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Edicao genética com CRISPR/Cas no contexto da fibrose cistica: revisao integrativa
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RESUMO

A fibrose cistica (FC) ¢ uma das doengas recessivas monogénicas mais estudadas. A doenca pode
ser tratada com tratamentos especificos, entretanto, o progndstico ainda permanece muito ruim e
limitado. A expectativa média de sobrevida atual para os pacientes com fibrose cistica no mundo
esta em torno de 44 anos. Apesar de ser uma doenga bastante estudada, alternativas terapéuticas tém
sido desenvolvidas para encontrar um tratamento definitivo para os pacientes, dentre elas, cabe
destacar a terapia com Repeti¢des Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas
(do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — CRISPR). Como
ferramenta de edi¢do genética, o método CRISPR tem ampla aplicagdo na biologia molecular, e
vem sendo utilizado para elucidar respostas da FC e das possiveis alternativas terapéuticas, por
meio de edi¢des direcionadas para o desenvolvimento de modelos in vivo, modelos in vitro, e
potenciais terapias génicas. Nessa revisdo foram relatados estudos que traziam como énfase a
utilizacdo do CRISPR como instrumento de pesquisa, observando suas aplicagdes principais,
desfechos mais relevantes e desafios encontrados durante o processo. E imperativo os beneficios ¢ a

evolucao nesse campo de estudo e os potenciais resultados da aplicacdo clinica do CRISPR.

Palavras-chave: CRISPR, Fibrose Cistica, edigdo genética.



ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is one of the most widely studied monogenic recessive diseases. The disease
can be treated with specific therapy; however, the prognosis still remains very poor and limited. The
current average survival expectancy for cystic fibrosis patients worldwide is around 44 years.
Despite being a well-studied disease, therapeutic alternatives have been developed to find a
definitive treatment for patients, one of them is the Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR) therapy. As a genetic editing tool, the CRISPR method has wide
application in molecular biology, and is being used for clarifying CF responses and possible
therapeutic alternatives through edits aimed at the development of in vivo models, in vitro models,
and potential gene therapies. In this review, studies that emphasized the use of CRISPR as a
research tool were reported, observing its main applications, most relevant outcomes and challenges
encountered during the process. The benefits and evolution in this field of study and the potential

results of the clinical application of CRISPR are imperative.

Keywords: CRISPR, Cystic Fibrosis, gene editing.



INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) ¢ uma das doengas recessivas monogénicas mais estudadas e
referenciadas da genética humana'. Ela é caracterizada geneticamente por mutagdes no gene CFTR
(do inglés cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), que codifica uma proteina de
mesmo nome, € por manifestacdes fenotipicas que afetam o funcionamento de diversos orgaos.
Essa doengca pode causar insuficiéncia pancredtica, auséncia bilateral congénita de ductos
deferentes, obstrugdo intestinal, e complicacdes pulmonares como infecgdes bacterianas e
bronquiectasia’>. As mutagdes no gene CFTR mais frequentes sdo F508del, G542X, G551D, R553X
e N1303K*.

A frequéncia de FC no mundo ¢ de 1:2000 a 1:3000. No Brasil, a incidéncia varia de
acordo com a regido. No estado do Rio Grande do Sul, parece aproximar-se da populagdo
caucasiana centro-européia (1:2000 a 1:5000), enquanto que, em Minas Gerais, Paranad e Santa
Catarina, reduz-se para cerca de 1:9.000 a 1:9500 nascidos vivos’. A sobrevida média dos doentes
nos Estados Unidos é de 46,2 anos, e, no Brasil, essa estimativa é de 43,8 anos®.

A doenga pode ser tratada com tratamentos especificos, mas o prognostico ainda
permanece muito ruim e limitado. Aproximadamente 35% dos pacientes morrem enquanto esperam
por um transplante de pulmao. Sob essa perspectiva, os avancos no regime terapéutico, que incluem
o controle das infecgdes pulmonares, o uso de mucoliticos, a reposicdo de enzimas pancreaticas, o
uso de suplementos alimentares, a fisioterapia respiratéria e a pratica orientada de exercicio fisico,
influenciam a sobrevida desses pacientes®.

Apesar dos diversos avangos sobre a doenca, ainda existe a necessidade de encontrar
tratamento definitivo para os pacientes’. Dessa forma, alternativas terapéuticas estio sendo

desenvolvidas, dentre elas estio os medicamentos moduladores da proteina CFTR como Ivacaftor®,



os sistemas de edicdo genética de proteinas em dedos de zinco (do inglés Zinc Finger Protein
-ZFP)" ¢ a técnica de CRISPR®. As técnicas baseadas em CRISPR, além do baixo custo, possuem a
vantagem de serem simples, apresentando alta eficiéncia e boa repetibilidade’. Apresentam
versatilidade nas suas aplicagdes, sendo uteis para o desenvolvimento de modelos animais de
FC'™!"| para a caracterizagdo fenotipica de mutagdes no gene CFTR'?, e vem apresentando-se como
potencial alternativa terapéutica'.

Com o objetivo de avaliar alternativas para o tratamento de FC e a evolugdo dos estudos
sobre o uso da ferramenta CRISPR, neste trabalho foram avaliados artigos cientificos que
empregam métodos de edicdo genética baseados nas técnicas CRISPR no contexto da FC,

observando quais as aplicacdes e achados mais importantes desses estudos e seus desafios futuros.

METODOLOGIA

Esta ¢ uma revisdo integrativa da literatura realizada com base nas recomendagdes do
protocolo PRISMA'. Os artigos cientificos foram selecionados nos portais PUBMED e BVS,
usando os descritores “Cystic Fibrosis”, “CRISPR” e “therapy” com o uso do operador booleano
AND.

Os critérios de inclusdo utilizados consideraram artigos publicados a partir de 2016, em
qualquer idioma. Também foram excluidos estudos duplicados, com texto completo indisponivel,
tematica diversa ao estudo, e do tipo revisao ou entrevista.

Os estudos foram buscados e avaliados por um Unico autor, a fim de selecionar aqueles a

serem incluidos nesta revisdo. A pergunta de pesquisa foi formulada da seguinte maneira:

P — Fibrose Cistica

V — Edi¢ao com CRISPR.



O — Eficiéncia da técnica de edigdo

Alguns dos dados analisados nos estudos foram:
° Ano de publicagao, autores, critérios de inclusdo e exclusio.
° Metodologia utilizada (vetores, aplicagdes da técnica)
° Desfecho (recuperacao da fun¢do da CFTR, efetividade de edi¢ao)
Para analise dos desfechos foi avaliado cada método, levando em consideracdo a
amostragem inicial, e a quantidade amostral que foi modificada geneticamente, considerando

eventos positivos e negativos de cada processo.

RESULTADOS

Inicialmente foram encontrados 110 estudos, destes 51 foram removidos por estarem em
duplicidade nos portais de pesquisa utilizados, e destes, apds o emprego de elegibilidade e inclusao,
foram selecionados 14 para compor a versdo final dessa revisdo. A selecdo dos estudos seguiu o
fluxograma apresentado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma da sele¢do dos estudos apos pesquisa nas bases de dados.



S Estudos encontrados nos bancos de
§ dados (n =110)
£
]
is)
Estud 5s elimi duplicad " ,
studos apos eliminar os duplicados Artigos de revisdo excluidos (n = 38)
(n=59)
2
(S
(]
8 I
(%3]
Estudos selecionados para leitura de
resumo (n=21)
Q
=
= . . Estudos excluidos por tema ou
:_% Artigos completos analisados (n =20 ) disponibilidade (n = 7 )
t
o
i
=]
g N. de estudos incluidos na sintese
- qualitativa (n=14)
MODELOS IN VIVO

Objetivando analisar a resposta a terapia medicamentosa, o desenvolvimento de modelos
animais ¢ uma area extremamente importante. No contexto da FC, foram criados modelos murinos
com a mutacdo G542X'*"5, a mutagio nonsense mais frequente entre os pacientes com FC'®, e em
seguida foram testadas terapias a fim de observar a resposta nos modelos propostos. A eficacia de
edicdo realizada nos animais dos estudos foi avaliada levando em considera¢do a obten¢ao de
genotipos homozigotos e heterozigotos apds a aplicagdo da técnica.

McHugh et al. (2018)" verificaram que 40,9% dos embrides de rato editados tinham pelo
menos | alelo mutado, outros 22,7% apresentaram outras mutagdes provenientes do sistema de

reparo celular intrinseco, a unido de extremidades ndo-homdlogas (no inglés: non-homologous end



joining - NHEJ), e 34,4% permaneceram sem mutagdes. Ao utilizar Geneticin (G418) em um
organoéide intestinal coletado dos ratos editados, McHugh et al. (2018) observaram a recuperagao de
funcdo da proteina CFTR, chegando a 70% da apresentada pelo grupo controle selvagem'’. A G418
¢ um aminoglicosideo relacionado a gentamicina, produzido pelo fungo Micromonospora
rhodorangea. Este antibiotico ¢ rotineiramente usado em pesquisas de laboratério como um agente
seletivo para selecionar células geneticamente modificadas. Em relacdo a fibrose cistica, foi
observado que a G418 pode suprimir mutagdes CFTR nonsense, ou seja, G542X, R553X e
W1282X, suprimindo seu sinal de parada prematura. Isso leva a expressdo da proteina CFTR de
comprimento total na membrana celular.

Ja o estudo de Sharma et al. (2020)" comparou a a¢do de outro antibidtico da classe dos
aminoglicosideos, a amicacina (aminoglicosideo semissintético derivado da canamicina) e o G418
sobre a proteina CFTR. Os autores obtiveram sucesso em editar 15 dos 42 ratos genotipados
(35,7%) inserindo a mutacdo G542X, entretanto ao sequenciar as 15 amostras mutadas, apenas 3
apresentaram o gendtipo homozigoto para a mutagdo G542X, os outros animais apresentavam
outras mutagdes concomitantes. Durante os testes com amicacina, tanto no modelo in vivo quanto
no modelo in vitro (células epiteliais da traquéia de ratos) os resultados ndo demonstraram melhora
na acdo da proteina CFTR, entretanto ao utilizar G418, no modelo in vitro observou-se uma
melhora estatisticamente significativa, mas ainda timida, de 3% na a¢do da CFTR do grupo mutado
em relagdo ao controle.

Além destes modelos murinos, outro estudo foi desenvolvido com modelos ovinos com
genotipos homozigotos para as mutagdes F508del e G542X', e este se propds a testar a resposta
celular frente a terapias medicamentosas ja existentes. Utilizando uma cultura de células do epitélio
traqueal das ovelhas com a mutagdo F508del foram testadas as alternativas medicamentosas da

empresa Vertex Pharmaceuticals, sendo os medicamentos Tezacaftor (VX-661), Lumacaftor



(VX-809), Elexacaftor (VX-445) e Ivacaftor (VX-770) os alvos desses testes. Todos promoveram
aumento funcional da proteina CFTR, entretanto a ativagao mais positiva ocorreu sob tratamento
com a combinacdo simultanea de VX-445 e VX-661, seguida de VX-770. Em uma cultura de
células com a mutacdo G542X foram testados o G418 e um inibidor da degradagdo mediada por
mutagdo sem sentido (SMG1-i), e ambos apresentaram restauragdo moderada da fun¢do da proteina

CFTR.

MODELOS IN VITRO

Seguindo o mesmo principio dos modelos in vivo, alguns estudos buscaram sistemas de
edicao baseados na tecnologia CRISPR, para inserir muta¢des em linhagens de células a fim de
criar ferramentas para triagem de novos agentes terapéuticos.

No primeiro estudo, foi avaliado o uso da tecnologia CRISPR para inserir a mutagao
F508del em uma linhagem celular de leucemia promielocitica (HL-60). Como a FC desencadeia
processos inflamatérios e infecgdes bacterianas cronicas, a avaliacdo da importancia dos neutrofilos
na sua fisiopatologia seria de grande valor no entendimento da doenga. Tendo isso em vista,
Jennings, Ng, and Wang (2019)"" inseriram a mutacdo F508del em HL-60, a partir da qual um
ilimitado nimero de neutréfilos com FC poderia se diferenciar. De um total de 27 clones, foram
obtidos 50% de heterozigotos e 18,5% de homozigotos. Estes apresentaram deficiéncia de CFTR e
atividade antimicrobiana comprometida - mesmo feno6tipo observado em neutréfilos de pacientes
fibrocisticos'’. Nesse estudo ndo foram testadas terapias.

As técnicas baseadas em CRISPR também podem ajudar na validagdo de outras
ferramentas, como o protocolo modificado de reprogramacao condicional de células (Mod CRC)

sugerido por Peters-Hall et al. (2018)"®. O modelo viabiliza a manutencdo da capacidade de



diferenciagdo multipotente em células basais bronquicas humanas (HBEC) a longo prazo, e
principalmente, do funcionamento da proteina CFTR. Foram introduzidas mutacdes no éxon 11 do
gene CFTR, obtendo-se 25% de edicdo em pelo menos 1 alelo, entretanto, segundo os autores ndo
foi possivel identificar delegdes menores nas amostras de PCR provenientes dos clones triados,
podendo a eficiéncia do método ser maior do que a observada. O medicamento Ivacaftor foi
utilizado nessas HBECs e mostrou-se efetivo na recuperagdo da funcionalidade celular quando
comparado com o grupo controle.

Um estudo desenvolvido em 2017 empregou a tecnologia do CRISPR para avaliar a
eficacia de um medicamento disponivel no mercado, o Orkambi®, para tratar uma mutacgao rara de
FC, a ¢.3700A>G. Esta mutacao missense (p. Ile1234Val) ocorre no gene da proteina reguladora da
condutincia transmembrana na fibrose cistica (CFTR). Molinski et al. (2017)" empregaram a
técnica CRISPR sobre uma linhagem de células epiteliais bronquicas (16HBE) para editar o gene
CFTR e gerar a mutagdo ¢.3700A>G. As células de 16HBE editadas, foram expostas ao Orkambi®
juntamente com a pequena molécula amplificadora (PTI-CH). O Orkambi® ¢ uma combinacao de
Lumacaftor e Ivacaftor, onde o Lumacaftor aumenta a quantidade de proteina na superficie celular
ao direcionar a proteina CFTR F508del defeituosa. Ja o Ivacaftor aumenta a fung¢do da proteina
CFTR assim que atinge a superficie celular. Os resultados do estudo demonstraram um aumento na
expressdao de CFTR, devido a uma maior estabilidade do mRNA promovida pelo firmaco. Além
dessa linhagem editada, foram utilizadas células primérias de tecido epitelial nasal, que
responderam de modo semelhante ao tratamento. Os resultados alcangados ao utilizar
exclusivamente o medicamento revelaram recuperacdo funcional de apenas 50% da que foi
observada em culturas nasais de pacientes com a mutacao F508del em estudos passados.

Receptores presentes na membrana celular também podem ser alvos de edigdo por

CRISPR, como no estudo de Hamilton et al. (2019)*°, em que foi realizado o knockout do gene



receptor do adenovirus (do inglés: adeno-associated virus receptor- AAVR) em células do epitélio
das vias aéreas, a fim de localizar e analisar a influéncia desse receptor na transducao do virus
adeno-associado (do inglés: adeno-associated virus- AAV). Como principais achados, o artigo
relata o bloqueio da infec¢do pelo AVV tipo 2 (AAV2) nas células que sofreram o knockout do
AAVR, mas o mesmo ndo ocorreu com AAV2.5T, uma quimera altamente infecciosa de AAV2 e
AAVS5 com a mutagdo pontual A581T. Os autores sugerem que a transdu¢do por AAV2.5T ocorre
independente do AAVR, encontrado basolateralmente na membrana, sendo efetuada por um

receptor apical.

ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Além das aplicagdes ja citadas, a tecnologia CRISPR ja vem sendo estudada como
alternativa terapéutica, e alguns desses estudos ja demonstram a viabilidade de terapias de edigdo
genética’’. No quadro 1, estdo sumarizados os dados encontrados em estudos recentes, que
utilizaram tecnologias baseadas em CRISPR a fim de recuperar a funcionalidade celular por meio
da corregdo de mutacdes ou ativacdo da proteina CFTR. Nesses estudos, foram testadas algumas
variaveis do processo de edicdo com a finalidade de verificar a viabilidade de tratar tecidos com
gendtipo mutado para FC. Os resultados obtidos foram promissores, e alguns conseguiram
recuperacdo da fun¢do da CFTR maiores que o limiar de 15%, dito na literatura como sendo capaz
de promover a normalizacdo da fun¢do tecidual, tornando-a muito similar a observada em

portadores assintomaticos da doenga®.



Quadro 1. Estudos recentes (ltimos 3 anos) sobre CRISPR como ferramenta terapéutica de FC.

Autor (Ano)

Tecido Alvo

Mutacgoes

Principais resultados

Maule et al. (2019)*

Organodides intestinais,
células primarias de vias
aéreas de pacientes com

FC, minigene

3272-26A>G
(c.3140-26A>G) e
3849+10kbC>T

(c.3718-2477C>T)

AsCasl2a em combinagdo com um RNA guia de fita simples gera delegdes na
regido upstream da mutagdo 3272-26A>G em um modelo de minigene, recuperando

eficientemente o defeito de splicing da FC.

Vaidyanathan et al. (2021)%

Células-tronco basais das
vias aéreas superiores
células epiteliais bronquicas

humanas

F508del, W1282X, R553X e

3659delC

O estudo indica que a estratégia universal pode restaurar a fungdo da CFTR ficou
bem além do limiar de 15%, e permite a restauracao da fun¢do da CFTR a niveis

observados em pacientes portadores de FC assintomaticos.

Ruan et al. (2019)*

Células-tronco
pluripotentes, linhagem de
células de adenocarcinoma

(CFPAC-1)

F508del, G542X e G551D

Esse trabalho mostra que os locais das principais mutagdes causadoras de FC podem
ser editados com eficiéncia, frequentemente maior que 10%, em células com

relevancia clinica utilizando eletroporacdo de Cas9 RNP

Vaidyanathan et al. (2020)*

Células-tronco basais das
vias aéreas de pacientes

com FC

F508del

O estudo mostra que o sistema que consiste em Cas9, MS-sgRNA, e AAV6 pode ser
usado para corrigir a mutagdo F508del em células tronco/progenitoras primarias das

vias aéreas obtidas de pacientes com FC.




Zhou et al. (2019)*

Cultura de células suinas

DSB (do inglés: double
strand break) em regido

upstream do start codon do

Os resultados mostraram a integrag@o precisa entre vetor HD-Ad e hCFTR no locus
GGTA1 através da HDR (do inglés: homology directed repair) induzida por

CRISPR/Cas9; expressdo in vitro funcional de longo prazo foi alcangada em células

CFTR transduzidas
Esse estudo fornece provas de que vetores HD-Ad podem ser usados para entregar
Linhagem celular de FC
Xia et al. (2018)* F508del/W1282X com sucesso as ferramentas de edigdo genética em lugares especificos, sem deixar
(IB3-1).

material genético indesejado residual.

Essa observacdo sugere que CRISPR/dCas-VPR e BGAS-gapmer podem marcar e
Villamizar et al. (2019)” Cultura de células nasais F508del

ativar especificamente a CFTR.




Maule et al. (2019)* adotaram uma metodologia que compreendia o uso da nuclease
AsCasl2a adicionada de uma fita guia de CRISPR RNA (crRNA) para corrigir mutagdes
patogénicas de classe V, que resultam em quantidade insuficiente da proteina CFTR normal
presente na superficie celular. Para efeitos de comparagdo, em testes paralelos, foi empregada uma
das primeiras nucleases descobertas, a Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9), em associagao
com uma fita simples de RNA guia. Primeiramente, o estudo utilizou um modelo de minigene que
compreendia parte do exon 18, exons 19 e 20 inteiros, € o intron 19, com a mutagao 3272-26A>G, e
outro com genoétipo selvagem. A SpCas9 realizou as delecdes esperadas no DNA, em contrapartida
a AsCasl2a, que nao foi capaz de reparar o problema no splicing. Entretanto, ao proceder com os
testes em células HEK293 (linhagem de células de rim embriondrias humanas) transfectadas com o
minigene mutado, o resultado foi o oposto: todas as tentativas com SpCas9 falharam em corrigir o
defeito de splicing, ao passo que a AsCasl2a teve como resultado 68% dos eventos (delecdes de
diversos tamanhos) culminando em restauracdo do splicing normal. Ainda nesse estudo, foram
utilizadas células epiteliais de vias aéreas e organodides intestinais, cujos resultados foram tdo
positivos quanto os observados nas células HEK293. Os mesmos testes foram reproduzidos para o
genotipo heterozigoto F508del/3849+10kbC>T, nos quais foi verificada a precisao da técnica pela
auséncia de clivagens fora do local designado ou em outros alelos.

O estudo de Vaidyanathan et al. (2021)* avaliou a possibilidade de inserir o cDNA
completo do CFTR nas células com FC, e para isso foram adotados 2 vetores AAV carregando a
metade do cDNA cada um, a enzima Cas9, responsavel pela quebra da dupla fita de DNA, e
homology arms (HA) para direcionar o cDNA no reparo por recombinagdo homologa, consequéncia
da quebra do DNA. Os autores aplicaram essa estratégia de edi¢do sobre células-tronco basais das

vias aéreas superiores e células epiteliais bronquicas humanas, que portavam diferentes mutagoes, €



observaram que a restaura¢do do funcionamento da CFTR chegava, em média, a 70% dos niveis
constatados no grupo controle nao fibrocistico.

As diversas variaveis que envolvem a aplicacdo do CRISPR, permitem combinagdes de
diferentes formas de entrega dos seus componentes para dentro do ambiente celular com diferentes
conformagdes desses mesmos componentes. Para comparar métodos de transfeccdo ndo virais
(eletroporacdo e lipofectamina) e conformacdes dos elementos de CRISPR (plasmideo e
ribonucleoproteina - RNP), Ruan et al. (2019)*' utilizaram uma linhagem de células-tronco
pluripotentes selvagens, que foram induzidas a expressar as mutagdes F508del, G542X e G551D.
Durante os estudos, o método de maior eficiéncia foi a eletroporacdo de RNP de CRISPR/Cas9 com
RNA guia, apresentando 4,7% a 27,2% de sucesso nas edi¢des. Também foi utilizada uma linhagem
celular de pacientes com a mutacdo F508del, a qual foi submetida ao mesmo método citado
anteriormente, e revelou mais de 20% de sucesso ao corrigir as mutagdes precisamente.

Nao somente com vistas para terapias in vivo, um dos estudos encontrados abre caminhos
para potenciais transplantes autdlogos com células geneticamente corrigidas®. Nesse estudo,
células-tronco basais das vias aéreas superiores e células do epitélio bronquico provenientes de 10
pacientes fibrocisticos foram editadas com Cas9 e AAV tipo 6, alcangando, em média, de 30% a
50% de corregdo dos alelos mutados, e como reflexo dessa edigdo, apresentaram de 20% a 50% da
funcao da CFTR do controle ndo fibrocistico em epitélio diferenciado.

Como alternativa aos AAV ja usados por outras pesquisas, Zhou et al. (2019)*
desenvolveram um vetor de adenovirus dependente de ajuda (do inglés: helper dependant
adenovirus - HD-Ad), que se apresentou como alternativa vidvel no processo de transfeccdo dos
componentes do CRISPR. Esse mesmo tipo de vetor, o HD-Ad, foi avaliado no trabalho de Xia et

al. (2018)*, que por sua vez, observou como vantagem o fato de, apds a transfec¢do, nio haver



material genético residual que pudesse promover a expressao de Cas9, pois essa expressdo poderia
levar o sistema imunolédgico a eliminar as células com os genes editados.

Em um caminho diferente, Villamizar et al. (2019)*” propdem uma terapia baseada na
ativagdao do gene CFTR, sem corrigir o genotipo do tecido alvo. Composto de um ativador tripartite
(VP64-p65-Rta) e da proteina Cas9 modificada (sem a capacidade de clivar), esse ativador
promoveu o aumento de expressao e funcdo do CFTR em um tecido de epitélio nasal de pacientes
com a mutagdo F508del. Ainda nesse estudo foram utilizados exossomos e nanoparticulas lipidicas
carregando o peptideo de penetracdo de células HIV-Tat, cujos resultados também foram positivos

quanto a recuperagdo da funcdo e expressao do CFTR.

CONCLUSAO

A versatilidade do CRISPR ¢ inegéavel, sendo observada nas diversas aplicagdes relatadas
nessa revisdo, tanto como ferramenta para criacdo de modelos animais quanto corretivo para
mutacoes que causam a FC. Entretanto, os desafios existentes na sua aplicacdo ainda sdo
impeditivos quando se trata de uso clinico. Um dos desafios da aplicagio do CRISPR como
alternativa terapéutica para a FC ¢ que essa doenga possui carater sistémico, o que dificulta o
estabelecimento de metodologias adequadas para aplicagdo da técnica em pacientes. Em
decorréncia disso, alguns estudos optam por trabalhar apenas com desfechos parciais, utilizando
como parametro a melhora da fungdo da proteina CFTR em um tecido especifico, mesmo quando
sdo utilizados modelos animais. Ainda, outra preocupacdo sdo as edi¢des off-target, que acontecem
em decorréncia da imprecisdo da técnica e dos mecanismos de recuperagao da propria célula, e

podem comprometer a eficiéncia da edicao desejada. Ainda que o CRISPR tenha se mostrado uma



opc¢do muito mais precisa que as demais alternativas conhecidas até o momento, melhoramentos sdo
necessarios a fim de obter resultados mais consistentes no processo de edigao.

Os vetores também s3o abordados nesses estudos, € por serem os responsaveis pela
veiculagdo dos componentes do CRISPR assumem papel crucial nesse processo, sendo preciso
entender como eles interagem com seus receptores, € como ¢ possivel lidar com a imunogenicidade
propria de cada um. Portanto, pode-se observar nesse estudo a evolugdo alcancada pela pesquisa
com a técnica de CRISPR no contexto da FC, bem como o surgimento de novos instrumentos de

pesquisa, e as barreiras a serem transpostas por estudos futuros.
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