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RESUMO 

As células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC) constituem uma importante fonte 

celular para terapias personalizadas. Estas células podem ser geneticamente modificadas e 

diferenciadas em várias linhagens celulares, abrindo portas para o tratamento de doentes por 

transplantação autóloga. O recente desenvolvimento do sistema de defesa imunitário 

bacteriano CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat/CRISPR-

associated nuclease 9), como metodologia de reparação génica em mamíferos, promete facilitar 

a manipulação do genoma de iPSC humanas. Trata-se de um método simples, eficiente e de 

baixo custo que oferece várias vantagens sobre as tecnologias de reparação génica já 

existentes. A baixa eficiência de reprogramação de iPSC, o risco de mutagénese devido a 

efeitos fora do alvo causados pelo sistema CRISPR/Cas9, bem como outros problemas 

relacionados com estas tecnologias, têm limitado a sua aplicação na prática clínica. A 

aplicabilidade destas ferramentas em humanos justifica a realização de estudos de segurança 

mais amplos, que permitam compreender e superar as dificuldades que atualmente se 

apresentam. Ainda assim, estas tecnologias constituem um novo e promissor paradigma para 

entender e tratar a doença. 

Palavras-Chave: iPSC, Transplantação autóloga, CRISPR/Cas9, Reparação génica. 

ABSTRACT 

Induced pluripotent stem cells (iPSC) are an important cellular source for customized 

therapies. These cells can be genetically modified and differentiated into several cell lines, 

opening doors for the treatment of patients by autologous transplant. The recent development 

of bacterial immune defense CRISPR/Cas9 system (Clustered Regularly interspaced Short 

Palindromic Repeat/CRISPR-associated nuclease 9) as gene repair methodology in mammals, 

promises to improve the precise manipulation of the genome of human iPSC. This is a simple, 

efficient and low cost method which provides several advantages over gene repair existing 

technologies. The low efficiency of iPSC reprogramming, the risk of mutagenesis due to off-

target effects caused by CRISPR/Cas9 system as well as other issues related to these 

technologies, have limited its application in clinical practice. The applicability of these tools in 

humans justify the realization of broader safety studies that allow understand and overcome 

the difficulties that currently arise. Still, these technologies are a promising new paradigm for 

understanding and treating disease. 

Keywords: iPSC, Autologous transplantation, CRISPR/Cas9, Gene repair.  
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INTRODUÇÃO  

As células estaminais são células indiferenciadas com capacidade ilimitada de proliferação 

e auto-renovação. De acordo com o seu potencial para se diferenciarem nos diversos tipos 

celulares que constituem um organismo, estas podem classificar-se por ordem decrescente de 

potencialidade em totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou monopotentes (RATAJCZAK 

et al., 2008).  

As Células Estaminais Pluripotentes (PSC) têm a capacidade de se diferenciar em células 

das três camadas germinativas embrionárias (mesoderme, endoderme e ectoderme), podendo 

originar todas as células que compõem o corpo humano adulto (RATAJCZAK et al., 2008). 

Devido ao elevado potencial de proliferação que detêm, as PSC são facilmente cultiváveis in 

vitro (CHENG et al., 2012) assumindo-se como uma ferramenta muito útil para o estudo dos 

processos de diferenciação celular, para o desenvolvimento de modelos de doenças humanas, 

testes farmacêuticos e outras aplicações biotecnológicas (KUMAR et al., 2015; LI et al., 2014b).  

As Células Estaminais Embrionárias (ESC) humanas são um tipo de células pluripotentes, 

que em 1998 foram isoladas pela primeira vez a partir da massa celular interna de blastocistos 

de embriões humanos (THOMSON et al., 1998; EVANS & KAUFMAN, 1981). Por 

representarem uma fonte promissora ao nível da transplantação celular têm sido amplamente 

estudadas, tendo permitido um avanço significativo no campo da medicina regenerativa 

(CHENG et al., 2012). Contudo, além de ser difícil de suprimir a rejeição imunológica das 

terapias baseadas em ESC, a geração destas a partir de embriões humanos é controversa tendo 

vindo a levantar preocupações de ordem ética, religiosa e moral (LO & PARHAM, 2009; 

SWIJNENBURG et al., 2008).  

De forma a ultrapassar o problema têm sido criadas outras estratégias de produção de 

PSC. A transferência de núcleos somáticos para oócitos enucleados (WILMUT et al., 2007), a 

fusão de células somáticas com ESC (COWAN et al., 2005; TADA et al., 2001; SILVA et al., 

2006) e a cultura de células somáticas com extratos de células isoladas a partir de ESC (XU et 

al., 2009) ou oócitos (MIYAMOTO et al., 2009) são exemplos de abordagens alternativas por 

vezes utilizadas. A falta de eficiência destes processos, as dificuldades técnicas de execução e 

o aparecimento de ploidias aberrantes nas células geradas (TADA et al., 2001; YING et al., 

2002) levaram, no entanto, à diminuição do interesse por essas técnicas (KUMAR et al., 2015). 

O entusiasmo pela terapia baseada em células reacendeu-se quando em 2006 

TAKAHASHI & YAMANAKA conseguiram reprogramar pela primeira vez células somáticas 

de rato diretamente em PSC através da sobre-expressão transitória de fatores de transcrição 

específicos. Estas células foram designadas de Células Estaminais Pluripotentes induzidas (iPSC) 
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e caracterizam-se por possuírem propriedades morfológicas e de crescimento semelhantes a 

ESC (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006).  

A criação de iPSC representou uma mudança de paradigma na compreensão da biologia 

do desenvolvimento e na conceção de novas abordagens terapêuticas, na medida em que a 

sua utilização permite evitar os problemas éticos associados às ESC e criar um substrato 

específico e histocompatível de cada doente para utilização em terapia celular, contornando 

os problemas de rejeição imunológica que até então se verificavam com este tipo de terapias 

(FINOTTI et al., 2015). Por esse motivo as iPSC são uma fonte de esperança, não só em termos 

de aplicações em medicina regenerativa ou na terapia de transplante celular, mas também 

noutros campos da saúde (IMAIZUMI & OKANO, 2014). 

Uma área que tem atraído grande interesse é a correção de doenças genéticas através 

de iPSC, numa perspetiva de terapia celular personalizada. As iPSC tornaram a reparação génica 

mais facilitada, uma vez que estas podem ser submetidas a extensas manipulações sem alterar 

a estabilidade do genoma ou a sua pluripotencialidade (LI et al., 2014b). Graças ao rápido 

desenvolvimento de novas tecnologias de edição de genoma é possível atualmente explorar 

todo o potencial das iPSC e modificar de forma precisa qualquer sequência genómica (LI et al., 

2014b). São vários os métodos que podem ser utilizados para esse fim, no entanto a recente 

descoberta de uma ferramenta de reparação génica guiada por RNA, denominada CRISPR/Cas9 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated system), oferece 

várias vantagens sobre os seus homólogos e apresenta potenciais terapêuticos que prometem 

revolucionar o futuro da terapia génica (XIAO-JIE et al., 2015). 

Neste trabalho pretende-se fornecer uma visão geral da metodologia de geração de iPSC 

e das ferramentas de reparação das mesmas, focando especialmente a metodologia baseada 

no sistema CRISPR/Cas9. Serão ainda referenciados ensaios clínicos realizados, patentes e 

empresas existentes, aspetos regulamentares legais e discutidas as características e limitações 

dessas tecnologias, bem como a forma como esses fatores influenciam atualmente a utilidade 

e aplicabilidade destas ferramentas na prática clínica, analisando possíveis soluções e 

perspetivas futuras. 

REPROGRAMAÇÃO DE CÉLULAS SOMÁTICAS EM iPSC 

O sucesso da reprogramação de células somáticas em PSC através da fusão dos seus 

núcleos com oócitos ou ESC, veio demonstrar que estes últimos continham determinados 

fatores que eram responsáveis pela indução e manutenção de pluripotência nestas células 

(TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; YAMANAKA, 2007). 
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Baseando-se nessa hipótese, e após terem sido testados vários fatores de transcrição, 

foram geradas iPSC a partir de fibroblastos de rato e de humanos mediante a introdução 

retroviral dos fatores Oct3/4, Sox2, c-Myc e Klf4 (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; 

TAKAHASHI et al., 2007). Quase em simultâneo, um outro grupo de investigadores da 

Universidade de Wisconsin nos EUA demonstrou que a combinação dos fatores Oct4, Sox2, 

Nanog e Lin28 era também suficiente para reprogramar células somáticas humanas em iPSC 

(YU et al., 2007).  

As iPSC são células imortais que proliferam rapidamente e formam tumores (teratomas) 

quando transplantadas em murganhos imunodeficientes, assemelhando-se em muitos aspetos 

a células tumorais (YAMANAKA, 2007). Por esse motivo pode considerar-se que as iPSC são 

células reversivelmente “transformadas”. Os fatores de transcrição acima mencionados são 

essenciais para promover essa transformação e fazem-no através da regulação de vias críticas 

de sinalização, de modificações epigenéticas e de miRNAs (MIYOSHI et al., 2011).   

O c-Myc é um fator de transcrição que controla a expressão de uma multiplicidade de 

genes alvo estando envolvido na proliferação celular, apoptose e auto-renovação. Possui 

propriedades oncogénicas e está implicado em vários tipos de cancro (BOROOAH et al., 

2013). Apesar ao seu poder transformante, o c-Myc tem a capacidade de provocar a apoptose 

dependente da proteína p53 (YAMANAKA, 2007). Para reverter essa situação recorre-se ao 

Klf4, um membro da família de fatores de transcrição de dedos de zinco tipo Krüppel, que está 

envolvido na proliferação, diferenciação e sobrevivência (BOROOAH et al., 2013), e que é 

capaz de suprimir a apoptose induzida pela proteína p53 e pelo c-Myc (ROWLAND et al., 

2005). Por outro lado, o Klf4 ativa a proteína p21 suprimindo a proliferação celular, sendo 

neste caso o c-Myc a aliviar o efeito citostático do Klf4 através da supressão da proteína p21. 

Assim, o equilíbrio entre c-Myc e Klf4 pode desempenhar um papel crítico no processo de 

transformação de células somáticas em iPSC (YAMANAKA, 2007). O c-Myc assume ainda um 

papel importante ao nível da abertura e ativação da cromatina, característico das PSC 

(MESHORER et al., 2006), nomeadamente através da ligação da proteína Myc a vários locais 

do genoma e através do recrutamento de vários complexos de acetilação das histonas 

(KNOEPFLER et al., 2006). Esta função é importante porque os efeitos do c-Myc sobre a 

estrutura da cromatina permitem que o fator Oct4 ative ou suprima genes alvo adequados, 

dirigindo o processo de transformação no sentido da formação de iPSC e não de células 

tumorais como aconteceria se fossem utilizados unicamente os fatores de reprogramação c-

Myc e Klf4 (YAMANAKA, 2007).   
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O fator de transcrição Oct4 é necessário para a manutenção da pluripotência das células 

estaminais e desempenha um papel crucial não só no desenvolvimento embrionário precoce, 

mas também no desenvolvimento das células germinativas e das PSC cultivadas (BOROOAH 

et al., 2013; WANG & DAI, 2010). O Oct4 interage ainda com proteínas do grupo Policomb, 

que são importantes repressores da transcrição (WANG & DAI, 2010). Todavia, a utilização 

do Oct4 por si só não é suficiente para induzir pluripotência, necessitando do fator Sox2 como 

seu co-ativador (YAMANAKA, 2007). O complexo formado pelo Oct4/Sox2 atua em sinergia 

ligando-se às sequências promotoras de múltiplos genes alvo, incluindo os genes Oct4 e Nanog, 

regulando positivamente a sua transcrição (MASUI et al., 2007; YAMANAKA, 2007). A Sox2 é 

por isso importante para o desenvolvimento inicial e necessária para manter a auto-renovação 

das células estaminais indiferenciadas (BOROOAH et al., 2013). O fator Nanog é expresso em 

células não diferenciadas e é responsável por impedir o processo de diferenciação 

(BOROOAH et al., 2013). O fator Lin28 promove a expressão de Oct4 ao nível pós-

transcricional por ligação direta ao seu mRNA (QIU et al., 2010) desempenhando um papel 

ativo na auto-renovação celular (BOROOAH et al., 2013). Atuando como um co-fator do 

Oct4, do Sox2 e do Nanog (CHAMBERS et al., 2003; KIM et al., 2008; NAKATAKE et al., 2006; 

NIWA et al., 2009), a sobre-expressão do fator Klf4 permite melhorar ainda mais a capacidade 

de auto-renovação destas células (LI et al., 2005).  

Vetores de entrega e eficiência de Reprogramação 

A reprogramação de iPSC é um processo pouco eficiente e demorado, uma vez que 

apresenta taxas de eficiência inferiores a 1% (YAMANAKA, 2007) e demora em média entre 

dez e trinta dias (HU, 2014a). São vários os desafios que se levantam quando se pretende 

reprogramar células somáticas em iPSC, estando a segurança, eficiência e reprodutibilidade do 

processo dependentes não apenas dos fatores de transcrição utilizados, mas também dos 

métodos usados para introduzir esses mesmos fatores. 

Os vetores utilizados para proceder à reprogramação celular estão descritos na Tabela 

I do Anexo I, são diversos e podem de uma forma geral classificar-se em virais e não virais 

(KULMAR et al., 2015).  

Os vetores virais foram os primeiros a ser usados para reprogramar células diferenciadas 

em iPSC (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; YU et al., 2007) e consistem em vírus 

geneticamente modificados que transportam no seu genoma os genes responsáveis pela 

expressão ectópica dos fatores de transcrição necessários ao processo de reprogramação.  
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Vários tipos de vírus têm sido empregues para reprogramar iPSC, desde Retrovírus, 

Lentivírus, Adenovírus e vírus Sendai (KULMAR et al., 2015). Os Retrovírus são vetores 

capazes de integrar o genoma de células em divisão tendo sido os primeiros a ser utilizados 

na reprogramação eficaz de iPSC (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI et al., 

2007). Os vírus do género Lentivírus pertencem à família dos retrovírus e além de infetarem 

células em proliferação, são também capazes infetar células que não estão em processo de 

divisão (RAO & MALIK, 2012). Por esse motivo, a aplicação de Lentivírus torna-se mais 

abrangente, possibilitando a sua utilização numa gama mais ampla de células somáticas. Esta 

característica é importante porque, devido a variações na expressão endógena de fatores de 

transcrição, a eficiência e a facilidade de reprogramação diferem com o tipo celular utilizado 

(BOROOAH et al., 2013). 

Por se tratarem de vírus integrativos, os vetores baseados em Retrovírus e Lentivírus 

possuem uma elevada eficiência de reprogramação (HU, 2014a) e uma elevada expressão dos 

fatores de transcrição integrados (KULMAR et al., 2015). No entanto, a abordagem viral possui 

uma capacidade de carga limitada a um máximo de 7 kb, e apesar de não ocorrer de forma 

aleatória, a inserção múltipla de transgenes no genoma pode desregular genes endógenos 

(KULMAR et al., 2015). Embora a expressão dos transgenes seja silenciada por mecanismos 

epigenéticos após a indução do estado de pluripotência, podem permanecer baixos níveis de 

expressão e assim comprometer a diferenciação das iPSC geradas (CHUN et al., 2010; 

YOSHIDA & YAMANAKA, 2010). Além disso, a reativação da expressão de transgenes 

oncogénicos, tais como c-Myc pode causar o desenvolvimento de tumores após a 

transplantação de células derivadas de iPSC (OKITA et al., 2007). A substituição do fator de 

reprogramação c-Myc pelo Glis1 (MAEKAWA et al., 2011) ou a sua remoção dos protocolos 

de produção de iPSC são abordagens que têm vindo a ser implementadas, embora neste último 

caso a eficiência de reprogramação seja significativamente reduzida (NAKAGAWA et el., 

2008). O aparecimento de reações imunogénicas após a transplantação de derivados de iPSC 

(ZHAO et al., 2011) é outro problema resultante da utilização de vírus integrativos na 

reprogramação celular. 

Os Adenovírus permitem a expressão transitória de genes exógenos, sem integração no 

genoma do hospedeiro, embora com uma baixa eficiência em comparação com os vetores 

integrativos (STADTFELD et al., 2008). Apesar de serem considerados vetores não 

integrativos, a sua utilização é limitada pelo facto de poderem integrar-se espontaneamente 

no genoma, pela sua ineficiência e necessidade de títulos virais elevados, pela reduzida 
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variedade de tipos celulares reprogramáveis pelo método (hepatócitos e fibroblastos 

humanos) e pela expressão transiente que proporcionam (HU, 2014a).  

Os vírus Sendai são um outro tipo de vírus não integrativo que possibilita a produção 

eficiente de iPSC (FUSAKI et al., 2009; HU, 2014a). Permitem substituir os Retrovírus uma vez 

que são vírus de RNA de cadeia simples que replicam no citoplasma e que podem facilmente 

ser removidos depois da reprogramação, sendo considerados vetores seguros (ZHOU & 

ZENG, 2013). Apesar das suas vantagens, os vírus Sendai requerem uma preparação cuidada, 

são caros e necessários em grandes quantidades. Além disso, são vírus com potencial 

imunogénico e que têm de ser removidos no fim do processo (HU, 2014a). 

De uma forma geral, a reprogramação baseada em vírus apresenta diversos riscos, 

incluindo mutagénese por inserção, expressão residual e reativação de fatores de 

reprogramação, silenciamento não controlado de transgenes, apoptose, senescência celular e 

forte imunogenicidade (HU, 2014a). Devido a estes inconvenientes a utilização de vetores 

virais em terapia clínica é considerada um risco e como tal têm sido desenvolvidas abordagens 

mais seguras que eliminem ou minimizem estes problemas (ZHOU & ZENG, 2013). 

As estratégias passam essencialmente pela redução ou eliminação completa de 

transgenes (HU, 2014a) e pela utilização de vetores não virais sem capacidade de integração 

no genoma (ZHOU & ZENG, 2013). Tais abordagens incluem (I) a utilização de vetores 

policistrónicos para reduzir o número de integrações; (II) a utilização do sistema Cre-LoxP para 

remover transgenes a partir do genoma reprogramado; (III) a utilização do transposão PiggyBac 

para inserção de transgenes no genoma em reprogramação e excisão subsequente; (IV) a 

entrega direta de RNA de reprogramação para evitar integração de transgenes, nomeadamente 

através de mRNA sintético, vírus de RNA, replicões de RNA ou miRNA; (V) a transfecção 

repetida de plasmídeos não replicativos de expressão transiente; (VI) a transdução de 

proteínas; (VII) o uso de plasmídeos epissomais replicativos não integrativos; e (VIII) a 

utilização de pequenas moléculas promotoras da reprogramação (HU, 2014a). 

APLICAÇÕES DAS iPSC 

As iPSC constituem uma ferramenta única uma vez que podem ser geradas a partir de 

células isoladas diretamente do doente e adquirir capacidade de auto-renovação ilimitada 

mantendo um cariótipo normal (TAKAHASHI et al., 2007). Após a reprogramação, as iPSC 

podem ser diferenciadas nos tipos celulares necessários, como por exemplo neurónios 

(DIMOS et al., 2008), células cardíacas (LIANG & DU, 2014), células pancreáticas 

(KOBAYASHI et al., 2010; ZHANG et al., 2009), células do fígado (SONG et al., 2009), células 
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sanguíneas (CHICHA et al., 2011), enterócitos (SPENCE et al., 2010) ou outros. Estas 

propriedades fazem das iPSC um bom modelo para o estudo de doenças humanas in vitro e 

para o desenvolvimento de novas opções terapêuticas (KAUFMANN et al., 2013). Isto é 

especialmente importante em doenças raras, onde o substrato de estudo é muito limitado, 

como a Esclerose Lateral Amiotrófica, a Doença de Parkinson, a Doença de Huntington, a 

Doença de Machado Joseph, a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), a Síndrome de Down, 

a Síndrome de Willi Prader, entre muitas outras não menos importantes (CHUN et al., 2010; 

IMAIZUMI & OKANO, 2014). Assim, as iPSC permitem estudar a evolução das doenças e dos 

seus fenótipos desde a fase de desenvolvimento até à fase mais tardia, servindo como 

plataformas de descoberta e de triagem para identificar vias de sinalização comuns e descobrir 

terapias moleculares que possam potencialmente reverter o fenótipo da doença 

(KAUFMANN et al., 2013).  

Outra aplicação importante das iPSC é a transplantação de células saudáveis após a 

reparação génica de mutações causadoras de doenças genéticas (Anexo II - Figura 2). Esta 

estratégia foi aplicada com sucesso pela primeira vez num modelo animal de anemia falciforme 

(HANNA et al., 2007), e tem vindo a ser estudada a sua aplicação em humanos para o 

tratamento de várias patologias (CHOI et al., 2013; MA et al., 2013). Em princípio, esta 

abordagem pode ser aplicada a qualquer doença humana para as quais a mutação subjacente 

seja conhecida, e que possam ser tratadas através do transplante celular (CHUN et al., 2010). 

A combinação da terapia génica e da terapia celular utilizando iPSC representa, assim, 

uma opção terapêutica muito promissora para reparar defeitos genéticos em doenças 

monogenéticas, oferecendo boas perspetivas para o tratamento de várias patologias 

(KAUFMANN et al., 2013).  

 

REPARAÇÃO GÉNICA DE iPSC 

A terapia génica envolve a manipulação do genoma, por correção, substituição ou 

eliminação de genes defeituosos, com vista ao tratamento ou prevenção de doenças (XIAO-

JIE et al., 2015). A utilização de iPSC com esse fim apresenta-se como uma fonte muito 

promissora para a cura de doenças para as quais não tem sido possível dar uma resposta 

efetiva até então. As doenças hematológicas, (KAUFMANN et al., 2013; GOULD, 2014), 

cancerígenas (BRENNER et al., 2013), neurodegenerativas (ALLEN & FEIGIN, 2014), cardíacas, 

(BRAUNWALD et al., 2015), SIDA (MANJUNATH et al., 2013) e diabetes (MORRÓ et al., 

2014; GERACE et al., 2015) são alguns exemplos. 



Reparação génica de iPSC através do sistema CRISPR/Cas9  

 

 15 Olga Maria da Silva Lopes 

 

Para que seja possível reparar geneticamente as iPSC têm de ocorrer duas etapas 

importantes. O primeiro passo consiste na criação, através da utilização de nucleases 

específicas, de ruturas na cadeia dupla (DSBs) de DNA, que serão posteriormente reparadas 

numa segunda fase (CHENG et al., 2012). A reparação de DSBs pode ocorrer principalmente 

por união de extremidades não-homólogas (NHEJ), que liga simplesmente as extremidades 

resultantes da rutura, restaurando a sequência original ou criando pequenas inserções ou 

deleções (indels); ou por Recombinação Homóloga Direta (HDR) que faz uso de um segmento 

de DNA homólogo como molde para orientar a síntese de uma nova cadeia (Anexo II - Figura 

2) (LI et al., 2014b; SYMINGTON & GAUTIER, 2011). Dos dois mecanismos, a HDR é a única 

via que permite alcançar uma reparação fiel do DNA alterado (SYMINGTON & GAUTIER, 

2011), uma vez que não dá origem a indels, possibilitando também a introdução exógena de 

sequências genómicas de interesse (LI et al., 2014b).  

A inserção de DSBs no genoma faz-se pela utilização de nucleases programáveis que 

possuem atividade catalítica em regiões reconhecidas como sequências alvo (LI et al., 2014b). 

Têm sido desenvolvidas várias abordagens para a produção de nucleases sintéticas que 

permitam manipular o genoma de forma eficaz e segura, e incluem nucleases dedos-de-zinco 

(ZFNs), nucleases efetoras como ativador de transcrição (TALENs) e mais recentemente o 

sistema CRISPR/Cas9 (XIAO-JIE et al., 2015). O uso de nucleases programáveis permite 

ativar/inativar genes, substituir ou eliminar sequências específicas e até rearranjos 

cromossómicos (KIM & KIM, 2014; LI et al., 2014b). Por esse motivo, apresenta-se como uma 

ferramenta preferível para a terapia génica quando comparada com ferramentas anteriores 

que se limitavam a inserir uma cópia de DNA exógeno no núcleo da célula-alvo ou no genoma, 

e que estariam na origem de efeitos colaterais como mutações por inserção (XIAO-JIE et al., 

2015). 

Sempre que o processo de reparação do genoma passe pela substituição ou inserção de 

genes, é necessário entregar, juntamente com as nucleases de restrição, o vetor que contém 

os genes que servirão de modelo para a síntese de novas cadeias de DNA em locais com DSBs 

(CHENG et al., 2012). Tal como na reprogramação, a reparação génica de iPSC depende da 

utilização de determinados vetores (Anexo I - Tabela I) para fazer essa entrega (KAUFMANN 

et al., 2013). As características e limitações das metodologias de reparação génica são 

discutidas de seguida neste documento. 
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Reparação génica mediada por ZFNs 

ZFNs consistem em duas unidades que operam em conjunto, cada uma contendo um 

domínio de ligação ao DNA, composto por séries de sequências Cys2-His2 de proteínas dedo-

de-zinco (ZFPs), ligado a um domínio de clivagem constituído pela endonuclease de restrição 

FokI (CARROLL, 2011; CHENG et al., 2012). As duas unidades das ZFNs são concebidas para 

se ligarem a lados opostos do local de destino com os domínios da respetiva FokI orientados 

um para o outro. Quando as endonucleases FokI dimerizam, são então capazes de produzir 

DSBs em qualquer parte do genoma. A especificidade da ligação ao genoma é conferida pela 

ligação das várias sequências das ZFPs em tandem, ligando-se cada uma delas a três nucleótidos 

específicos (LI et al., 2014b). A especificidade das ZFNs será tanto maior quanto maior for o 

número de sequências de ZFPs disponíveis para a ligação, embora a utilização de apenas três 

sequências (18 pb) seja suficiente para assegurar o reconhecimento do local a reparar 

(BHAKTA et al., 2013). Estas caraterísticas permitem às ZFNs desenvolver uma ação dirigida a 

um único local do genoma (LI et al., 2014b).  

Quando bem desenhadas, as ZFNs demonstram ser ferramentas eficazes na eliminação, 

adição ou correção genética em iPSC, tendo sido utilizadas com sucesso para reparar o genoma 

de muitos organismos, incluindo humanos (CARROLL, 2011, URNOV et al., 2010). Exemplos 

disso são, a produção de células apresentadoras de antigénio para vacinação (HARUTA et al., 

2013), a correção do desequilíbrio de globina na α-talassemia mediante a utilização de Vírus 

Adenoassociados (VAA) (CHANG & BOUHASSIRA, 2012), e a correção da deficiência em 

α1-antitripsina através da combinação de ZFNs com vetor transposão PiggyBac (YUSA et al., 

2011). 

Apesar dos casos de sucesso da aplicação de ZFNs na reparação génica de iPSC humanas, 

a utilização destas nucleases é limitada devido a vários problemas (GABRIEL et al., 2011). Por 

um lado, a afinidade de ligação das sequências individuais é dependente do contexto, podendo 

ter afinidade para quatro pb em vez de três, alterando a sua sequência de reconhecimento. 

Por esse motivo, a criação e seleção de cada sequência tem de ser feita de uma forma 

dependente do contexto para obter ZFPs altamente específicas, sendo um processo trabalhoso 

e demorado (RAMALINGAM et al., 2013). Além disso, e apesar de teoricamente aumentar a 

eficiência de geração de DSBs num locus específico, a utilização de ZFNs parece não melhorar 

a frequência de HDR em iPSC (CHENG et al., 2012). 

Outra das grandes preocupações está relacionada com a clivagem de sequências 

genómicas não desejadas que provoquem citotoxicidade, introduzam mutações desconhecidas 

e confundam a análise dos efeitos das alterações genéticas pretendidas (LI et al., 2014b; 
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PATTANAYAK et al., 2011). A atividade fora do alvo pode ser minimizada redesenhando as 

sequências de reconhecimento de ZFPs, ou modificando o domínio da endonuclease para 

promover a formação de heterodímeros ao invés de homodímeros (DOYON et al., 2011; 

MILLER et al., 2007). Mesmo com estas melhorias técnicas, é necessária uma monitorização 

apertada dos resultados para avaliar a efetividade e segurança do uso desta tecnologia. 

Reparação génica mediada por TALENs 

Tal como as ZFNs, as TALENs são proteínas quiméricas constituídas por um domínio 

programável de ligação ao DNA, unido ao domínio da nuclease Fok1 (LI et al., 2014b). 

Constituem uma alternativa às ZFNs na indução de DSBs e são naturalmente segregadas por 

bactérias do género Xanthomonas (JOUNG & SANDER, 2013; LI et al., 2014b). Estas proteínas 

foram inicialmente identificadas pela capacidade de se ligarem a sequências específicas no 

genoma de plantas infetadas, ativando a transcrição (HARRISON et al., 2014). O domínio de 

ligação ao DNA é composto por repetições múltiplas de 33-35 aminoácidos dispostas em 

tandem, reconhecendo cada uma dessas repetições um único nucleótido na sequência de DNA 

alvo (CHENG et al. 2012; HARRISON et al., 2014). A especificidade de reconhecimento é 

determinada por uma região hipervariável de dois aminoácidos presente nas posições 12 e 13 

de cada repetição, referida como "Diresidue Variável Repeat" (DVR) (CHENG et al., 2012). O 

código de reconhecimento de DNA proporciona, assim, uma correspondência de um-para-um 

entre o conjunto de repetições de aminoácidos e a sequência de nucleótidos do DNA alvo, 

não havendo interferência de módulos vizinhos como acontece com as ZFNs (RAMALINGAM 

et al., 2013). Além disso, a relação entre o sítio de ligação preferencial de uma TALEN e as suas 

sucessivas DVRs parece constituir um código simples, onde cada repetição é específica da base 

de ligação. Como tal, as TALENs podem ser manipuladas para induzir DSBs no genoma com 

elevada precisão (CHRISTIAN et al., 2010). Embora não se possa excluir totalmente o 

aparecimento de efeitos fora do alvo, este acontecimento é raro com a utilização de TALENs, 

sendo também uma vantagem desta tecnologia relativamente às ZFNs (DING et al., 2013).   

Devido a estas características, e apesar de apresentarem a mesma eficácia de corte, as 

TALENs possuem citotoxicidade significativamente menor quando comparadas com as ZFNs 

(RAMALINGAM et al., 2013), tornando-as uma ferramenta de reparação génica mais segura. 

Por outro lado, a sua produção é mais fácil e rápida, facilitando a criação de modelos de doença 

em iPSC (DING et al., 2013; HOCKEMEYER et al., 2011). A correção genética da -talassemia 

através da aplicação de TALENs em iPSC derivadas do doente evidencia a importância e a 

aplicabilidade desta tecnologia na terapia génica (MA et al., 2013). Outros exemplos de sucesso 
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envolvem a reparação genética da epidermólise bolhosa distrófica recessiva, uma doença 

genética caracterizada por um défice funcional da proteína de colagénio do tipo VII (OSBORN 

et al., 2013), e da doença Niemann-Pick tipo C, um distúrbio genético que impede o normal 

armazenamento de lipídios causando neurodegeneração grave e disfunção hepática (MAETZEL 

et al., 2014). 

Apesar das suas vantagens, muitas questões relacionadas com a utilização de TALENs 

ainda têm de ser resolvidas. Um dos problemas relaciona-se com a necessidade da existência 

de uma base Timina precedente ao local de reconhecimento para que este se processe (BOCH 

et al., 2009; MOSCOU & BOGDANOVE, 2009). O problema mais grave parece estar 

relacionado com a sensibilidade das TALENs à 5-metilcitosina devido à prevalência desta 

modificação do DNA no genoma (BULTMANN et al., 2012; VALTON et al., 2012). Este 

problema poderá ser ultrapassado pela criação de TALENs com domínios de ligação ao DNA 

insensíveis à 5-metilcitosina (VALTON et al., 2012). 

Reparação génica mediada pelo sistema CRISPR/Cas9 

O sistema CRISPR/Cas é um sistema imunológico adaptativo altamente eficiente, 

identificado em espécies pertencentes aos domínios Bacteria e Archaea, que reconhece e 

destrói o genoma de agentes patogénicos como bacteriófagos ou plasmídeos bacterianos 

(MARRAFFINI & SONTHEIMER, 2010). Este sistema de defesa baseia-se na incorporação dos 

fragmentos genómicos invasores no locus CRISPR, que uma vez transcrito origina um CRISPR 

RNA (crRNA) que serve de guia a nucleases do tipo Cas para a degradação de sequências 

homólogas (TERNS & TERNS, 2011). O sistema CRISPR/Cas envolve assim o funcionamento 

conjunto de alguns componentes críticos, nomeadamente uma matriz CRISPR, uma sequência 

líder a montante, os genes tracrCRISPR e os genes Cas (RICHTER et al., 2012).  

A matriz CRISPR é constituída por sequências repetidas que alternam com sequências 

espaçadoras (YAN & WEI, 2013). As sequências de repetição são geralmente compostas por 

24 a 47 pb e são idênticas entre si, embora possam ocorrer algumas diferenças como acontece 

com a repetição presente no final da matriz, que é frequentemente truncada (GRISSA et al., 

2007; LILLESTØL et al., 2006). Ao invés destas, as sequências espaçadoras apresentam-se 

como sequências únicas e são responsáveis pela imunidade conferida pelo sistema. Estes 

espaçadores resultam da integração na matriz CRISPR de “protoespaçadores”, isto é, 

fragmentos genéticos do agente patogénico invasor (HARRISON et al., 2014). O seu tamanho 

pode ser variável embora geralmente seja semelhante ao das repetições da mesma matriz 

(GRISSA et al., 2007). É importante também referir que um genoma pode conter mais do que 
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uma matriz CRISPR e que estas podem apresentar dimensões variáveis dependendo da 

capacidade de aquisição de novos espaçadores, sendo tanto mais longas quanto maior esta for 

(HORVATH et al., 2008; RICHTER et al., 2012).  

A sequência líder está localizada a montante da primeira repetição e é quem regula, 

através de um promotor, todos os processos de transcrição que ocorrem na matriz (JANSEN 

et al., 2002). Esta sequência é rica em bases AT e é constituída por cerca de 200-500 pb (PUL 

et al., 2010). Além de regular a transcrição, a sequência líder é também importante para a 

aquisição de novos espaçadores que são adicionados à sua extremidade proximal na matriz 

CRISPR (RICHTER et al., 2012; YOSEF et al., 2012). 

A expressão da matriz CRISPR dá origem a transcritos primários longos, que constituem 

os percursores do crRNA, designados de pré-crRNA. Estes pré-crRNA são posteriormente 

tratados, através de um processo de maturação, de onde resultam crRNAs que contêm apenas 

um único espaçador ladeado por fragmentos parciais de repetição (BHAYA et al., 2011). Para 

que este processo de maturação ocorra é necessária a presença de um RNA não codificante 

de proteínas, denominado trans-ativador de CRISPR RNA (tracrRNA) (MALI et al., 2013a; 

KARVELIS et al., 2013). O tracrRNA constitui um componente indispensável ao sistema 

CRISPR/Cas e os genes que o codificam estão também localizados no locus CRISPR (MALI et al., 

2013a).  

Associado à matriz CRISPR podem ainda ser encontrados os genes que codificam as 

proteínas Cas (JANSEN et al., 2002). Estas proteínas podem ser de vários tipos e são 

importantes pois, além de fornecerem a maquinaria enzimática necessária para a aquisição de 

novos espaçadores, estão diretamente envolvidas no processo de eliminação de agentes 

invasores (RICHTER et al., 2012). De acordo com a sequência e estrutura destas proteínas, o 

sistema CRISPR/Cas pode ser classificado em três tipos (I, II e III) (MAKAROVA et al., 2011). 

Nos tipos I e III várias proteínas Cas devem estar complexadas com o crRNA para que este 

possa exercer a sua função (SINKUNAS et al., 2013; ZHANG et al., 2012), no entanto, o tipo 

II requer apenas a presença da proteína Cas9 (DELTCHEVA et al., 2011; SAPRANAUSKAS et 

al., 2011). A proteína Cas9 é uma nuclease capaz de clivar de forma específica a cadeia dupla 

de DNA gerando DSBs de 3 pares de bases a montante da extremidade 3' do protoespaçador 

(MALI et al., 2013a; XU et al., 2014). Trata-se de uma proteína grande, com múltiplos domínios, 

sendo o processo de clivagem mediado por um domínio de nuclease HNH que cliva a cadeia 

do protoespaçador complementar ao crRNA e por um domínio nuclease semelhante ao RuvC 

que cliva a cadeia não complementar (MALI et al., 2013a; XU et al., 2014). É importante referir 

que a ligação e a ação nuclease da Cas9 dependem necessariamente da presença de curtas 
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sequências de nucleótidos altamente conservadas (5´- NGG -3’) junto ao protoespaçador, 

designadas de “Protospacer-Adjacent Motifs” (PAMs) (XU et al., 2014). Além da sua ação nuclease 

sobre o protoespaçador, a Cas9 participa ainda no processo de maturação do crRNA em 

conjunto com o tracrRNA e uma RNAase III endógena do hospedeiro (MALI et al., 2013a). 

O sistema CRISPR/Cas do tipo II é exclusivo de bactérias (ex. Streptococcus pyogenes) e a 

sua ação consiste em três etapas principais, a adaptação, o processamento e a interferência 

(ALKHNBASHI et al., 2014), representadas na Figura 1 e discutidas de seguida. 

i. Adaptação 

A fase de adaptação consiste na excisão, por ação de proteínas Cas, de fragmentos 

genéticos do DNA dos agentes patogénicos invasores desconhecidos. Esses fragmentos 

correspondem às sequências que constituem os protoespaçadores e são inseridos como 

novos espaçadores ao lado da sequência líder, entre repetições consecutivas de uma matriz 

CRISPR (ALKHNBASHI et al., 2014). 

Esta etapa pode também ser denominada de “fase de imunização” dado que o sistema 

CRISPR armazena a assinatura molecular de um agente infecioso para se proteger de uma 

próxima infeção (MALI et al., 2013a). 

ii. Processamento  

Quando acontece uma segunda infeção pelo mesmo agente patogénico, é transcrita a 

informação genética armazenada na matriz CRISPR durante a fase de adaptação. Dessa 

transcrição resulta, como já foi mencionado, o pré-crRNA. Neste ponto, o tracrRNA, também 

transcrito, vai hibridizar com as sequências repetidas do pré-crRNA formando um complexo 

com este e com a Cas9. Num segundo momento uma RNAase III endógena vai clivar o 

complexo hibridizado crRNA-tracrRNA e remover a extremidade 5’ de cada espaçador, 

obtendo-se crRNAs maduros que permanecem associados ao tracrRNA e à Cas9 (MALI et al., 

2013a). 

iii. Interferência 

Na fase de interferência cada complexo ribonucleoproteína crRNA-tracrRNA-Cas9 

reconhece o protoespaçador na dupla cadeia de DNA do agente invasor, com o qual vai 

estabelecer ligação pela via de emparelhamento de bases Watson-Crick. Esse reconhecimento 

é mediado pelo crRNA que é complementar a essa sequência (GASIUNAS et al., 2012; JINEK 

et al., 2012). Uma vez reconhecido o alvo, a nuclease Cas9 vai clivar o DNA indesejado através 
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dos seus domínios catalíticos, originando DSBs capazes de inativar o agente agressor (YAN & 

WEI, 2013).  

Além do reconhecimento da sequência alvo pelo crRNA, a ação da Cas9 está também 

dependente, como já referido, da presença da sequência 5’-NGG do PAM junto ao local de 

complementaridade. O PAM é um componente essencial que permite distinguir o próprio do 

não próprio, evitando que o sistema CRISPR/Cas9 direcione a sua ação contra si mesmo 

(HARRISON et al., 2014). Muitos sistemas CRISPR/Cas do tipo II requerem diferentes PAMs, o 

que pode dificultar a sua utilização em terapia génica (HORVATH et al., 2008), como veremos 

mais à frente. 

 

Figura 1 – Representação esquemática das etapas de funcionamento do sistema de defesa 

 bacteriano CRISPR/Cas9 do tipo II. (imagem adaptada de MALI et al., 2013) 

Devido à simplicidade do sistema CRISPR/Cas9, têm sido desenvolvidas estratégias para 

a aplicação desta tecnologia na reparação génica e controlo transcripcional (CHO et al., 2013; 
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CONG et al., 2013). A versatilidade do sistema como uma ferramenta de edição genómica 

resulta da sua capacidade de reconhecer virtualmente qualquer sequência no genoma e 

introduzir uma rutura controlada no DNA (SINGH et al., 2015).  

A implementação do sistema CRISPR/Cas9 em mamíferos requer a reconstituição 

adequada do complexo ribonucleoproteína crRNA-tracrRNA-Cas9 (MALI et al., 2013a). Para tal 

pode recorrer-se à entrega direta da Cas9 recombinante purificada ou do seu mRNA, 

juntamente com o crRNA e o tracrRNA (LI et al., 2014b), ou à expressão heteróloga da Cas9 

em codões otimizados com um sinal de localização nuclear apropriado e introdução de um 

vetor plasmídico contendo o crRNA e o tracrRNA regulado por um promotor de RNA 

polimerase III (CONG et al., 2013; JINEK et al., 2013; MALI et al., 2013b). Embora a 

expressão/entrega do crRNA e do tracrRNA possa ser feita individualmente, foi desenvolvido, 

para facilitar o processo, um RNA quimérico através da fusão do crRNA com o tracrRNA, ao 

qual se deu o nome de “single guide RNA” (sgRNA) (JINEK et al., 2012). O sgRNA possui uma 

sequência guia de 20 nucleótidos complementar ao DNA alvo, que pode ser reprogramada em 

função da sequência alvo de interesse (RAN et al., 2013a). Devido ao seu tamanho reduzido, 

é possível realizar a reparação multiplex de genes alvo através da introdução simultânea de 

vários sgRNA (CONG et al., 2013). Assim, em virtude da sua maior simplicidade e de um 

direcionamento mais robusto, o sgRNA tem sido preferencialmente utilizado na reparação 

efetiva do DNA de organismos eucariotas (CHO et al., 2013; CONG et al., 2013; JINEK et al., 

2013; MALI et al., 2013b).  

Da mesma forma que as ZFNs e as TALENs, o sistema CRISPR/Cas9 promove a reparação 

do genoma estimulando a formação de DSBs (HSU & ZHANG, 2012; URNOV et al., 2010), 

que são posteriormente corrigidas por NHEJ ou por HDR (RAN et al., 2013a). Na ausência de 

um molde de reparação, dá-se o processo de NHEJ que está na origem de indels e que pode 

ser útil para promover o knockout de genes (PEREZ et al., 2008). Quando o objetivo da 

reparação génica passa pela introdução de genes exógenos, a HDR é a via mais apropriada 

(Anexo II - Figura 2), apesar de ser um processo que ocorre normalmente em frequências 

mais baixas que a NHEJ (RAN et al., 2013a). Neste caso, o fragmento de reparação pode ser 

entregue sob a forma de dupla cadeia de DNA contendo braços de homologia que flanqueiam 

a sequência de inserção, ou na forma de oligonucleótidos de cadeia simples (RAN et al., 2013a).  

Ao contrário da NHEJ, a HDR é geralmente ativa apenas em células em estado de divisão, 

e a sua eficácia pode variar amplamente dependendo do tipo de células e do seu estado, bem 

como do locus genómico alvo, do molde de reparação e do vetor de entrega (SALEH-GOHARI 

& HELLEDAY, 2004). Nesse sentido tem-se verificado que a utilização de moldes de reparação 
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de cadeia simples aumentam a taxa de HDR em comparação com moldes de DNA de cadeia 

dupla (XIAO-JIE et al., 2015). De igual modo, a entrega do sistema CRISPR/Cas9 e do molde de 

DNA através de VAA apresenta um rácio de HDR mais elevado comparativamente a sistemas 

de entrega lentivirais integrase-defetivos ou a vetores não virais (HOLKERS et al., 2014). O 

aumento da taxa de HDR é importante, uma vez que pode melhorar a eficiência e a 

confiabilidade da terapia genética mediada pelo sistema CRISPR-Cas9, diminuindo 

consequentemente possíveis efeitos genotóxicos (XIAO-JIE et al., 2015). 

Uma outra forma de melhorar a eficiência da HDR consiste na indução de uma mutação 

de substituição de aspartato por alanina (D10A) no domínio catalítico RuvC da nuclease Cas9 

(GASIUNAS et al., 2012; JINEK et al., 2012), dando origem a uma Cas9 nickase (Cas9n). Esta 

nuclease mutante produz apenas quebras de cadeia simples estimulando preferencialmente a 

reparação por HDR (CONG et al., 2013), o que ajuda a diminuir a frequência de indels 

indesejados resultantes de DSBs fora do alvo. A utilização de pares de sgRNA dirige a Cas9n 

para a clivagem simultânea das duas cadeias no locus alvo, o que aumenta ainda mais a 

especificidade de reconhecimento do alvo para a geração de DSBs (RAN et al., 2013b). 

A utilização do sistema CRISPR/Cas9 como ferramenta de reparação do genoma guiada 

por RNA oferece várias vantagens sobre os métodos tradicionais ZFNs e TALENs guiados por 

proteínas (XIAO-JIE et al., 2015). O sistema CRISPR/Cas9 é capaz de melhorar 

significativamente a acessibilidade à sequência alvo devido à facilidade de personalização do 

sgRNA, revelando também uma maior eficiência de direcionamento (RAN et al., 2013a) quando 

comparada com as ZFNs. A este respeito as TALENs apresentam uma eficiência de 

direcionamento comparável à do sistema CRISPR/Cas9, contudo, e à semelhança das ZFNs, esse 

direcionamento é mediado por proteínas, o que obriga à modificação das proteínas guia 

sempre que há alteração da sequência alvo (RAMALINGAM et al., 2013). No caso do sistema 

CRISPR/Cas9 tal não se verifica, uma vez que a especificidade do alvo é conseguida por uma 

interacção de RNA-DNA de 20 pb, que é codificada por sequências curtas de cerca de 100 pb, 

sendo a mesma enzima Cas9 adequada para a clivagem de qualquer sequência do genoma 

(RAMALINGAM et al., 2013). As sgRNA do sistema/Cas9 são, portanto, mais simples e mais 

fáceis de projetar do que as ZFNs ou TALENs (RAMALINGAM et al., 2013). O tamanho 

reduzido das sequências de sgRNA permite ainda evitar as dificuldades associadas com a 

entrega demorada e repetida de vetores contendo ZFNs ou TALENs (RAMALINGAM et al., 

2013). Além disso, o problema relacionado com a metilação do DNA verificado com as TALENs 

parece não afetar a atividade do sistema CRISPR/Cas9 (HSU et al., 2013). A reparação de 

múltiplos locus genómicos em paralelo, devido à propriedade de mulplexing da CRISPR/Cas9, é 
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também uma vantagem importante desta ferramenta (RAN et al., 2013a) que permite 

diferenciá-la das anteriores.  

A especificidade e versatilidade da reparação génica mediada pelo sistema CRISPR/Cas9, 

juntamente com a sua facilidade de manipulação, tem conduzido ao registo de inúmeras 

patentes em todo mundo baseadas nesta tecnologia. Apesar de a bióloga Jennifer Doudna e a 

microbiologista Emmanuelle Charpentier terem sido as primeiras a descrever publicamente a 

tecnologia de edição CRISPR/Cas9, em 2012 na revista Science (JINEK et al., 2012), a primeira 

patente foi registada a 15 de abril de 2014 por Feng Zhang, um cientista do Broad Institute 

(ZHANG, US Pat. 8697359, 2014). Desde então um sem número de patentes têm emergido, 

muito à custa de alterações dos componentes que constituem o sistema, principalmente da 

sequência do sgRNA, permitindo diferenciar a tecnologia através de um direcionamento 

específico para um determinado alvo de interesse. No seguimento do sucesso desta tecnologia 

têm sido também desenvolvidas empresas que disponibilizam ferramentas e bases de dados 

contendo informações úteis para reprodução da tecnologia em laboratório (ex. addgene, 

CRISPRdirect, E-CRISPR, GeCKO, Cas-OFFinder, SIGMA-ALORICH, horizon). 

Aplicação do sistema CRISPR/Cas9 na reparação génica de iPSC  

Depois da abordagem inicial do sistema CRISPR/Cas9 na reparação génica de linhas 

celulares e modelos animais (HU et al., 2014; SEEGER & SOHN, 2014; WU et al., 2015; YIN 

et al., 2014), tem-se verificado, desde o início de 2013, um aumento do número de estudos 

que refere o sucesso da adaptação do sistema CRISPR/CAS9 na reparação de genoma humano 

(CHO et al., 2013; CONG et al., 2013; JINEK et al., 2013; MALI et al., 2013b, SCHWANK et 

al., 2013; ZHEN et al., 2014).  

O recurso a iPSC para estudar e tratar doenças genéticas incuráveis, através de inserção, 

deleção ou correção de genes, mediada pelo sistema CRISPR/Cas9 tem revelado resultados 

muito promissores. Em 2013 o grupo de HORII et al. foi capaz de modificar geneticamente 

iPSC para reproduzir in vitro a síndrome de imunodeficiência - instabilidade centromérica - 

anomalias faciais, uma doença autossómica recessiva muito rara, caracterizada por dimorfismo 

facial, deficiência em imunoglobulina, e ramificação dos cromossomas. Esta síndrome é causada 

por mutações na DNA metiltransferase 3B (DNMT3B), que causam a hipometilação de 

repetições do satélite 2, levando à descondensação destas regiões e instabilidade 

centromérica, uma das principais características desta síndrome (TUCK-MULLER et al., 2000). 

Através da utilização do sistema CRISPR/Cas9 este grupo conseguiu obter com uma eficiência 

bastante elevada (63%) um modelo da doença através da geração de iPSC mutadas em ambos 
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os alelos DNMT3B. Estes resultados vieram demonstrar que o sistema CRISPR/Cas9 pode ser 

altamente eficiente e útil para a engenharia do genoma de iPSC humanas (HORII et al., 2013). 

A abordagem de cura da -talassémia através da combinação destas duas tecnologias 

também já é uma realidade. A -talassémia é uma das doenças genéticas mais comuns em todo 

o mundo, e é causada por mutações no gene humano beta da hemoglobina (gene HBB) (XIE 

et al., em 2014). A correção de iPSC derivadas de doentes com -talassémia através da 

combinação da tecnologia CRISPR/Cas9 com o sistema de transposão PiggyBac foi demonstrada 

num estudo conduzido por XIE et al., em 2014. Neste estudo foi possível corrigir duas 

mutações diferentes causadoras de -talassemia, restaurando a expressão do gene HBB em 

eritrócitos diferenciados a partir das iPSC reparadas.  

De forma semelhante, um outro grupo utilizou as mesmas tecnologias para induzir 

mutações no gene CCR5Δ32 através do processo de recombinação homóloga em iPSC (YE et 

al., 2014). O recetor quimocina cisteína-cisteína tipo 5 (CCR5) é o principal co-recetor usado 

pelo vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV-1) para infetar macrófagos, células T e 

outras. Tem-se verificado que indivíduos homo ou heterozigóticos para a mutação no gene 

CCR5Δ32 apresentam, respetivamente, resistência ou uma progressão mais lenta à infeção por 

HIV-1 (BERGER et al., 1999; MARMOR et al., 2001). Além disso, os indivíduos homozigóticos 

para o genótipo CCR5Δ32 não demonstram aparentemente efeitos clínicos deletérios 

(BERGER et al., 1999), o que faz do CCR5 um alvo atraente para a terapia genética da Síndrome 

da Imunodeficiência Adquirida (SIDA). Neste estudo, os investigadores geraram iPSC 

homozigóticas para a mutação CCR5Δ32 que foram diferenciadas posteriormente em 

monócitos/macrófagos. Os monócitos/macrófagos derivados destas iPSC demonstraram ser 

resistentes à infeção por VIH-1 (YE et al., 2014). Estes resultados evidenciam a importância que 

a aplicação destas tecnologias pode vir a ter numa possível cura da patologia no futuro. 

A restauração da proteína distrofina em iPSC derivadas de doentes com DMD é um 

exemplo recente da aplicação bem sucedida da reparação génica levada a cabo pelo sistema 

CRISPR/Cas9 (LI et al., 2015). A DMD é uma doença degenerativa muscular grave causada por 

mutações no gene da distrofina localizado no cromossoma X, que leva à perda de função da 

proteína (LI et al., 2015). Depois de restaurar a função da proteína distrofina, o grupo de LI et 

al. (2015) diferenciou as iPSC corrigidas em células do músculo esquelético confirmando a 

expressão funcional da proteína. Estes resultados fornecem um quadro importante para o 

desenvolvimento de terapia génica ex vivo baseada em iPSC utilizando nucleases programáveis, 

especialmente o sistema CRISPR/Cas9.  
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Tendo em conta a novidade, a complexidade e a especificidade técnica da aplicação 

clínica deste tipo de tecnologias em humanos, são necessárias regras harmonizadas e 

especialmente adaptadas que salvaguardem a saúde pública no que respeita à produção, 

distribuição e utilização de produtos utilizados em terapias avançadas (Reg. (CE) N. 

1394/2007). A avaliação de medicamentos de terapia avançada exige frequentemente 

conhecimentos especializados muito específicos. Como tal, foi criado o Comité das Terapias 

Avançadas, no âmbito Agência Europeia de Medicamentos, que é responsável pela elaboração 

de um projeto de parecer sobre a qualidade, a segurança e a eficácia de cada medicamento de 

terapia avançada, para aprovação final pelo Comité dos Medicamentos para Uso Humano. 

Assim, além de estarem sujeitos aos mesmos princípios regulamentares que os medicamentos 

biotecnológicos, os requisitos técnicos, em especial o tipo e o nível de qualidade pré-clínicos 

e clínicos necessários para comprovar a qualidade, segurança e eficácia destes produtos, 

podem ser altamente específicos. A realização de ensaios clínicos deve ser realizada em 

conformidade com os princípios globais e requisitos éticos estabelecidos na Diretiva 

2001/20/CE, respeitantes à aplicação de boas práticas clínicas na condução dos ensaios clínicos 

de medicamentos para uso humano. Tendo em conta as características técnicas específicas das 

terapias avançadas, a Diretiva 2005/28/CE, de 8 de abril de 2005 estabelece que deverão ser 

adaptados princípios e diretrizes pormenorizadas de boas práticas clínicas, bem como 

requisitos para a autorização de fabrico ou de importação desses produtos, através do 

estabelecimento de regras concebidas especialmente para este tipo de terapias. 

Embora a maioria dos ensaios clínicos com iPSC se destine atualmente à produção de 

modelos de doença, estudo de função de genes e desenvolvimento de novas terapêuticas, a 

utilização de iPSC para transplantação autóloga em humanos já é uma realidade. Em fevereiro 

de 2013, Masayo Takahashi, investigadora do  Centro de Biologia do Desenvolvimento, em 

Kobe no Japão, recebeu pela primeira vez aprovação ética das autoridades reguladoras do 

Japão para a realização de um ensaio clínico. O objetivo passava pelo tratamento da 

Degeneração Macular Relacionada com a Idade através da transplantação de iPSC derivadas de 

doentes. Depois de ter sido feita a colheita e reprogramação de células da pele de uma doente, 

foram apresentadas provas da segurança e estabilidade genética das iPSC geradas, tendo sido 

transplantadas, no dia 12 de setembro de 2013, sem aparecimento de efeitos colaterais graves 

(REARDON & CYRANOSKI, 2014). Apesar destes avanços, não existe até ao momento 

qualquer ensaio clínico envolvendo a tecnologia CRISPR/Cas9 na reparação génica de iPSC. De 

facto este sistema de reparação de genoma ainda se encontra a dar os primeiros passos, 
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havendo um longo caminho a percorrer para garantir a segurança da aplicação desta 

ferramenta em terapia humana. 

LIMITAÇÕES E ASPETOS A MELHORAR 

A reprogramação de iPSC a partir de células somáticas específicas do doente e a sua 

correção genética através do sistema CRISPR/Cas9 representa inevitavelmente um passo 

promissor para o desenvolvimento da terapia celular personalizada. Contudo a aplicação 

destas tecnologias em humanos ainda é vista com algumas reservas. Na origem dessas 

preocupações estão uma série de questões relacionadas tanto com as iPSC como com o 

sistema CRISPR/Cas9. 

No que respeita à tecnologia de produção de iPSC, várias limitações têm sido enunciadas, 

desde baixa eficiência de reprogramação, riscos de mutagénese de inserção, reativação de 

transgenes ectópicos silenciados, desenvolvimento de reações imunogénicas e potencial 

formação de tumores (WALIA et al., 2012). Estes problemas podem resultar de vários fatores. 

As razões para a baixa eficiência de reprogramação que se tem observado em células humanas 

ainda não estão bem esclarecidas, no entanto o equilíbrio entre os transgenes e/ou o nível de 

expressão de cada um deles parece ser um fator de influência (OKITA & YAMANAKA, 2011). 

Por outro lado, o uso de vetores não virais não integrativos são responsáveis por uma menor 

eficiência de reprogramação quando comparados com vetores virais integrativos (Tabela 1) 

(LI et al., 2014a). Os vetores virais integrativos por seu turno estão associados ao risco de 

desenvolvimento de neoplasias após o transplante devido à integração dos transgenes no 

genoma (CHUN et al., 2010). A perturbação da rede de transcrição endógena pelos transgenes 

inseridos pode ainda condicionar a diferenciação posterior das iPSC, fundamental para a 

aplicação destas células (CHUN et al., 2010). De igual forma, a memória epigenética herdada 

das células somáticas de origem exerce um efeito negativo sobre o potencial de diferenciação 

das iPSC, demonstrando que a fonte a usar para gerar iPSC não é indiferente (KIM et al., 2010). 

Células de diferentes linhagens celulares revelaram ter uma propensão distinta para formação 

de tumores após a transplantação em modelos animais, característica que parece estar também 

relacionada com a epigenética da célula de origem (MIURA et al., 2009). A realização de biópsia 

para recolher as células a reprogramar, tratando-se de um processo invasivo, nem sempre é 

bem aceite pelo doente. Por outro lado, este procedimento condiciona a escolha do tecido 

celular a utilizar, pois nem todos são ideais para realizar a operação de recolha, devendo essa 

escolha atender à segurança, eficácia e conveniência do processo (LI et al., 2014a). Além da 
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sua influência na posterior diferenciação das iPSC geradas, o tipo de célula usada é também um 

fator condicionante da eficiência da reprogramação inicial (BOROOAH et al., 2013). 

Tal como já foi referido, a reativação do fator de reprogramação c-Myc está na origem 

da formação de tumores devido às suas propriedades oncogénicas. A sua utilização levanta 

por isso algumas preocupações, tendo vindo a ser estudada a sua eliminação ou substituição 

nos protocolos de reprogramação. Outra abordagem importante tem passado pelo 

desenvolvimento de novas formas de entrega dos fatores de reprogramação com o intuito de 

eliminar a integração de transgenes no genoma por vetores virais (Anexo I - Tabela I) (CHUN 

et al., 2010; LI et al., 2014a). Além das questões já mencionadas, os vetores virais estão 

relacionados com o aparecimento de reações imunogénicas contra as iPSC transplantadas em 

indivíduos singénicos (MIURA et al., 2009). Este potencial imunogénico das iPSC pode ainda ser 

causado por fatores genéticos e epigenéticos do tecido celular do qual derivam (CAO et al., 

2014). A possível imunogenicidade das iPSC é uma questão importante dado que teoricamente 

umas das mais-valias desta tecnologia relaciona-se com a tolerância imunitária da 

transplantação autóloga de iPSC derivadas do doente (LI et al., 2014a). Como tal, a realização 

de testes de imunogenicidade in vivo deve ser utilizada como uma plataforma de rastreio para 

melhorar a tecnologia de reprogramação de iPSC (ZHAO et al., 2011).  

A manutenção da integridade do genoma das iPSC durante a sua manipulação genética é 

muito importante para garantir a segurança da utilização destas células na terapia clínica (YE 

et al., 2014). No entanto, tem-se verificado que a tecnologia de reparação génica CRISPR/Cas9 

pode estar associada ao risco de mutagénese indesejada devido à ação catalítica destas 

nucleases em locais fora do alvo. A frequência de mutações fora do alvo parece ser igual ou 

até superior às pretendidas (FU et al., 2013) sendo a responsabilidade desses acontecimentos 

partilhada pela Cas9 e pelo sgRNA (KOO et al., 2015). 

A ligação e clivagem mediada pela Cas9 está absolutamente dependente do 

reconhecimento da sequência PAM, o que por si só já é uma limitação da tecnologia (YAN & 

WEI, 2013). Apesar disso, esta sequência é encontrada no genoma humano a cada 8-12 pb, 

não representando um grande inconveniente (CONG et al., 2013; HSU et al., 2013). Em 

condições normais, a Cas9 derivada de S. pyogenes reconhece preferencialmente a sequência 

PAM (5’-NGG-3’). Todavia, esta nuclease pode por vezes atuar em locais com sequências PAM 

5’-NAG-3’ ou 5’-NGA-3’ (HSU et al., 2013) e assim originar clivagens fora do alvo (KOO et 

al., 2015). As ruturas criadas noutras partes do genoma são normalmente reparadas pelo 

processo de NHEJ conduzindo à formação de indels (FU et al., 2013). 
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O reconhecimento que medeia o emparelhamento entre o sgRNA e o DNA alvo é 

realizado por uma sequência específica de 20 nucleótidos. Pode acontecer, porém, que esse 

reconhecimento se dê em regiões sem homologia total, levando a um emparelhamento de 

bases errado, que em última instância conduz a clivagens fora do alvo (LIN et al., 2014). 

Algumas dessas sequências podem conter alguns nucleótidos extra ou em falta originando, 

protuberâncias de DNA ou RNA, respetivamente (LIN et al., 2014). Existem ainda evidências 

de que o emparelhamento errado entre o sgRNA e o seu DNA alvo é posição-dependente, 

estando a extremidade 5’ da sequência guia proximal ao PAM mais suscetível a erros quando 

comparada com a região de 8-14 pb na extremidade 3’ distal (HSU et al., 2013). A 

suscetibilidade para originar erros de emparelhamento parece estar também dependente da 

sequência guia, sendo maior a propensão de algumas relativamente a outras (HSU et al., 2013). 

Em geral mais de três emparelhamentos errados entre sgRNA e o DNA alvo são mal tolerados 

e conduzem igualmente a efeitos indesejados (HSU et al., 2013). A concentração relativa de 

Cas9/sgRNA utilizada no processo de reparação é outro fator que deve ser controlado e que 

tem influência no aparecimento de clivagens em locais diferentes do alvo pretendido (HSU et 

al., 2013). 

Têm sido desenvolvidos vários métodos para tentar reduzir os efeitos fora do alvo. Uma 

forma de evitar emparelhamentos errados pelo sgRNA, consiste em escolher, através de 

previsões bioinformáticas (KOO et al., 2015), um local alvo que não possua nenhuma sequência 

homóloga ao longo do genoma (XIAO-JIE et al., 2015). Uma outra alternativa passa pela criação 

de sgRNA truncados em 2 a 3 nucleótidos, dado que sequências mais curtas possuem uma 

menor tolerância para erros de emparelhamento (FU et al., 2014).  

A utilização de nucleases Cas9n emparelhadas que geram quebras de cadeia simples ou 

cortes em diferentes cadeias de DNA, em vez de DSBs, pode aumentar significativamente a 

especificidade uma vez que as clivagens realizadas fora do local alvo pelas Cas9n podem ser 

fielmente reparadas por HDR (GHEZRAOUI et al., 2014). Esta estratégia parece aumentar a 

especificidade para o local alvo cerca de 1500 vezes (DOUDNA & CHARPENTIER, 2014; 

HOU et al., 2013). O uso de ortólogos da Cas9 que reconhecem sequências PAM mais longas 

permitem melhorar a especificidade e diminuir o número de sítios de corte dentro de uma 

região de interesse do genoma, reduzindo assim os efeitos fora do alvo (RAN et al., 2013b). A 

especificidade desta tecnologia pode ainda beneficiar da combinação do sistema CRISPR/Cas9 

com outras nucleases, como por exemplo a Fok1 (TSAI et al., 2014). 

A forma pela qual a Cas9 e o sgRNA são entregues à célula é capaz de influenciar a 

atividade de ligação dentro e fora do alvo. Por esse motivo é essencial o desenvolvimento de 
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vetores de entrega mais eficientes. Os vetores VAA são os mais empregues atualmente na 

reparação génica devido à sua eficiência e segurança (KAUFMANN et al., 2013; KOTTERMAN 

& SCHAFFER, 2014). Contudo, o gene que codifica para a nuclease Cas9 derivada de S. 

pyogenes é demasiado grande para a transdução com VAA devido à carga genética limitada 

destes vírus. A entrega direta da proteína Cas9 recombinante, o uso de ortólogos da Cas9 

mais pequenos derivados de outras espécies (ESVELT et al., 2013), ou o aumento da carga de 

transporte dos VAA por métodos de engenharia genética (KOTTERMAN & SCHAFFER, 

2014), representam formas viáveis para melhorar a eficiência de entrega. Neste caso a entrega 

mediada por peptídeos é também uma alternativa para promover uma maior atividade de 

ligação ao alvo quando comparada com a entrega mediada por plasmídeos (RAMAKRISHNA 

et al., 2014). No entanto, é preciso notar que, sendo uma proteína derivada de outro 

organismo, a Cas9 é suscetível de causar respostas imunológicas adversas, que poderão ser 

resolvidas pela supressão imunitária durante o tratamento ou, mais convenientemente, pela 

humanização da proteína à semelhança do que se faz em terapêuticas com anticorpos (MALI 

et al., 2013a, RIECHMANN et al., 1988).  

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

A recente descoberta do sistema CRISPR/Cas9 como ferramenta para a reparação génica 

de iPSC derivadas do doente foi um enorme passo para o desenvolvimento da terapia celular 

personalizada. As ferramentas baseadas no sistema CRISPR/Cas9 possuem vantagens notáveis 

e prometem melhorar grandemente a capacidade de reparar e regular a expressão génica em 

humanos. Associada à tecnologia de produção de iPSC, este sistema poderá ser aplicado em 

diversos campos biológicos, como na biotecnologia, engenharia metabólica e medicina, 

permitido a realização de uma ampla gama de pesquisas. Além da sua utilidade no estudo do 

desenvolvimento e função dos tecidos humanos, estas tecnologias prometem também facilitar 

a descoberta de novos agentes terapêuticos reduzindo significativamente o tempo de 

desenvolvimento e os custos associados com ensaios clínicos. É importante compreender, no 

entanto, que existem ainda vários desafios que têm de ser resolvidos antes da aplicação na 

prática clínica de iPSC geneticamente modificadas por este método, como por exemplo o 

aumento da eficiência de reprogramação de iPSC e a eliminação de efeitos fora do alvo capazes 

de induzir mutagénese. Apesar de ainda se justificar a realização de estudos de segurança mais 

amplos, estas tecnologias prometem expandir a nossa capacidade de explorar e alterar 

qualquer genoma e constituem um novo e promissor paradigma para entender e tratar a 

doença.  
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EBV: Epstein Barr Vírus. 

(Tabela adaptada de HU, 2014a, 2014b; LI et al., 2014a e RAO & MALIK, 2012). 

 

ANEXO I 

Tabela 1 - Comparação dos vários métodos de reprogramação usados na produção de iPSC. 

Método Vetor Vantagens Desvantagens 

V
ir

a
l 

In
te

gr
at

iv
o
 Retrovírus 

Expressão duradoura, reprogramação 

consistente e confiável, boa eficiência, 

fácil de implementar, validado para 

vários tipos de células. 

Mutagénese de inserção, expressão residual e 

reativação de transgenes, silenciando prematuro, 

tropismos limitados, representa perigo biológico, 

transdução múltipla, ações virais instáveis, 

imunogénicos. 

Lentivírus 

Expressão duradoura de transgenes, 

reprogramação confiável e 

consistente, boa eficiência, fácil de 

implementar, amplo tropismo celular. 

 

Mutagénese de inserção, expressão residual e 

reativação de transgenes, representa perigo 

biológico, imunogénicos, deixam marca genética 

mesmo quando excisados. 

N
ão

 i
n
te

gr
at

iv
o
 

Adenovírus Sem mutagénese insercional. 

Baixa eficiência de reprogramação, integração 

espontânea elevada, expressão transiente dos 

transgenes, necessidade de títulos elevados, 

representa risco biológico. 

Vírus Sendai 

Sem mutagénese insercional, 

expressão do transgenes duradoura, 

elevada eficiência de reprogramação, 

aplicável em vários tipos de células. 

Requer preparação e medidas adicionais para a 

remoção viral, dispendioso, representa perigo 

biológico, imunogénico. 

N
ã
o

 V
ir

a
l 

In
te

gr
at

iv
o
 

e
x
ci

sá
ve

l 

Transposões 

PiggyBac 

Sem mutagénese insercional, 

expressão de transgenes duradoura, 

boa eficiência, baixa imunogenicidade. 

Baixa taxa de integração em comparação com 

vetores virais, integração aleatória de plasmídeos 

auxiliares, trabalho extra de excisão dos 

transgenes e rastreio. 

N
ão

 i
n
te

gr
at

iv
o
 

Plasmídeos 

de expressão 

Não integrativo, barato, sem 

preparação de vírus. 

Baixa eficiência, necessidade de múltiplos ciclos 

de transfecção, integração ocasional, dificuldade 

de transfecção em células primárias, impede o 

uso de devido à necessidade de múltiplas 

transfecções, silenciamento do vetor. 

Minicirclo de 

DNA 

Baixo silenciamento do transgenes, 

sem mutagénese insercional, menos 

imunogénico. 

Expressão transiente, eficiência de 

reprogramação extremamente baixa, integração 

aleatória, etapa extra para a preparação do 

minicirclo, necessidade de múltiplas transfecções, 

limitado a um tipo celular (adipócitos). 

Plasmídeos 

Epissomais 

EBV 

Sem mutagénese insercional, 

transfecção única, simples, de baixo 

custo, menos imunogénico, perda do 

plasmídeo após a conclusão da 

reprogramação. 

Baixa eficiência de reprogramação, integrações 

aleatórias, silenciamento de transgenes, partição 

imperfeita de plasmídeos, não replica em células 

de roedores. 

Transdução 

de Proteínas 
Sem mutagénese insercional. 

Baixíssima eficiência de reprogramação, 

transdução múltipla, fatores de reprogramação 

de ação limitada, tempo de reprogramação 

longo, tecnicamente difícil de executar. 

Pequenas 

moléculas 
químicas 

Sem mutagénese insercional. 
Requer pelo menos um fator para ser 

transduzido. 

RNA sintético Sem mutagénese insercional. 

Expressão transiente, necessidade de transfecção 

múltipla, eficiência de reprogramação muito 

baixa, altamente imunogénico. 

miRNA 

Não integrativo, síntese fácil, 

administração controlável no tempo 

e na concentração. 

Ineficiente, expressão transiente, necessidade de 

múltiplas transfecções. 
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Figura 2 - Modelo conceptual de reparação génica de iPSC humanas através do 

sistema CRISPR/Cas9. 

iPSC específicas do doente podem ser geradas a partir de células somáticas (ex. fibroblastos), através da 

entrega de determinados fatores de reprogramação por vetores apropriados. As iPSC geradas que 

apresentam a mutação causadora da doença são posteriormente submetidas a reparação génica por 

nucleases guiadas por RNA, através de um sistema designado de CRISPR/Cas9. Este sistema possui uma 

sequência de RNA guia (sgRNA) que reconhece, junto à sequência PAM, a sequência genómica de 

emparelhamento no DNA alvo. Feito o reconhecimento da sequência alvo, a nuclease Cas9 vai clivar a cadeia 

de DNA causando a formação de DSBs que serão reparadas por NHEJ, originando indels, ou por HDR, que 

utiliza o DNA dador como molde para fazer a reparação precisa da quebra. Depois de corrigidas, as iPSC 

são diferenciadas no tipo celular de interesse e reintroduzidas no doente por transplantação autóloga. 

(Imagem adaptada de  CHARPENTIER & DOUDNA, 2013 e de KAUFMANN et al., 2013). 

http://www.nature.com/nature/journal/v495/n7439/fig_tab/495050a_F1.html#auth-1



