NGS
sdao empregados para confirmar a identidade dos vetores utilizados nas terapias. Ensaios ELISA,

Western blot ou espectrometria de massas s@o utilizados na caracterizagido das proteinas dos



capsideos virais (Gardner et al.,2022). Métodos relativamente recentes como AAV-ID, descrito
por Pacouret ef al. (2017), emprega termoestabilidade diferenciada para distinguir entre os
sorotipos de AAVs empregando HILIC (cromatografia de interag¢do hidrofilica).

O desenvolvimento de vetores virais seguros e eficientes na entrega dos produtos
terapéuticos ¢ um dos maiores desafios da area, uma vez que o método ideal deve garantir, nao
apenas a entrega do transgene, como deve ser preciso o bastante para afetar apenas as células
alvo. Além disso, ndo deve ser, por si s6, um causador de efeitos colaterais, inflamatérios ou
citotoxicos. E ambos os aspectos estdo relacionados a uma quest@o persistente na terapia génica:
a resposta imune.

Como nao ser visto? Essa € a pergunta que direciona diversos pesquisadores na drea de
terapia génica. O primeiro trabalho desta tese revisou todos os pontos onde o sistema imune
merece atengdo por ser visto como um fator limitante no sucesso das terapias génicas. E, como
esconder produtos terap€uticos de um sistema sempre presente ¢ um desafio tdo grande que,
por vezes, desfechos inesperados ocorrem.

O primeiro conjunto de terapias génicas iniciadas no principio da década de 1990, teve
seu andamento interrompido apds a morte de Jesse Gelsinger em 1999 apds uma intensa reacao
imune contra o vetor que transportava o produto terapéutico (Sibbald, 2001). Além disso, quatro
outros pacientes desenvolveram leucemia linfobléstica aguda apds a infusao da terapia (Wilson,
2010). Somente apds esses eventos a comunidade cientifica percebeu a intensidade dos riscos
relacionados a imunogenicidade dos vetores virais e de seus padrdes de integracao.

Buscou-se compreender mais sobre os adenovirus utilizados nos ensaios clinicos, em
busca de informacdes a respeito de sua toxicidade. Capazes de infectar uma ampla gama de
células, como por exemplo, epiteliais, respiratérias, hepatdcitos, células da glia e até mesmo
macréfagos, essa diversidade de alvos explica por que cerca de 55% dos individuos testados
nos EUA possuirem imunoglobulinas contra adenovirus tipo 5 (AdVS5), além dos sorotipos 2,
7 e 17 de adenovirus humano (Chirmule et al., 1999; Zabner et al., 1999).

Ao longo desses estudos, outros ja haviam sido iniciados com intuito de inserir
modificagdes nos adenovirus para que eles se tornassem mais apropriados a terapia génica.
Primeiro, os genes E1A e E1B foram excluidos do genoma viral, na chamada primeira geragao
de vetores adenovirais recombinantes deficientes em replicacdo (Zhang, 1999). Devido a
persisténcia de respostas imune celular e humoral, surgiu a segunda geracdo desses vetores,
caracterizada por modificagdes ou delecdes adicionais a El, nos genes E2A, E2B e/ou E4
(Wang & Finer, 1996). E finalmente, chegou-se aos chamados "gutless vectors", com delecdes

de todos os produtos génicos (Chen et al., 1997).



Entretanto, apesar de todas essas modificacdes, os virus adenoassociados (AAV) se
tornaram muito mais interessantes sob a Optica dos efeitos adversos, uma vez que sao
conhecidos por nao causar nenhuma doenca em humanos. Isso, entretanto, nao os torna livres
de questdes sensiveis em terapia génica, como apresentado no primeiro artigo deste trabalho.

Enquanto os AdV e AAV ja haviam percorrido boa parte do inicio do caminho em
terapia génica, o primeiro estudo demonstrando que retrovirus sdo independentes de sequéncia
ao selecionarem seus sitios gendmicos foi publicado em 2002 (Schroder et al., 2002). Divididos
em sete géneros, os retrovirus t€m seus perfis de integragdo bem caracterizados para aqueles
organismos dos géneros lentivirus, spuma-retrovirus, alpha-retrovirus e gama-retrovirus
(Poletti and Mavilio, 2017). Dentre os retrovirus podemos citar o HIV e o MLV como os mais
relevantes em aplicagdes clinicas, sendo o HIV frequentemente utilizado como vetores em
terapias génicas que envolvem a necessidade de integracdo em células quiescentes.

De qualquer modo, por se tratarem de organismos externos ao corpo humano, a chance
de que um vetor viral seja eliminado ao se deparar com as células do sistema imune € muito
alta. E, apesar de ser uma barreira importante, € apenas ao tentar transpd-la, que somos capazes
de reconhecer quais métodos sdo eficientes.

Nesse sentido, torna-se importante mencionar os vetores nao-virais. Estes apresentam
vantagens ndo apenas com relagdo a sua baixa imunogenicidade, mas também devido a sua
composicao bioquimica diminuindo efeitos citotdxicos. Usualmente compostos de lipidios, sdo
muito melhor tolerados pelo organismo. Dentre os possiveis métodos ndo-virais podemos citar
0 DNA nu, os polimeros e lipidios catidnicos e os complexos conjugados (Sung and Kim,2019).
Uma vez que nao hd uma forte relacdo entre o sistema imune e esse vetores, o maior desafio
estd na eficiéncia da transfec¢do, que em muitas vezes ocorre via endocitose, cOmo no caso
daqueles baseados em lipossomas.

Todos esses vetores podem também ser empregados na entrega dos sistemas CRISPR
para edicdo génica. Como apresentado no segundo capitulo desta tese, a proteina responsavel
por promover a clivagem do DNA pode, por si s, desencadear uma resposta imune contra
células ja editadas. Chama nossa atencao o fato de a consolidac@o da edicdo génica ter se dado
por volta de 2013 (Ran et al., 2013) e apenas cerca de seis anos apds, o sistema imune chamar
algum tipo de aten¢do por parte dos pesquisadores, apesar do histdrico ja existente entre os
agentes externos (virais) das terapias gé€nicas e resposta.

Assim, uma vez que o estes estudos estdo no seus primeiros passos, faz sentido
questionar se edicdo génica pode ser uma ferramenta tdo generalista quanto gostariamos, ou se

deveriamos compreender um pouco mais os organismos/individuos nos quais pretendemos



aplicar esta técnica. Em especial, como o sistema imune de diferentes pessoas responderia
quando se deparasse com os subprodutos da proteina.

Reconhecer que a diversidade de alelos HLA pode interferir no sucesso da edigdo,
parece algo dificil. Entretanto, é sabido que a selecdo dirigida por patégeno implica que
determinados alelos HLA especificos sdo mais eficientes na apresentacdo de antigenos de
alguns patégenos em comparagao a outros (Brandt et al., 2018).

Uma evidéncia disso s@o as variantes de HLA-B associadas a progressdo para AIDS
ap6s a infeccao por HIV (The International HIV Controllers Study 2010). Ou o estudo de Hu e
colaboradores (2013), onde demonstram que variagoes em HLA-C, HLA-DP e HLA-DQ estao
associados ao clearance do virus da hepatite B em alguns individuos.

Assim, ndo € estranho que a predicao de peptideos, apresentada nesse trabalho levando
em consideracdo a origem étnica da populacdo, mostra uma maior diferenciacdo entre os trés
grupos apresentados. Nao apenas em diversidade de HLAs, mas também no perfil de peptideos
de Cas9 possivelmente imunogénicos, de acordo com esses HLAs.

Entretanto, uma importante limitagdo se encontra na disponibilidade dos dados nos
bancos publicos. Apesar de muitos dados a respeito da diversidade dos HLAs nas populacoes
estarem disponiveis em bancos como o Allele Frequency Net Database (AFND) e the
international ImMunoGeneTics information system (IMGT), apenas os mais recentes
apresentam qualidade suficiente para que se confie no dado considerando dois ou mais campos
de resolugcao (HLA-A*:02-01 por exemplo; onde 02 € um campo e 01 é o segundo campo e
assim por diante). Uma maior confiabilidade permitiria uma maior diferenciacdo entre
subgrupos especificos das populacdes incluidas nas andlises, uma vez que € possivel que dentro
de uma mesma populacio alguns grupos tenham caracteristicas distintas.

Ao longo dos anos, as predi¢des em ligacao e afinidade de peptideos tornou-se mais
confidvel em funcdo do uso de dados experimentais gerados através de ensaios de ligacdo e
espectrometria de massas (Nguyen, Szeto and Gras, 2021). Além disso, a disponibilidade de
estruturas cristalograficas dos HLAs auxilia na compreensdo de outras dindmicas necessarias
ao desenvolvimento de resposta.

Por exemplo, € possivel investigar a fundo processos associados a reatividade cruzada.
Eventos dessa natureza ocorrem quando um determinado TCR gera resposta contra epitopos
distintos, tendo confrontado previamente apenas um deles. Assim, uma infec¢do anterior por
um determinado patégeno poderia desencadear uma resposta contra um segundo patégeno com

o qual o organismo nio teria tido contato até o momento (Clute et al., 2005).



Considerando que seres humanos sao expostos a diferentes linhagens de Streptococcus
ao longo da vida, é razodvel considerar que memoria contra patégenos de infeccdes anteriores
a um procedimento empregando Cas9 possa desencadear uma resposta imune contra peptideos
dessa proteina. A ideia de memoria associada a resposta em edi¢do génica € tdo razodvel que,
em 2018, Wagner e colaboradores mediram a prevaléncia de células T reativas contra
Streptococcus pyogenes em individuos sauddveis nos EUA. No estudo, encontraram uma alta
frequéncia de células T efetoras reativas a SpCas9, caracterizando memoria contra a proteina
capaz de mitigar os efeitos de terapias mediadas por CRISPR nessa populagio.

Esse raciocinio nao fica restrito apenas ao caso da edicao gé€nica, mas também pode ser
estendido aos vetores utilizados em terapias génicas. Uma solug@o para essa questdo, uma vez
que a imunossupressdo generalizada pode ter efeitos indesejados, como aumento da
suscetibilidade a infec¢des ou surgimento de tumores, € a expressao transiente da proteina. Isso
diminuiria o tempo de exposi¢do da proteina, diminuindo as chances de seus subprodutos serem
apresentados na superficie celular. Do mesmo modo, melhorias na eficiéncia dos processos de
transfeccdo diminuiria a quantidade de proteinas necessdrias para promover a edigdo,
implicando menor quantidade de proteinas sendo degradadas no interior da célula.

Assim como o sistema imune permanece em grande parte uma caixa preta, o outro topico
abordado ao longo desse trabalho também oferece desafios. A ocorréncia de off-targets em
edicdo génica permanece uma preocupacdo importante. Clivagens promovidas fora do DNA
alvo podem levar a efeitos indesejados, especialmente aqueles relacionados a geracdo de
mutacdes associadas a doencas.

Assim parece importante considerar que diversos aspectos pouco discutidos influenciam
na ocorréncia de off-target:

- o tipo celular escolhido para edi¢do;

- 0 sgRNA desenhado para esse fim;

- o tipo de preditor de off-targets que esta sendo utilizado;

- o tipo de sequenciamento empregado para detectar as regides off-target.

Os tipos celulares escolhidos para o desenvolvimento de estudos de edi¢do génica t€ém
um grande impacto no sucesso técnica, e isso envolve também a questdo da edi¢do em sitios
indesejados. A eficiéncia de edi¢do descreve essencialmente a porcentagem de células que
foram editadas com sucesso em meio de cultura. Uma efici€ncia de edicao inferior a 100% nao
€ exatamente ruim, mas implica uma interpretacio cuidadosa dos resultados. Efeitos muito sutis

relacionados a edi¢do podem ficar perdidos em meio a células que nao foram editadas.



A maneira mais frequente pela qual pesquisadores buscam evitar isso, € a inclusao de
marcadores de selecdo, em geral, antibidticos, permitindo assim a selec@o das células que foram
transfectadas com sucesso. Um raciocinio oposto pode ser levado em consideracdo quando
pensamos em off-targets. Ainda que possamos identificar quais células foram editadas, ndo ha
meios que permitam controlar a dindmica de transfeccdo. Desse modo, a transfec¢@o de diversas
proteinas na célula pode acarretar uma maior ocorréncia de edi¢des fora do sitio alvo como
mencionado anteriormente.

O principal mecanismo de transfec¢do em células envolve a afinidade pelos receptores
da membrana celular. Se adicionarmos esse conhecimento a respeito das diferencas de
transfeccdo em determinadas linhagens/tipos celulares, podemos inferir que enquanto a
possibilidade ocorréncias de off-targets diminui em células imaturas (tronco primérias) devido
as baixas taxas de transfeccdo (Papapetrou et al., 2005), ela aumenta em células maduras de
diversos tecidos, onde o potencial de transfec¢ao aumenta (Yuan et al., 2022).

Além disso, dois outros fatores relacionados ao tipo celular podem influenciar a
ocorréncia de off-targets. O primeiro deles € a possibilidade de os mecanismos de reparo
atuarem com diferente eficiéncia em diferentes tipos celulares, em especial em células
embriondrias (Tichy & Stambrook, 2008). Kosicki et al. (2018) relatam taxas significativas de
mutagénese devido a efeitos off-target, ocasionando grandes delecdes e rearranjos gendomicos
em células tronco e hematopoiéticas progenitoras de camundongos, além de células de
linhagens diferenciadas provenientes de humanos. Adicionalmente, Wrona e colaboradores
(2020) apresentaram que, durante a corre¢cdo de NCF1 mutado a presenca de pseudogenes no
mesmo cromossomo resultou em dele¢des cromossomicas potencialmente prejudiciais entre o
locus alvo e um modelo celular deficiente em p47phox. Além disso, alteracdes na cromatina
podem facilitar (ou dificultar) o acesso a regides off-target de maneira desigual entre diferentes
tipos celulares (Daer et al., 2017).

O desenho do sgRNA € outro fator que pode interferir na ocorréncia de edi¢des génicas
indesejadas. Ainda que muito das limita¢Ges nesse sentido estejam associadas a necessidade do
uso de guias muito especificas relacionadas a determinadas doencas, € possivel desenhar guias
com as mais diversas PAM (essenciais para o correto direcionamento da clivagem) aumentando
ou diminuindo sua especificidade na localizac¢ao do alvo. Isso implica o conhecimento de outras
estruturas proteicas capazes de clivar o DNA e, claro, mais conhecimento sobre sua
imunogenicidade.

A compreensdo de porque essas edi¢des fora do alvo acontecem € tdo importante que

métodos experimentais e preditivos t€m sido desenvolvidos na tentativa de entender, quantificar



e diminuir a ocorréncia de off-targets. O trabalho mais recente nesse sentido (Bravo et al.,2022)
desenvolveu uma técnica chamada "determinacdo de estrutura guiada por cinética" (kinetics-
guided structure determination, em inglés). A técnica utiliza microscopia microeletronica para
visualizar a proteina Cas9 em acdo enquanto interage com uma regiao de off-target.

Neste trabalho os autores descrevem que ao encontrar mismatch na posicao distal a
PAM, mais especificamente entre as posicdes 18 e 20, ao invés de a proteina desistir do
processo e buscar um novo sitio, uma altera¢do estrutural ocorre e resulta no aumento da
estabilidade da proteina. Isso faz com que a proteina permanec¢a por mais tempo em contato
com o DNA, promovendo a clivagem. Sem essa estabilidade adquirida, a Cas9 ndo executa
todas as outras etapas necessdrias para clivar o DNA.

Foi através dessa descoberta que a SuperFi-Cas9 foi desenhada. Previamente, outras
Cas9 ja haviam sido construidas com a inten¢do de aumentar atividade e diminuir a ocorréncia
de off-targets: eSpCas9 (Slaymaker et al, 2016), Cas9-HF1 (Kleinstiver et al., 2016), evoCas9
(Casini et al., 2018), Sniper-Cas9 (Lee et al., 2018), e HypaCas9 (Ikeda et al., 2019). Essas
variantes da proteina cont€ém mutagdes que visam interromper a interacdo proteina-DNA ou
RNA-DNA, desestabilizando os dominios proteicos de interacdo com o DNA. Isso resulta no
impedimento da principal modificacdo estrutural no dominio HNH da nuclease, essencial para
promocao da clivagem.

A SuperFi-Cas9 foi desenhada de modo a afastar do DNA a porcao proteica associada
a essa estabilizacdo que ocorre a favor dos mismatch, diminuindo a ocorréncia de off-targets.
O resultado, de acordo com os autores, € uma proteina capaz de clivar o sitio alvo com a mesma
eficiéncia da Cas9 natural, mas com muito menos off-targets. Isso € certamente algo que nao
poderiamos ver nas andlises descritas no trabalho apresentado no capitulo 4 desta tese, e que
nunca foram notadas antes em trabalhos que envolvem simulacdes. O fato de usarmos dados
estaticos provenientes dos bancos de dados e com ferramentas implementadas para diversas
finalidades diminui muito a possibilidade de descobertas desta natureza.

Mesmo assim, € muito importante a descricdo do pipeline sugerido. Assim
pesquisadores com pouco ou nenhum conhecimento em programacdo também podem
investigar seus alvos de pesquisa. E importante salientar que apenas a predicdo dos off-targets
relacionados ao sgRNA da estrutura escolhida foram feitas utilizando linha de comando.
Entretanto, isso também poderia ter sido feito através de qualquer ferramenta online disponivel
para essa finalidade, ndo inviabilizando o prosseguimento da andlise.

Neste trabalho, um dos objetivos era compreender como as alteracdes energéticas

decorrentes do mau pareamento entre o SgRNA e o DNA fora do alvo influenciam a ocorréncia



de off-targets. A escolha por ferramentas online surge como um desafio devido ao tamanho da
proteina e pela necessidade de que se descrevam métodos em bioinformética que considerem o
potencial das ferramentas ja existentes para andlises estruturais.

As ferramentas foram escolhidas levando em consideracdo sua disponibilidade e
periodicidade de atualizacdo, além do suporte as estruturas envolvidas. O Web 3DNA (Li et al.,
2019), por exemplo, foi atualizado recentemente para que fosse mais responsivo, rapido e
intuitivo. A maioria dos programas disponiveis para modelagem de DNA nao permitem o uso
de moldes cristalograficos ou ndo lidam bem com a resolu¢do de pareamentos ndo candnicos,
nos casos em que sao permitidos. Em nenhum dos outros programas testados de forma adicional
obtivemos os outputs desejado, fosse para modelagem: make-na (REF) e 3D-Dart (REF); ou
andlise dos resultados: Curves+ (Blanchet ez al., 2011).

Mesmo a ferramenta utilizada relata que essa € uma questdo que ainda precisa ser
melhorada. Entretanto, a facilidade de usar um molde proveniente de uma estrutura
cristalografica, foi suficiente para solucionar o problema de gerar um complexo DNA/RNA
com pareamentos nao usuais. Ao invés de ter que resolver as duas estruturas e ainda manter
rigorosamente os cdlculos necessdrios para fornecer um output confidvel, o software precisou
resolver parte do problema, modelando apenas as estruturas de DNA que nos interessavam.

A escolha da ferramenta para a docagem do DNA na estrutura sgRNA:Cas9 envolveu
testes de diversas ferramentas que dessem suporte a estruturas de dcidos nucleicos. Dentre todas
as ferramentas avaliadas, HDOCK (Yan et al., 2020) foi a tnica a finalizar a docagem teste
com sucesso. A docagem teste consistia de dois inputs: um arquivo contendo apenas a proteina,
e outro arquivo contendo o ligante DNA/RNA. Para visualiza¢do das superficies e cdlculo do
potencial eletrostatico, duas ferramentas diferentes foram avaliadas, Pymol (Schrédinger and
DeLano, 2020) e UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Ambas forneceram 0s mesmo
resultados, com poucas variacdes entre as visualizacoes.

Os resultados descritos neste trabalho s@o parciais. Até aqui € possivel perceber que
mismatch entre 0 DNA e o sgRNA afetam a energia da estrutura. No entanto, sem andlises
adicionais, ainda ndo é possivel inferir qual o impacto dessas alteracdes na dinadmica da
proteina. Sabemos, entretanto, que nao ha proposta que leve em consideragdo ferramentas web
jé publicadas direcionadas a andlise das interacdes entre a Cas9 e seus substratos descritos na
literatura.

Tao importante quanto tentar entender a ocorréncia de mismatch, é tentar prevé-los. O

processo de localizacdo de possiveis locais de edicdo que vao além daquele desejado € inato ao



processo de design de guias eficientes. Nao surpreende, assim, que ao longo dos anos diversas
ferramentas tenham sido desenvolvidas para prever sitios indesejados de edicao.

As ferramentas de predicdo se baseiam em regras que foram sendo descobertas
conforme o uso da ferramenta expandia. Majoritariamente essas ferramentas se baseiam na
similaridade dos sitios off-target com o sitio alvo, empregando ferramentas bem estabelecidas
para alinhamento de sequéncias como método de busca desses locais. Entretanto, nem todas as
ferramentas empregadas t€ém um bom desempenho, diferindo enormemente na quantidade de
resultados fornecidos para um mesmo input.

Doench e colaboradores (2016), por exemplo, descrevem em seu trabalho que Bowtie
ndo possui capacidade de identificar sitios fora do alvo com mais de duas incompatibilidades.
De forma que, uma boa solugdo para essa questdo seria o emprego da ferramenta CAS-
OFFinder (Bae, Park and Kim, 2014) nas predi¢des. Outras ferramentas disponiveis, nao
abordadas no trabalho apresentado, como CRISPR-DO (Ma et al., 2016) ¢ CRISPOR
(Concordet and Haeussler, 2018) utilizam o algoritmo de Burrow-Wheelers (BWA) (Li and
Durbin, 2009) para buscar sitios no genoma passiveis de serem editados, tornando sua
capacidade de predicdo superior.

Muito precisa ser feito com relagdo a avaliagcdo de off-targets in silico, uma vez que nao
ha informagdes acerca das caracteristicas que devem ser levadas em consideracdo no momento
da predicdo de off-targets. Se similaridade, acessibilidade a cromatina, conservacdo de PAM,
nimero de mismatch distais ou regides exoOnicas, ndao hd consenso. Nao hd consenso nem
mesmo sobre quais ferramentas devemos utilizar para prever off-targets. Pode-se optar por
ferramentas que foram desenhadas baseadas nas regras que foram sendo descobertas a respeito
do posicionamento dos mismatch e seu impacto, ou entdo por ferramentas baseadas em machine
learning que levam em consideracdo dados experimentais.

Por sua vez, os métodos experimentais desenvolvidos para deteccdo de off-targets
parecem ter desempenho semelhante, ainda que cada um tenha seus pontos fracos e fortes. Um
dos primeiros trabalhos feitos para descobrir DBS gerados in vitro, Digenome-seq (Kim et al,
2015), analisou padrdes de fragmentacao de bibliotecas geradas a partir da purificacio de DNA
gendmico. Mais recentemente, duas técnicas foram desenvolvidas baseadas na ligacdo de
adaptadores nas regides de DBS resultantes da clivagem por Cas9 para sua detec¢ao: SITE-Seq
(Cameron et al.,2017) e CIRCLE-Seq (Tsai et al., 2017).

GUIDE-seq (Tsai et al.,2015) € a técnica envolvendo detec¢do de off-targets que melhor
aumenta a sensibilidade do sistema, inundando-o de oligodeoxinucleotideos de fita dupla.

Assim, quando a clivagem do DNA ocorre, esses elementos podem ser inseridos, facilitando



sua deteccdo. Esta, é uma técnica da preferéncia de muitos grupos de pesquisa para identificar
sitios fora do alvo experimentalmente.

Um fator que dificulta o entendimento dos reais efeitos dos off-targets no genoma
humano est4 relacionado ao fato de que os métodos publicados para detec¢ao de off-targets nao
utilizam um conjunto dnico de sgRNAs ou células em suas andlises. Andlises mais homogéneas
teriam a possibilidade de uma compreensao mais ampla e sistemdtica da comparabilidade entre
esses métodos. Os dados experimentais disponiveis e os métodos para deteccdo de off-targets
ainda s@o poucos e, segundo Bao e colaboradores (2020), dispersos. Isso dificulta a comparacao
dos métodos relacionados a verificagdo da ocorréncia de off-targets.

Idealmente, todas as técnicas experimentais desenvolvidas, deveriam ser testadas
usando um mesmo conjunto de sgRNAs e tipos celulares diferenciados, para que tantos seus
préprios mecanismos fossem testados, como preditores existentes pudessem ser analisados com
base em um conjunto de dados homogéneos. Isso permitiria que os preditores fossem
classificados quanto ao seu desempenho e direcionados para tipos de guias, células e contextos
especificos.

Além disso, uma preocupagdo extra surge quando pensamos em edi¢do ocorrendo fora
do sitio alvo: quanto os estudos que visam a compreensao de mecanismos celulares sao afetados
pela ocorréncia de modificagdes ndo relatadas nas células estudadas? Nao hd na literatura
relatos de preocupacdo nesse sentido.

Fica evidente, no entanto, que a producdo de mais dados melhorariam ndo apenas os
métodos experimentais, mas todos aqueles que se baseiam nesses dados para a predi¢ao de off-
targets e, até 0 momento, para que a predicao de off-targets seja realmente eficiente, parece ser
preciso que ela seja, antes de sua aplicacdo propriamente dita, sempre validada por algum

método experimental.
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