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CRISPR/CAS9: uma novidade na busca do tratamento da Retinose Pigmentar
CRISPR/CAS9: a novelty in the search for the treatment of Retinitis Pigmentosa

Ricardo Tavares Borges', Benedito Antonio de Sousa’

RESUMO

Introdugdo: A Retinose Pigmentar (RP) ¢ considerada uma das formas mais comuns de distrofia
retiniana hereditaria. Os portadores desta doenga apresentam cegueira noturna que evolui com perda
visual progressiva. A vasta heterogeneidade da RP impede estratégias terapéuticas uniformes. Em
estudos recentes os autores indicam que a terapia genética com as Repeti¢cdes Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespagadas (CRISPR) pode corrigir a doenga retiniana hereditaria,
mediante a troca de genes defeituosos por genes saudaveis. Objetivo: Avaliar o CRISPR/CAS9
como uma novidade na busca do tratamento da Retinose Pigmentar mediante a técnica de edi¢ao
genética. Método: Revisdo sistematica da literatura com artigos pesquisados na base de dados
Pubmed, Scielo, Lilacs e Cochrane com referéncias publicadas na lingua inglesa até 2017.
Resultados/Discussio: A reposicao celular autéloga para doenca degenerativa da retina depende da
capacidade de correcdo da mutacdo patogénica em um paciente antes do transplante. Para criar
células saudaveis a partir de células doentes, as mutagdes podem ser reparadas com a tecnologia de
extracdo de genes CRISPR / CAS9, a qual produz enxertos que ndo demandam imunossupressao do
paciente. Conclusiao: Em estudos recentes os autores indicam que a ablacdo especifica de alelos
com mutag¢des usando CRISPR/CAS9 pode, no futuro, prevenir e mesmo tratar degeneracdes da

retina herdada geneticamente, como a RP.
Palavras-chave: Retinose Pigmentar, CRISPR/CAS9
ABSTRACT

Introduction: Retinitis Pigmentosa (RP) is considered one of the most common forms of hereditary
retinal dystrophy. The patients with this disease present nocturnal blindness that evolves with
progressive visual loss. The vast heterogeneity of RP prevents uniform therapeutic strategies. More
recent studies indicate that gene therapy with Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeat (CRISPR) can correct hereditary retinal disease by switching defective genes to good genes.
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Objective: To evaluate CRISPR / CAS9 as a novelty in the search for the treatment of Retinitis
Pigmentosa through the genetic editing technique. Method: Systematic review of the literature with
articles searched in the Pubmed, Scielo, Lilacs and Cochrane database with references published in
the English language until 2017. Results/Discussion: Autologous cell replacement for degenerative
retinal disease depends on the ability to correct the pathogenic mutation in a patient before
transplantation. To create healthy cells from diseased cells, the variations can be repaired with the
CRISPR / CAS9 gene extraction technology, which produces grafts that do not require
immunosuppression from the patient. Conclusion: Recent studies indicate that specific ablation of
alleles with mutations using CRISPR / CAS9 may in the future prevent and even treat genetically

inherited retinal degenerations, such as RP.
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INTRODUCAO

As doencas degenerativas da retina sdo uma
das principais causas de cegueira irreversivel
e estdo presentes em disturbios genéticos,
como: retinose pigmentar, doenca de
Stargardt, amaurose congénita de Leber.?> A
Retinose Pigmentar (RP) ¢ o tipo mais
frequente de distrofia retiniana hereditaria,?
cuja incidéncia ¢ de cerca de 1 para 4000
individuos.>* A RP apresenta padrdes de
heranca autossomica dominante, autossomica
recessiva e ligada ao cromossomo X e seus
genes codificam proteinas que  estdo
envolvidas nas func¢des da retina neural,
incluindo 0 desenvolvimento de
fotorreceptores.> A retina por conter baixo
potencial regenerativo torna-se um amplo
desafio no que concerne a terapéutica, visto
que nenhum tratamento para doenga retiniana
hereditaria dispde da competéncia de reverter
a cegueira, mas de retardar sua progressao,
como observado com o0s suplementos
alimentares.* Os pacientes com RP
manifestam cegueira noturna que evolui com
perda visual progressiva, isto ¢, visdo de
tunel. Isso ocorre devido a degeneracdo do
complexo fotorreceptor.* A imensa
heterogeneidade da RP (por aparecer de forma
isolada ou associada a outras doengas
sistémicas, como sindrome de Usher,
sindrome de Bardet-Biedl) impede estratégias
terapéuticas uniformes.>® Entretanto, estudos

recentes mostraram que a terapia genética

com as Repetigdes Palindromicas Curtas
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Agrupadas e Regularmente Inter espacadas
(CRISPR) pode reparar essas doencas
retinianas hereditarias por meio da troca de
genes defeituosos por genes saudaveis, ou
seja, mediante recorte de partes precisas do
acido desoxirribonucleico (DNA) e insercao
de outras combinagdes de genes; desse modo,
reparam-se sequéncias danificadas.’” Nessa
linha, o presente artigo tem por objetivo
avaliar se os dados da literatura cientifica
apresentam evidéncias de que a RP pode ser
tratada através da técnica de edicdo genética

CRISPR/CAS9
METODO

Foi realizada uma revisdo sistematica da
literatura baseada em artigos disponiveis na
base de dados ecletronica Pubmed, Scielo,
Lilacs e Cochrane Library. Utilizaram-se os
descritores: Retinitis Pigmentosa,
CRISPR/CASO9; e o operador booleano: AND,
com referéncias publicadas na lingua inglesa
até 2017. A revisdo baseou em dez artigos

publicados na lingua inglesa até 2017.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A reposicdo celular autdloga para doenca
degenerativa da retina necessita da eficacia de
corre¢ao da mutagdo patog€nica em paciente
antes do transplante.>® Para conceber células
saudaveis a partir de células doentes, as
mutacdes podem ser corrigidas com a
tecnologia de edicdo de genes CRISPR /

CAS9, a qual produz enxertos que ndo
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requerem imunossupressdo do paciente.®’ O
CAS9 ¢ uma nuclease - carrega uma fita de
acido ribonucléico (RNA) com o intuito de
encontrar o trecho de DNA a ser editado - que
corta as duas fitas da dupla hélice do DNA,
elimina partes indesejadas e caso seja
necessario insere novas sequéncias no local.®
Bassuk et al (2016) avaliaram se
CRISPR/CAS9 poderia ser utilizada em
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC),
provenientes de fibroblastos captados de
biopsia de pele e especificas do paciente, para
consertar mutacdo existente em um gene que
causava retinose pigmentar ligada ao
cromossomo X (XLRP). Os pesquisadores
evidenciaram que 13% das copias desse gene
exibiram retificagdo da mutacao e apontaram
que a remogdo de genes pela CRISPR pode
ser parte de tratamento de transplante
autologo para degeneracdes de fotorreceptores
no futuro. Wiley et al (2015) empregaram
células  precursoras de fotorreceptores
procedentes de iPSC especificas de pacientes
com doencas degenerativas da retina para
revelar que inser¢do homozigbdtica de Alu
segue-se da perda de transcricio e da
incapacidade de produzir proteinas funcionais
MAK. Essa perda gerou paralisagdo da
atividade celular tipica de fotorreceptores e os
conduziram a faléncia. Isso possibilitou
ratificar a patogenicidade de MAK na
fisiopatologia da doenca. Diante disso, Wiley
et al. (2015) atestam que células

fotorreceptoras derivadas de iPSC especificas

de pacientes podem ser utilizadas para
confirmar a eficicia terapéutica in vitro e
sobrepor as células perdidas in vivo. Arno et
al (2016) detectaram mutacgdes bi alélicas no
Receptor Expression Enhancer Protein 6
(REEP6) em sete individuos com Retinose
Pigmentar autossomicos recessivos (arRP) de

cinco familias nao relacionadas (Figura 1).
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Figura 1- A. Heredograma das familias com RP (familias A
a E). O individuo II.1 da familia A ¢ heterozigoto para as
variantes da REEP6 (M1/M2). Todos os outros individuos
eram homozigotos para as respectivas variantes da REEP6
indicadas M3, M4, M5, M6). M3 C.-
5835_115+936delinsAC027307.5:79083_79240inv esta
abreviado para c. 5835 _115+936delins.

B. Estrutura do gene REEP6 com posigdes de nucleotideos de
M1 a M6 mapeados nos éxons (EI1-E6). O éxon 5 estd
presente apenas na isoforma REEP6.1. Estrutura protéica de
REEP6.1 com posi¢do das mutagdes correspondentes
indicadas.

REEP6 ¢ responsavel pela regulagao da
membrana do reticulo endoplasmatico (RE)
das células fotorreceptoras e importante para a
homeostase da retina. E sua isoforma —
REEP6.1 — ¢ a que predomina no

desenvolvimento de fotorreceptores humanos.
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A partir disso, Amo et al. (2016)
hipotetizaram que a interrup¢ao na funcdo de
REEP6 pelas mutacdes pode levar a distrofia
retiniana. E, com base nessas informacoes,
destacaram a utilidade de editar genes com a
técnica CRISPR/CAS9. Por fim, Xu et al.
(2017) alegaram que defeitos na proteina
CWC27 do Spliceosome — complexo
ribonucleoproteico responsavel por catalisar o
splicing do pré-acidoribonucleico mensageiro
(pré-mRNA) - estdo vinculados a um espectro
de fenotipos da RP: degeneracdo da retina,
defeitos neurologicos, anormalidades
craniofaciais, baixa estatura e braquidactilia; o
qual varia desde a forma de RP isolada até
formas sindromicas graves. E a partir do
sequenciamento completo foram encontradas
mutacoes recessivas na proteina CWC27 em
dez individuos de sete familias nao
relacionadas (Figura 2).
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Figura 2 — A. Os pedigrees de sete familias com mutagdes
recessivas CWC27. As anotagdes foram baseadas no
GenBank: NM_005869.3.

Apoiado nessas informagdes observa-se que o
splicing do pré-mRNA desempenha um papel
fundamental na regulacao das transcrigdes e
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qualquer defeito genético no spliceosome
pode levar a um conjunto de fenotipos
relacionados a RP.

CONCLUSAO

Os estudos fornecem indicativos de que a
ablagdo especifica de alelos com mutacdes
usando CRISPR/CAS9 podem no futuro
prevenir e tratar degeneragdes herdadas da
retina, tais como a RP, uma vez que os
pesquisadores apontam que 13% das células
defeituosas foram corrigidas. Além disso, sdo
necessarios outros estudos para testar a
seguran¢a do uso da técnica CRISPR/CAS9
em humanos com observagdes em longo

prazo dos resultados pds-tratamento.
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