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Artigo de revisao

Células-tronco pluripotentes induzidas e edicédo de
genes: avancos tecnoldgicos da pesquisa em

medicina regenerativa e terapia génica
Induced pluripotent stem cells and gene editing: technological
advances in regenerative medicine and gene therapy research

ABSTRACT

Gene reprogramming of differentiated cells allowed the generation of induced
pluripotent stem cells (iPSCs), which do not present the ethical concerns that involve
embryonic stem cells or the risk of immunological rejection. The technology of
Clustered Regularly Interspaced Short Palidromic Repeats with Nuclease Associated
9 (CRISPR-Cas9), allows the correction of genetic defects. The present study aims
to review the main methodological issues related to iPSCs and CRISPR-Cas9. An
electronic search was performed on the databases LILACS, MEDLINE, PubMed
and SciELO, through the expressions "induced pluripotent stem cells " and "CRISPR
Cas9". IPSCs can be cultured and differentiated in any cell of the body, consisting
of a useful model for the gene edition with CRISPR-Cas9, opening new perspectives
in research in regenerative medicine and gene therapy.

RESUMO

A reprogramagdo génica de células diferenciadas permitiu a obtengdo de células-
tronco pluripotentes induzidas (induced pluripotent stem cells — iPSCs) que ndo
apresentam os questionamentos éticos que envolvem as células-tronco embriondrias
e nem o risco de rejeicdo imunoldgica. A tecnologia do Conjunto de RepetigBes
Palindromicas Regularmente Espacadas com Nuclease Associada 9 (CRISPR-
Cas9), permite a correcédo de defeitos genéticos. O presente estudo tem por objetivo
revisar as principais questdes metodoldgicas relacionadas as iPSCs e 0 CRISPR-Cas
9. Realizou-se uma busca eletrénica nas bases de dados LILACS, MEDLINE,
PubMed e SciELO, por meio das expressdes “induced pluripotent stem cells ” e
“CRISPR Cas9”. As iPSCs podem ser expandidas em cultura e diferenciadas em
qualquer célula do corpo, consistindo em um modelo Util para a edigdo de genes com
0 CRISPR-Cas9, abrindo novas perspectivas na pesquisa em medicina regenerativa
e terapia génica.
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INTRODUGAO

Em 2006, Takahashi e Yamanaka obtiveram as primeiras
células-tronco pluripotentes induzidas (induced pluripotent
stem cells — iPSCs) a partir de fibroblastos transformados
por meio da expressdo de fatores de transcricdo especificos
(KIf4, Sox2, Oct4 e Myc). Tais fatores de transcricdo,
caracteristicos de células pluripotentes, foram introduzidos
por meio de retrovirus com integracdo ao genoma e
expressos  simultaneamente. As iPSCs resultantes
apresentaram caracteristicas de células-tronco embriondrias
(embryonic stem cells - ESCs) em varios testes. Tais
resultados impactaram a comunidade cientifica: o debate
ético sobre o0 uso de células pluripotentes tornou-se obsoleto,
pois foi estabelecido um método de producéo de tais células
sem o uso de embrides humanos e livres dos problemas de
rejeicdo imunoldgica, uma vez que sdo células autdlogas
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2013).

Houve um suUbito interesse de varios grupos de
pesquisadores em realizar experimentos funcionais com as
iPSCs e, desde entdo, inumeros trabalhos tém sido
publicados. Takahashi e outros (2007) comprovaram que 0s
fatores de transcri¢do Klf4, Sox2, Oct4 e Myc séo efetivos
em reprogramacdo de células humanas somaticas. Outro
grupo demonstrou que Nanog, Sox2, Oct4 e Lin28 também
sdo capazes de reprogramar células somaticas humanas (YU
et al., 2007). O entusiasmo com as iPSCs estd no seu
potencial de uso em medicina regenerativa, especialmente
na substituicdo de células doentes. Isto é possivel gracas as
técnicas de transferéncia celular, como injecéo intravenosa
e administracdo local (HIRSCHI; LI; ROY, 2014). As iPSCs
também originam linhagens celulares especificas,
possibilitando uma fonte praticamente inesgotavel de
células para o estudo dos mecanismos de agdo das doengas
em um modelo paciente-especifico (HOCKEMEYER,;
JAENISCH, 2016).

Com os avangos na tecnologia de edicdo de genes,
percebeu-se que era possivel aliar a producdo de iPSCs de
pacientes com doencas genéticas a corre¢cdo do gene
defeituoso. Em 2013, foi apresentado pela primeira vez o
Conjunto de Repeticdes Palindromicas Regularmente
Espacadas (CRISPR), um sistema onde uma nuclease
associada (Cas9), guiada por uma molécula de RNA,
especialmente sintetizada, cortava a dupla fita de DNA
humano em pontos especificos, ativando as vias de reparo
enddgenas (CONG et al., 2013; MALI et al., 2013). Em
2015, o CRISPR-Cas9 foi aplicado na edigcdo de genes de
embriBes humanos (LIANG et al., 2015), causando muita
controvérsia na comunidade cientifica (WADDINGTON et
al., 2016; GUIMARAES, 2016).

Considerando a relevancia e a atualidade do tema,
especialmente na &rea de biologia celular, o presente
trabalho objetivou revisar as principais questBes
metodoldgicas relativas as tecnologias das iPSCs e do
CRISPR-Cas9. Uma busca eletronica foi realizada nas bases

Jorn. Inter. Bioc., v.3, n.1, 2018

Torres, C.B.B. e Pessoa, W.S.

de dados LILACS, MEDLINE, PubMed e SciELO, por meio
das expressdes de busca “induced pluripotent stem cells” e
“CRISPR Cas9”. Para a sele¢do de artigos Uteis a discusséo,
utilizou-se como critérios de inclusdo a conexdo direta ao
tema e a disponibilidade do estudo na integra.

DESENVOLVIMENTO

O avanco cientifico representado pelas iPSCs resulta do
acumulo de conhecimento ao longo de cinco décadas de
pesquisas. Em 1962, John Gurdon demonstrou que a
diferenciacdo celular ndo era um caminho de via Unica: ao
transferir o nicleo de uma célula diferenciada de sapo para
um odcito anucleado, obteve um sapo completamente
desenvolvido. Esse experimento também provou que as
células somaticas ndo so retém toda a informagdo genética,
como  rejuvenescem  por  manipulacdo  artificial
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2013). Décadas mais tarde,
a clonagem da ovelha Dolly com a mesma técnica mostrou
que os achados de Gurdon se estendiam aos mamiferos
(CAMPBELL et al., 1996).

As primeiras iPSCs foram obtidas de fibroblastos
dérmicos (TAKAHASHI; YAMANAKI, 2006;
TAKAHASHI et al., 2007; YU et al., 2007). O sangue do
corddo umbilical (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2013) e 0
sangue periférico também séo fontes promissoras (OKITA
et al., 2013). Ressalte-se que variacBes entre diferentes
linhagens de iPSCs podem resultar do tipo de célula da qual
foram originadas e do protocolo experimental usado na sua
reprogramacdo (HIRSCHI; LI; ROY, 2014). Apesar da
vantagem da diversidade de fontes, as iPSCs possuem
algumas desvantagens: alto custo de fabricacdo e longo
tempo entre a coleta das células somaticas e o transplante de
células reprogramadas (trés meses, no minimo). E relevante
mencionar que o uso de vetores retrovirais que se integram
ao genoma pode resultar em tumorigénese (OKANO et al.,
2013). Alternativas tém sido buscadas para esses problemas,
como, por exemplo, a utilizagdo de vetores epissomais que
ndo se integram ao DNA (BAGHBADERANI et al., 2015)
e a transfeccdo direta de fatores de reprogramacdo nas
células como mRNAs (WARREN et al., 2010) ou proteinas
(KIM et al., 2009), dispensando o uso de vetores virais.

Para melhorar a eficiéncia da reprogramacéo,
microRNAs (miRNAs) e outras moléculas estdo sendo
testados. Os miRNAs séo ndo codificantes, mas fazem a
sintonia fina da expressdo génica, desempenhando maltiplos
papéis, incluindo a especificagdo do destino celular. Foi
demonstrado que miR-302/367 pode reprogramar células
somaticas humanas e de camundongos ao estado de
pluripoténcia na auséncia de fatores de transcri¢cdo (KUO et
al., 2012).

Sdo multiplas as aplicagdes das iPSCs em pesquisa
basica e medicina. Jiménez-Moreno e outros (2017)
afirmaram que, em condi¢des de diferenciacdo adequadas, é
possivel gerar neurbnios em cultura que preservam as
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propriedades de regides especificas do cérebro. Khazaei,
Ahuja e Fehlings (2017) descreveram um protocolo de
obtencdo de células progenitoras de neurdnios espinhais, em
40 dias ap06s o cultivo inicial. As iPSCs, sob efeito de Ativina
A, podem formar células endodérmicas e estas, com proteina
morfogénica do osso 2 (BMP-2) e fator de crescimento de
hepatocitos (HGF), sob baixa tensdo de oxigénio, formam
hepatécitos (SULLIVAN et al., 2010). Outra nova fronteira
tecnoldgica da pesquisa, em medicina regenerativa e terapia
celular, é a combinagdo das iPSCs com a edicéo génica. Esta
envolve estratégias como retificagcdo, substituicdo ou
delecdo de genes alterados (XIAO-JIE et al., 2015).

Na edicdo de genes, utilizam-se endonucleases capazes
de realizar quebras especificas da fita dupla do DNA,
ativando mecanismos endégenos de reparo. Existem dois
mecanismos principais de reparo: a unido terminal ndo
homologa (non-homologous end joining - NHEJ) e o reparo
direcionado por homologia (homology-directed repair -
HDR). O reparo por NHEJ consiste na liga¢do direta das
extremidades clivadas e, embora tenha acurdcia, pode
resultar em eventuais mutagdes (insercBes ou delecdes).
Reparos via NHEJ também podem inserir cédons de parada
prematura no gene, resultando em nocaute. O reparo via
HDR exige um molde para a reconstrugdo do sitio clivado.
Nesse caso, usa-se um molde endégeno ou exdgeno de DNA
ou, até mesmo, transgenes terapéuticos (LISTIK; CARMO,
2016; SAVIC; SCHWANK, 2016).

E possivel utilizar nucleases programaveis para a
realizacdo de quebras direcionadas e intencionais no DNA,
tais como as “dedo de zinco” (zinc fingers nucleases —
ZFNs), as meganucleases ou nucleases teleguiadas (homing
endonucleases — HESs), as nucleases efetoras do tipo
ativadoras de transcricdo (transcription activator-like
effector nucleases — TALENS) e a nucleaseCas9 associada
ao CRISPR (LISTIK; CARMO, 2016). O CRISPR-Cas9
consiste, portanto, de uma nucleasse (Cas9), associada a um
RNA guia, que corta as fitas duplas de DNA em pontos
especificos por meio dos seus dominios cataliticos RuvC e
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HNH (Figura 1). Esse RNA guia é um complexo de CRISPR
RNA (crRNA) e crRNA de transativacdo (tracrRNA). Para
a ligacdo especifica ao DNA, exige-se também a presenca de
um motivo adjacente ao protoespacador (protospacer
adjacente motif - PAM) 5°-NGG, o qual flanqueia o terminal
3’ do DNA-alvo (SAVIC; SCHWANK, 2016; XAVIER-
NETO; SAITO, 2016).

O desenvolvimento de um RNA guia Gnico (single-guide
RNA - sgRNA), resultante da fus&o de crRNA e tracrRNA
(JINEK et al.,, 2012), deixou o sistema mais versatil,
podendo ser adaptado para outros sitios gendmicos pela
simples modificacdo da sequéncia do vetor de expressédo do
sgRNA. A presenca de um Unico guia para a ligacdo ao
DNA, ndo requerendo nenhuma engenharia laboriosa de
ligacdo proteica, € a maior vantagem do CRISPR-Cas9 sobre
os demais sistemas de edicdo de genes (HOCKEMEYER;
JAENISCH, 2016). Também € possivel utilizar multiplas
sequéncias de sgRNAs em um unico arranjo CRISPR para
permitir edicdo simultdnea de vérios sitios no genoma de
mamiferos (CONG et al., 2013).

Ensaios pré-clinicos de edicdo de genes, por meio da
tecnologia CRISPR-Cas9, tém se baseado em trés
abordagens diferentes: (1) edigdo de genes de embrides, (2)
corre¢do in vivo de doencas genéticas em modelos animais e
(3) edicdo de genes de células adultas humanas ex vivo
(SAVIC; SCHWANK, 2016). Wu e outros (2013)
corrigiram a mutacdo do gene CRYGC que causa a catarata
em embribes de camundongos. Long et al. (2014)
preveniram a distrofia muscular em embribes de
camundongos pela correcdo da mutagdo genética
correspondente. Liang e outros (2015) corrigiram a mutacéao
da hemoglobina [} causadora de B-talassemia em embrifes
humanos polispérmicos, que seriam descartados em clinicas
de fertilizacdo humana (podem gerar blastocistos, mas ndo
prosseguem no desenvolvimento). Observaram como
resultado o corte eficiente de genes e a ativacdo das vias
NHEJ e HDR de reparo, mas também mosaicismos e
mutagdes em outros sitios. Guimarées (2016)

Cas9

Figura 01. llustracdo esquematica do sistema CRISPR-Cas9 e sua interagdo com o0 DNA-alvo ou Target DNA (azul escuro). A Cas9 (azul
claro) esta associada ao crRNA (vermelho) e ao tracrRNA (laranja). A sequéncia crRNA guia o complexo até o local do corte, que serd
feito pelos dominios RuvC e HNH (verdes) da Cas 9 na posicéo trés nucleotideos a montante da sequéncia PAM (amarelo) (Fonte: Xavier-

Neto e Saito, 2016).
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entende que CRISPR-Cas9 é promissor, porém suscita
cautela pelo potencial de alterar genes e criar bebés sob
medida.H& autores que condenam a edicdo de genes de
zigotos humanos pela incerteza quanto a seguranca do
procedimento (SAVIC; SCHWANK, 2016).

Um dos primeiros estudos de correcdo de uma doenca
genética in vivo em camundongos pds-natais foi o de Yin e
outros (2014). Os autores injetaram via intravenosa 0S
vetores codificantes para Cas9 e sgRNA, além de um molde
de oligopDNA para a via de reparo HDR, a fim de corrigir a
deficiéncia da enzima fumarilacetoacetato hidrolase, que
causa a tirosinemia hereditaria do tipo 1. Um exemplo de
utilizacdo de edicdo génica em células adultas humanas ex
vivo é o estudo de Xie e outros (2014), que geraram iPSCs a
partir de fibroblastos de pacientes com p-talassemia
homozigota e as transfectaram com vetores para CRISPR-
Cas9 junto com moldes de DNA para a via de reparo HDR.
As iPSC foram diferenciadas em hemécias livres da doenga
gue poderiam ser usadas em transplantes. Firth e outros
(2015) reprogramaram fibroblastos de pacientes com fibrose
cistica (FC) pulmonar para obtencdo de iPSCs, as quais
foram diferenciadas em células epiteliais respiratdrias com a
devida correcdo no gene regulador transmembrana de FC
(CFTR).

Uma das maiores vantagens da terapia génica ex vivo é a
possibilidade de selecionar as melhores células
geneticamente corrigidas para uso em transplantes. Portanto,
0 uso do CRISPR-Cas9 é menos critico nas abordagens ex
vivo do que nas in vivo. Entretanto, a edi¢do ex vivo requer a
expansdo das células, o que pode resultar em alteracdes
gendmicas adicionais indesejadas, pois as iPSCs séo
particularmente propensas a sofrer mutacfes durante a
reprogramacdo e expansdo. A cultura de iPSCs com
biorreatores apresenta melhores resultados, pois promovem
um microambiente dindmico para células suspensas,
facilitando o transporte de nutrientes e também culturas de
alta densidade em larga escala, com equipamentos que
ocupam pouco espaco. Para promover o contato célula-
célula e criar ambiente 3D, suportes e biomateriais tém sido
muito utilizados (HIRSCHI; LI; ROY, 2014).

Existem estudos sobre uma tecnologia alternativa e
talvez mais segura do que a inducdo de pluripoténcia: a
reprogramacdo direta de uma célula soméatica em outra
(SAVIC; SCHWANK, 2016). A despeito disso, 0
conhecimento  sobre  iPSCs/CRISPR-Cas9  continua
avancando rapidamente em busca de uma exatiddo cada vez
maior na edi¢do de genes. No Brasil, h4 vérios grupos de
pesquisadores nessa linha: pesquisa de leucemia em
camundongos nocaute na Universidade de Campinas
(UNICAMP), em parceria com a Universidade do Texas;
pesquisa de Trypanosoma cruzi na UNICAMP, em parceria
com a Universidade de Keele, no Reino Unido; pesquisa da
distrofia muscular de Duchenne da Universidade de S&o
Paulo (USP), em parceria com o museu de Histdria Natural
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em Paris; dentre varios outros sobre fissuras labiopalatais,
autismo, sindrome de Marfan etc. (GUIMARAES, 2016).

CONCLUSAO

A partir desta revisdo de literatura conclui-se que o as
tecnologias de iPSCs e CRISPR-Cas9 permitem a obtencéo
de modelos celulares de edicdo génica especificos ao
paciente, tornando-as promissoras na pesquisa sobre novas
abordagens terapéuticas em medicina regenerativa e terapia
génica. Entretanto, tais tecnologias ainda necessitam de
aprimoramento  para evitar alteracbes gendmicas
indesejadas, assim como de regulamentacdo juridica, para
coibir manipulago génica humana inescrupulosa.
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