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Resumo 

A síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) é causada por mutações no gene WAS, que 

comprometem a função ou a síntese da proteína WAS (WASP).  Correção gênica, in vitro, em 

células tronco e progenitoras hematopoéticas (CTPH) de pacientes, utilizando estratégias de 

vetores virais, tem sido realizada para tratamento da WAS, no entanto, a ocorrência de efeitos 

adversos decorrentes de inserções aleatórias, têm sido associados ao vetor. Nesse contexto, o 

presente projeto propõe o desenvolvimento de uma estratégia inovadora de terapia gênica, 

baseada no sistema CRISPR/Cas, para inserção e correção genética sítio-dirigida do gene 

WAS. O sistema CRISPR/Cas é composto por um RNA guia (RNAg) que interage com 

endonucleases da família Cas formando um complexo que é direcionado para o DNA alvo por 

meio de pareamento de bases e induzindo, dessa forma, a clivagem da sequência alvo. Dessa 

forma, duas sequências guias de 20 nucleotídeos, cada, que compõem o RNAg foram 

desenhadas, utilizando ferramentas computacionais. A avaliação da eficácia do RNAg em 

guiar a endonuclease para a clivagem da fita dupla de DNA genômico foi realizada através de 

caracterização do sítio alvo avaliando a presença de mutações indel no DNA genômico. Após 

a confirmação da eficácia do RNAg para consequente estímulo da edição gênica do gene 

WAS, via recombinação homóloga, através da inserção de um DNA doador pelo método de 

eletroporação (não-viral), foi realizado a quantificação, por citometria de fluxo, de proteína 

verde fluorescente (GFP) fusionada à sequência de correção do gene WAS, flaqueadas a 

braços de homologia 3’ e 5’, contendo aproximadamente 800 pb cada. Nossos resultados 

mostraram uma alta eficácia de um dos RNAg em localizar o potencial ponto de clivagem da 

fita dupla de DNA genômico, onde 93,3% das colônias editadas apresentaram mutação indel 

com pontos de clivagem compatíveis com a literatura. No entanto, a clivagem da fita dupla de 

DNA genômico realizada pelo RNAg não foi capaz de induzir uma inserção eficiente da 

sequência de DNA doador. Portanto, sugerimos avaliações adicionais para a otimização do 

desenho da sequência doadora e/ou uso de moléculas estimuladoras para aumentar a 

ocorrência de recombinação homóloga para inserção de DNA doador. Dessa forma, será 

possível provar o conceito da nova estratégia, sítio-dirigida, com finalidade terapêutica. 

 

Palavras chave: Síndrome de Wiskott-Aldrich, CRISPR, Gene WAS, Terapia genética, 

Reparo por recombinação homóloga 
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Abstract 

Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is caused by mutations in the WAS gene, which 

compromise the function or synthesis of the WAS protein (WASP). In vivo genetic correction 

in hematopoietic stem cells (HPSC) of patients using strategies based in viral vector have 

been performed to treat WAS, however, the occurrence of adverse effects arising from 

random insertions have been associated with vector. In this context, the present project 

proposes the development of an innovative strategy of gene therapy, based on the 

CRISPR/Cas system, for insertion and site-directed genetic correction of the WAS gene. The 

CRISPR/Cas system is composed of a guide RNA (RNAg) that interacts with Cas family 

endonucleases forming a complex that is directed to the target DNA by base pairing and 

thereby induces cleavage of the target sequence. Thus, two guide sequences of 20 nucleotides 

each, which compose the RNAg were designed, using computational tools. The evaluation of 

the efficacy of RNAg in guiding the endonuclease for the cleavage of the double strand of 

genomic DNA was performed by characterizing the target site by evaluating the presence of 

indel mutations in genomic DNA. After confirming the efficacy of the RNAg for the 

subsequent stimulation of the WAS gene, by means of the insertion of a donor DNA by the 

electroporation method (non-viral), the quantification, by flow cytometry, of protein 

fluorescent green (GFP) fused to the WAS gene correction sequence, flanked into 3 'and 5' 

homology arms, containing approximately 800 bp each. Our results showed a high efficacy of 

only one of the RNAg in localizing the potential cleavage point of the double strand of 

genomic DNA, where 93.3% of the edited colonies presented indel mutation with cleavage 

points compatible with the literature. However, cleavage of the double strand of genomic 

DNA by RNAg was not able to induce efficient insertion of the donor DNA sequence. 

Therefore, we suggest additional evaluations for optimization of donor sequence design 

and/or use of stimulatory molecules to increase the occurrence of homologous recombination 

for insertion of donor DNA. In this way, it will be possible to prove the concept of the new 

strategy, site-directed, with therapeutic purpose. 

 

Keywords: Wiskott-Aldrich syndrome, CRISPR-Associated Proteins, WAS gene, Genetic 

Therapy, Homology-directed repair 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As imunodeficiências primárias (IDP) possuem etiologia genética cuja principal 

característica está relacionada a alterações das funções do sistema imune, o que 

frequentemente resulta em infecções recorrentes e aumento da incidência de doenças 

autoimunes e neoplasias (1). A Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS; do inglês, Wiskott-

Aldrich Syndrome) é uma IDP ligada ao cromossomo X caracterizada por infecções 

recorrentes, hemorragias graves e autoimunidade (2). A WAS é causada por mutações no 

gene WAS, que comprometem a função ou a síntese da proteína WASP (3). Essa proteína é 

sintetizada em células hematopoéticas, onde integra diversos estímulos extracelulares para 

regulação dos filamentos de actina no citoesqueleto e sinalização celular (4,5). Alterações na 

WASP prejudicam a função das células do sistema imune, como: migração in vivo de 

leucócitos; morte de patógenos por células NK (“natural killer”) e neutrófilos; apresentação 

de antígenos por células especializadas; “homing” de células B nos órgãos linfóides 

secundários levando a uma resposta humoral deficiente; defeitos na formação de sinapse 

imunológica e ativação de células T após estimulação de seu receptor (2,4,6–8). 

Na WAS, as mutações genéticas que comprometem totalmente a função da proteína, 

estão associadas aos fenótipos mais severos da doença (9). Nesses casos, a indicação 

terapêutica é o transplante de células tronco e progenitora hematopoéticas (CTPH) alogênico, 

obtidas de doador saudável, que propõe a reconstituição do sistema imunológico com células 

saudáveis e eliminando assim as complicações clínicas desses pacientes (10,11). 

As CTPH utilizadas neste tipo de procedimento podem ser obtidas de medula óssea 

(MO), sangue periférico mobilizado (SPM) ou sangue de cordão umbilical e placentário 

(SCUP), além disso, são identificadas pela presença da proteína CD34 em sua superfície. As 

células tronco hematopoéticas são caracterizadas pela sua capacidade tanto de auto-renovação 
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como diferenciação em células progenitoras hematopoéticas comprometidas para a linhagem 

mieloide, linfoide, eritroide ou megacariocítica (12–14). 

O sucesso terapêutico utilizando o transplante de CTPH alogênico alcança cerca de 

70% dos casos, e os melhores índices são demonstrados quando utilizados doadores 

relacionados e HLA-idênticos, considerando a enxertia, a doença do enxerto contra o 

hospedeiro e infecções grave (15,16). Assim, o desenvolvimento da terapia gênica através de 

modificação genética de CTPH autogênica, para a correção da proteína WASP, vem sendo 

proposta como um tratamento alternativo para WAS, pois poderia não somente superar as 

limitações e morbidades relacionadas ao transplante alogênico, como também ser aplicável a 

todos os pacientes (16–18). 

Existem trabalhos que demonstram, in vitro, a eficiência, segurança e estabilidade na 

transdução em diferentes tipos de células hematopoéticas humanas para a correção das 

mutações no gene WAS, utilizando estratégias de vetores virais (2,4,19). Em ensaios clínicos, 

trabalhos têm mostrado resultados de pacientes portadores de WAS submetidos a tratamento 

com terapia gênica, onde foram utilizadas duas famílias diferentes de vetores virais para a 

transdução de CTPH seguida de transplante autólogo (17,20,21). Entretanto, apesar de, no 

estudo, todos os pacientes terem apresentado melhora do quadro clínico original, sendo as 

intercorrências como, sangramento grave, infecções recorrentes e autoimunidade totalmente 

revertidas, ocorreram múltiplas inserções aleatórias do material genético transferido pela 

maquinaria viral, em ambas as estratégias (17,20). Em associação a múltiplas inserções, 

Braun e colaboradores (20) demonstraram uma alta incidência no desenvolvimento de 

leucemias agudas com a utilização de gama-retrovírus, enquanto que o grupo de Aiuti e 

colaboradores (17) ainda não detectaram nenhuma expansão clonal aberrante nos pacientes 

que receberam vetores lentivirais. 
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O sistema CRISPR (do inglês, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats), descoberto inicialmente em bactérias, tem mostrado ser uma eficiente ferramenta 

para edição gênica em células de diversos organismos, incluindo ratos, camundongos e outros 

mamíferos (22–25). Esse sistema foi descrito como um sistema imunológico adaptativo de 

bactérias, constituído de curtas sequências repetidas, 20-50 pares de base (pb), regularmente 

intercaladas por sequências variáveis de nucleotídeos proveniente de DNA exógeno, 

chamadas de “espaçadores” (26).  Algumas sequências repetidas são palindrômicas podendo 

gerar RNAs com estruturas estáveis em forma de gancho ou não estruturados, além disso, 

cada sequência repetida possui uma sequência conservada na extremidade 3’ que servem 

como sítio de ligação para uma ou mais endonuclease Cas (27). Os espaçadores, quando 

associado à proteína Cas forma o sistema CRISPR/Cas, que é dividido em três tipos (I, II e 

III) e pode conferir imunidade em diferentes fases através da utilização de seus transcritos 

(27).   

A resposta imune adaptativa, em bactérias, mediada pelo sistema CRISPR/Cas é 

conferida por três estágios básicos: 1) Aquisição de DNA exógeno; 2) Biogênese de RNA-

CRISPR (crRNA) e 3) Direcionamento do alvo. Durante a transcrição, é gerado inicialmente 

um pré-CRISPR RNA (pré-crRNA) que interage com RNA transativador (tracrRNA) 

formando o crRNA maduro denominado de RNA guia (RNAg) que interage com 

endonucleases da família Cas, forma um complexo que é direcionado para o DNA alvo por 

meio de pareamento de bases e induzindo, dessa forma, a clivagem da sequência alvo (27,28). 

No direcionamento da sequência alvo, cada RNAg está sempre associado a um motivo 

denominado de PAM (do inglês, Protospacer Adjacent Motif), o qual pode variar de acordo 

com o tipo de sistema CRISPR (27,29). 

Nesse contexto, o presente projeto propõe o desenvolvimento de uma estratégia 

inovadora de terapia gênica, baseada no sistema CRISPR/Cas, para inserção e correção 
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genética guiada por RNA. Devido ao fato da WAS ser uma doença monogência, o gene WAS 

foi identificado como sendo o mais indicado para nossa primeira manipulação genética, em 

células humanas, para transfecção in vitro com sistema de eletroporação (não-viral). Com a 

validação funcional do RNAg desenhado, confirmando a eficácia do sistema CRISPR/Cas na 

edição gênica do gene WAS e quantificação da eficiência de transferência gênica em células 

hematopoéticas de origem humana, será possível avançar os estudos para edição do gene WAS 

em CTPH avaliando sua multipotencialidade e proliferação pós-edição, provando o conceito 

da nova estratégia sítio-dirigida com finalidade terapêutica. 
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2. JUSTIFICATIVA 

  

A terapia gênica utilizando CTPH tem surgido como uma estratégia inovadora para 

correção das desordens da IDP permitindo níveis de eficiência compatíveis com uma melhora 

do quadro clínico (17,30). Na WAS, a indicação terapêutica nos casos mais graves, é o 

transplante de CTPH alogênico, onde os melhores resultados clínicos são obtidos quando 

utilizadas células de doador HLA-idênticos (31).  

O fato de a WAS possuir uma frequência de melhora clínica relativamente alta por 

transplante alogênico de CTPH, fornece uma perspectiva de eficácia dos tratamentos com 

base no transplante autólogo após correção gênica das CTPH (32). Além disso, as CTPH são 

facilmente acessíveis e passíveis de cultivo in vitro e transferência de genes, oferecendo uma 

melhor chance de sucesso na terapia gênica. Contudo, no contexto de IDP graves como na 

imunodeficiência combinada severa (SCID, do inglês severe combined immunodeficiency), as 

CTPH modificadas geneticamente apresentam vantagens seletivas sobre as populações de 

células não modificadas (33). Esses dados indicam que mesmo uma baixa eficiência de 

transferência do gene corrigido pode reverter completamente os sintomas clínicos.  

Com base nas estratégias de terapias gênicas utilizadas atualmente, através da 

utilização de vetores virais, o sistema CRISPR/Cas, tem mostrado ser mais vantajoso devido 

ao fato da edição gênica poder ser feita de maneira dirigida, o que controlaria a aleatoriedade 

de pontos de inserção no DNA de células submetidas à transdução, como ocorre com vetores 

virais. Dessa forma, a correção e alteração genética podem ser realizadas inclusive no gene 

original, mantendo a estrutura e controle de expressão gênica endógena, minimizar 

genotoxicidade decorrente de inserções aleatórias, além de permitir a uniformização da 

terapia para todos os pacientes WAS. Portanto, este estudo visa avaliar a eficácia de uma 
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estratégia de terapia gênica inovadora o que poderá permitir uma futura implantação, em 

nosso país, de plataforma de ensaios pré-clínicos baseados nesse tipo de tecnologia. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar a eficácia do sistema CRISPR/Cas na edição genômica de WAS 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

− Avaliar a eficácia da endonuclease Cas9 guiada, na clivagem da sequência alvo 

no gene WAS; 

− Caracterizar o sítio alvo da Cas9 guiada no DNA genômico, através de 

sequênciamento; 

− Quantificar a eficiência de transferência gênica do WAS fusionado à GFP em 

células hematopoéticas. 
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4. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

4.1. Imunodeficiência primária 

 

As IDP compõem um grupo heterogêneo de doenças genéticas raras, compreendendo 

mais de 250 doenças clinicamente diferentes que afetam a via biológica de desenvolvimento e 

diferenciação do sistema imune (34). Em geral, as IDP são desordens monogênicas, de origem 

hereditária, predominantemente caracterizadas por infecções recorrentes com risco de vida, se 

não diagnosticas e tratadas (34,35). 

De acordo com a política nacional brasileira, portaria nº 199 de 30 de janeiro de 

2014, considera-se doença rara aquela que afeta até 65 pessoas em cada 100.000 indivíduos, 

ou seja, 1,3 pessoas para cada 2.000 indivíduos (36). Nas IDP, os dados de prevalência e 

incidência global são desconhecidos, devido à variabilidade na metodologia de obtenção das 

informações em diferentes países levando a resultados inconsistentes. Estudos recentes têm 

sugerido que as IDP podem ser mais frequentes que o estimado anteriormente (37–39). 

De acordo com a última atualização da classificação de IDP, após encontro em 

Londres, em março de 2015, compilado pelo Comitê de especialista da União Internacional de 

Sociedades Imunológicas, nos últimos dois anos, foram reportados 34 novos defeitos gênicos. 

E, considerando o defeito genético, se conhecido, doenças associadas às anormalidades 

imunológicas e algumas condições não-imunológicas, as IDP foram classificadas em (40): 

• Imunodeficiência afetando imunidade humoral e celular; 

• Imunodeficiências combinadas com características associadas ou sindrômicas; 

• Defeitos predominantes de anticorpos; 

• Doenças de desregulação imune; 

• Defeitos congênitos de número de fagócitos, função ou ambos; 
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• Defeitos em imunidade inata e intrínseca; 

• Desordem auto-inflamatória; 

• Deficiências de complemento; 

• Fenocópias de IDP. 

Com a finalidade de reduzir a morbidade e mortalidade na IDP, em 1993, a Fundação 

Jeffrey Modell (http://www.jmfworld.com) e Cruz Vermelha Americana 

(http://www.info4pi.org/aboutPI) estabeleceram 10 sinais de alerta que são revisados 

periodicamente, sendo a mais recente em 2013, apresentando uma versão para adultos e outra 

para crianças, com várias traduções transculturais e, no caso do Brasil, sendo adaptado ao 

nosso meio pelo grupo brasileiro para imunodeficiência (BRAGID, do inglês Brazilian Group 

for Immunodeficiency) (37,41). 

 

4.2. Síndrome de Wiskott-Aldrich 

 

A WAS foi descrita em 1937 quando o pediatra alemão Dr. Alfred Wiskott 

identificou três irmãos, cujas irmãs eram saudáveis, apresentando características clínica de 

eczema, trombocitopenia e infecções recorrentes desde a primeira infância, sendo notificadas 

as mortes precoces devido à hemorragia e infecções. Dessa forma, a doença foi associada a 

um defeito nas plaquetas e foi chamada de “trombopatia hereditária” (42).  

Em 1954, a doença foi estudada em maiores detalhes pelo pediatra americano Dr. 

Robert Aldrich através do acompanhamento de 6 gerações de uma família holandesa afetada, 

sendo observado que vários meninos haviam morrido devido à trombopatia hereditária, com 

nenhuma menina afetada, baseado nisso, o pediatra americano propôs que essa doença tinha 

um padrão recessivo ligado ao cromossomo X (43). Na década de 60, com o reconhecimento 

desses pacientes, passaram a ser referidos como pacientes com síndrome de Wiskott-Aldrich. 
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Em 1994, Derryl e colaboradores sequênciaram pela primeira vez o gene responsável pela 

síndrome, localizado no braço curto do cromossomo X (44). 

A incidência de IDP ligada ao cromossomo X é de aproximadamente 1 a 4 casos por 

1.000.000 de nascidos vivos do sexo masculino, com uma média de idade para o diagnóstico 

de 24 meses, para os casos sem histórico famíliar, e estima-se que a incidência da WAS seja 

de 1 a 10 em 1 milhão de indivíduos (45,32). 

A WAS é, na maioria dos casos, causada por mutações pontuais no gene WAS 

localizado no braço curto do cromossomo X, apresentando 12 exons que codificam a proteína 

WASP (do inglês, Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) com 502 aminoácidos (44). Além 

disso, o gene WAS, possui dois promotores, cujas regulações gênicas in vivo ainda não estão 

bem compreendidas: 1) o promotor proximal, que fica imediatamente adjacente ao local de 

início da tradução, possuindo um padrão de expressão específico da linhagem hematopoética 

e 2) promotor distal, localizado 6 kb (quilobase) acima e também mostra atividade em 

linhagens de células hematopoiéticas (46–48). A WASP contém vários domínios funcionais 

que interagem com proteínas envolvidas na sinalização intracelular e regulação da 

polimerização dos filamentos de actina no citoesqueleto (49). Até o momento foram descritos 

aproximadamente 300 tipos de mutações no gene WAS envolvendo todos os 12 exons 

(43,44,49–51).  

Na WAS, existe uma forte correlação entre genótipo e fenótipo, e de acordo com a 

manifestação clínica, a WAS pode ser classificada em: clássica, trombocitopenia ligada ao 

cromossomo X (XLT, do inglês X-linked thrombocytopenia) e XLT branda (52,31).  

Para diferenciar os fenótipos causados por mutação no gene WAS e correlacionar a 

gravidade da doença, tem sido utilizado um sistema de pontuação, que varia entre 0 e 5, 

baseado nos sintomas clínicos (32,53). A WAS com pontuação igual ou maior que 3 é 

considerada como WAS clássica, cujo paciente apresenta trombocitopenia, eczema, 
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imunodeficiência e sequelas infecciosas (53), figura 1. Na presença de autoimunidade e/ou 

neoplasia é considerada como uma WAS com pontuação 5, representando um grupo com alto 

risco para morbidade e mortalidade. Um paciente com WAS pode transitar de uma WAS de 

baixa pontuação para uma de maior pontuação, e apesar dos mecanismos e fatores de riscos 

ainda serem desconhecidos, dados sugerem que essa transição pode ocorrer secundária a 

mudanças epigenéticas (54). 

 

 

Figura 1. Pontuação clínica de WAS. Pacientes WAS são pontuados de acordo com a severidade 

de seus eczemas e infecções, desenvolvimento de autoimunidade e/ou malignidade, assim como a 

presença de trombocitopenia severa, refratária (contagem de plaquetas < 10 x 109/L, apesar do 

tratamento imunomodulatório). Pacientes com pontuação clínica igual ou maior que 3 são 

considerados com WAS clássica e menor que 3 com XLT. Numa correlação genótipo-fenótipo, os 

pacientes com XLT mostram ser mais susceptíveis a apresentarem a proteína WASP residual 

associada a uma mutação gênica missense, em que é codificado um aminoácido diferente, 

enquanto que os pacientes com WAS têm maior probabilidade de serem WAS nulo podendo 
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apresentar, no gene WAS, uma deleção, uma mutação nonsense ou mutação de parada precoce. 

Essa classificação ajuda a prever quais pacientes poderão desenvolver complicações graves e se 

beneficiariam de um transplante de CTPH (TCTH) precoce. Inter: Intermitente, Mod: 

Moderado. Esquema adaptado de Worth e Trasher, 2016. 

 

A imunodeficiência na WAS está associada à deficiência no número e função das 

células T e B, resultando em maior suscetibilidade a infecções causadas por uma grande 

variedade de patógenos (45,32). Além disso, os níveis de imunoglobulinas também estão 

alterados em pacientes WAS e apesar dos números de neutrófilos, monócitos e outros 

fagócitos estarem normais, assim como, das células “natural killer” (NK) e células T 

reguladoras (Treg), as funções dessas células na resposta imunológica estão prejudicadas 

(51,52,55). 

Estima-se que 40% dos pacientes WAS desenvolvem autoimunidades que podem 

estar associadas à alteração na homeostasia das células T e B, além de alterações funcionais 

das células Treg, contribuindo para que parte desses pacientes apresente potencial para o 

desenvolvimento de múltiplas doenças autoimunes, sendo as mais comuns: anemia 

hemolítica, vasculite, doença renal e artrite crônica (45,56–58). 

A literatura mostra que 13-20% dos pacientes WAS desenvolvem algum tipo de 

neoplasia, sendo a mais comum o linfoma não-Hodgkin (LNH) quando comparado ao linfoma 

de Hodgkin (LH), no entanto, outras neoplasias como, mielodisplasia, leucemia e doenças 

mieloproliferativas também tem sido descrita (28,45). Dados históricos mostram que a taxa de 

mortalidade de pacientes WAS que desenvolvem algum tipo de neoplasia é de 95% (45). 

O desenvolvimento de eczemas ocorre em cerca de 80% dos pacientes (53). Assim, a 

trombocitopenia é a segunda manifestação mais comum em pacientes WAS, entretanto, a 

gravidade é variável e está associada ao risco de sangramento (45,59). Apesar do número de 

megacariócitos ser normal em pacientes WAS, a formação das plaquetas é anormal, o que 
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pode estar associado à função prejudicada de WASP no processo de formação plaquetária, 

ativação e remodelagem do citoesqueleto nestas células (60,61). 

O tratamento convencional para a WAS inclui: antibioticoterapia prolongada, 

repetida e, alguns casos, permanente; transfusões de plaquetas para os casos de hemorragias 

graves; uso de imunoglobulinas intravenosa, indicado para os pacientes que apresentam 

deficiência importante de anticorpos e uso de imunossupressor, quando houver manifestação 

autoimune (32). Entretanto, o cuidado padrão para crianças com WAS clássica é o transplante 

precoce de CTPH a fim de prevenir o desenvolvimento de complicações como, infecções 

significativas, sangramento ou autoimunidade (53). No entanto, no Brasil o tratamento é mais 

conservador e só vai a transplante os pacientes graves. 

 

4.3. WASP: Função, estrutura e ativação 

 

A regulação do citoesqueleto de actina é importante para permitir processos celulares 

básicos como, motilidade, divisão, diferenciação e endocitose (62). A WASP é sintetizada em 

células hematopoéticas não-eritróide e possui diversas funções no sistema imunológico, 

atuando como um importante regulador do citoesqueleto de actina, integrando eventos de 

sinalização de superfície celular, como o recrutamento e a localização de proteínas estruturais 

e quinases proporcionando a polimerização de actina, rearranjo do citoesqueleto e formação 

de podossomos (53,63). Os podossomos são estruturas protusivas especializadas associadas à 

degradação da matrix extracelular e migração celular invasiva (64). 

Em sua estrutura, a WASP apresenta: 1) em sua porção amino terminal, um domínio 

1 homólogo à Ena/VASP 1 (EVH1, do inglês Ena/VASP homology domain 1), também 

chamado de domínio 1 homólogo a WASP (WH1, do inglês WASP homology domain 1); 2) 

uma região básica (BR, do inglês basic region); 3) um domínio de ligação à GTPase (GBD, 
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do inglês guanosine triphophatase-binding domain); 4) uma região rica em prolina (PPP, do 

inglês polyproline rich region); 5) e, em sua porção carboxi-terminal, uma região composta 

por domínios de homologia à verprolina, central e regiões ácidas (VCA, do inglês verprolin 

homology/central/acidic domain) (65). 

O domínio VCA é um sítio ativo de WASP que se liga ao complexo de proteínas 

Arp2/3 para a formação de filamento de actina a partir de um núcleo preexistente formado por 

três monômeros de actina globular (66). Quando em repouso, a WASP apresenta seu domínio 

VCA ligado ao domínio GBD ocultando o sítio de ligação à Arp2/3 e, dessa forma, mantendo 

a proteína em uma conformação auto-inibitória, estabilizada pela ligação com a proteína WIP 

ao domínio EVH1 (5,53). 

A atividade de WASP pode ser regulada pela ligação de Cdc42-GTP (do inglês, Cell 

division control protein 42 homolog - Guanidine Triphosphate) ao domínio GBD. Essa 

ligação, junto à fosforilação de tirosina 291, ligação de PIP2 (do inglês, 

phophatidylinositol(4,5)-biphosphate) à região BR, ligação de TOCA1 (do inglês, transducer 

of CDC42- dependente actin assembly 1) ao PPP e CdC42-GTP, assim como a ligação de 

moléculas adaptadoras, como NcK eGrb2 ao PPP, induz uma mudança conformacional de 

WASP e estabiliza sua configuração ativa, aumentando a atividade de Arp2/3 através da 

liberação do domínio VCA em decorrência do rompimento do núcleo hidrofóbico (9,53,67), 

figura 2. A associação de múltiplas proteínas aos domínios de WASP, incluindo a ligação de 

proteínas adaptadoras que possuem o domínio SH3 como NcK ou CrKL, à WIP promove o 

recrutamento de WASP para o sítio de ativação (65,67).  
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Figura 2. Representação esquemática de WASP na conformação inativa e ativa. A molécula 

WASP, com 502 aminoácidos, é encontrada em sua forma inativa no citoplasma celular numa 

conformação fechada, apresentando o domínio VCA, através de sua região hidrofóbica central, 

ligado ao domínio GBD. A ativação de WASP ocorre através da ligação de PIP2 ao domínio BR, 

Cdc42-GTP ao domínio GBD, seguido de fosforilação de tirosina na posição 291 (Y291), ligação 

de Toca-1 e de moléculas adaptadoras à região PPP, o domínio VCA é liberado levando à 

ramificação e alongamento dos filamentos de actina por Arp2/3. Massaad et al., 2013. 

 

4.4. WASP nas células imunes 

 

Mutações em WASP levam a defeitos celulares que resultam no mau funcionamento 

da imunidade inata e adquirida, como migração de células, ativação e diferenciação de 

linfócitos, secreção de citocinas, citotoxicidade celular, apoptose regulada, depuração das 

células apoptóticas e desregulação da interação célula-célula, figura 3 (9,53,65). 

Todas as linhagens derivadas de CTH são funcionalmente anormais em pacientes 

WAS, incluindo linfócitos, plaquetas, neutrófilos e células dendríticas (32). Em relação aos 

linfócitos T, pacientes WAS apresentam um número reduzido dessas células na circulação que 
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diminui gradativamente devido ao aumento da taxa de apoptose (9,65). Além disso, os 

linfócitos T exibem uma morfologia anormal com redução de microvilos em sua superfície, 

afetando sua função migratória normal ou seu estado de ativação celular (65,68). A ativação 

de linfócitos T requer uma estável interação com células apresentadoras de antígenos (APC, 

do inglês Antigen-presenting cells) (9). A interface entre os linfócitos T e as APCs é chamada 

de sinapse imunológica (SI), composta por uma estrutura rica em filamentos de actina e 

moléculas sinalizadoras que regula a integração do sinal de receptores de células T (TCR, do 

inglês T cells receptors) e a subsequente ativação dos linfócitos T (69). 

Recentemente, foi mostrada a função de WASP na regulação transcricional de 

células T e células mielóides (70,71). Durante a diferenciação de linfócitos T auxiliares 

(CD4+), WASP promove o aumento da expressão do gene TBX21, direcionando as células a 

uma via de diferenciação para Th1. Em linfócitos T WASP-deficientes, essa diferenciação é 

desregulada, resultando em um desequilíbrio entre as populações CD4+ Th1 e Th2, o que 

poderia explicar a susceptibilidade dos pacientes WAS a infecções viral e doenças atópicas 

(53). 

Células Treg e linfócitos B podem contribuir com diferentes manifestações 

autoimunes observadas em pacientes WAS (9,58). As células T reg são responsáveis pela 

supressão da resposta imune e manutenção da homeostasia imunológica e, embora seu 

desenvolvimento seja normal em pacientes WAS, estudos in vitro mostraram que essas 

células apresentam uma incapacidade na supressão de linfócitos T efetores e na produção de 

interferon-gama (IFN-γ) (9,72). Além disso, em camundongos WASP-/- as células T reg 

apresentam falha na supressão da proliferação de linfócitos B e indução de apoptose devido a 

uma diminuição na secreção de granzima B (9). Os linfócitos B com ausência de WASP 

apresentam defeito no citoesqueleto de actina, não produzem filopódios, possuem motilidade 
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reduzida, apresentam menor capacidade de espalhamento e agregam menos do que células B 

normais, além de apresentarem uma produção elevada de auto-anticorpos (9). 

 As células NK (do inglês, natural killer) são importantes componentes do sistema 

imune inato, que atua na eliminação de células infectadas por vírus, de parasitos e células 

malignas (73). Essas células são predominantemente encontradas no sangue, mas ao serem 

estimuladas, podem migrar rapidamente para o sítio inflamatório onde matam as células alvo 

e liberam citocinas para estimular ainda mais a resposta imunológica (74). Ausência de WAS 

em células NK afeta sua atividade citotóxica, através da redução de sua capacidade de se ligar 

a células alvo durante a sinapse imunológica (65). Essa diminuição da capacidade das células 

NK em realizar a lise das células alvo pode estar contribuindo ao desenvolvimento de 

malignidade observada em pacientes WAS (9,65). 

Estudos mostram que plaquetas em pacientes WAS possuem forma e estrutura 

irregulares, ausência de filopódios, diminuição de filamentos de actina, poucos grânulos-α em 

seu citoplasma e são metabolicamente menos ativas com capacidade reduzida de agregação 

(75,76). Apesar do número de megacariócitos na medula óssea de pacientes WAS ser de 

normal a aumentado e sua capacidade de produzir pró-plaquetas e plaquetas não ser muito 

afetada, os níveis baixos de plaquetas observados em pacientes WAS, pode ser justificado 

pelo fato de as plaquetas possuem uma taxa aumentada de depuração na corrente sanguínea, 

que pode dever-se ao fato de possuírem forma e estrutura anormais, resultando em sua 

fagocitose por macrófago presentes no baço (77,78). 

Os monócitos e macrófagos de pacientes WAS apresentam menos filopódios, um 

sério defeito na formação de podossomos e polarização celular, além de falha na migração 

para um gradiente de quimiocinas, apesar de terem uma quantidade normal de receptores de 

quimiocinas (79,80). Essa falha na migração direcional de macrófagos com WASP ausente, 

ocorre devido à instabilidade dos filopódios em realizar retração rápida (81). Dessa forma, 
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falha no rearranjo do citoesqueleto mediado por WASP, seja por sua ausência ou dissociação 

de WIP, induz uma falha na migração de monócitos e macrófagos para o tecido infectado ou 

inflamado, assim como, na ligação e fagocitose de antígenos (9). 

Os neutrófilos de paciente WAS apresentam incapacidade de adesão, levando a uma 

falha no rearranjo de suas integrinas de superfície e propagação. Essas células também não 

conseguem polimerizar a actina e realizar migração normalmente in vitro e in vivo, 

desgranular após a estimulação, e possuem uma atividade reduzida da explosão respiratória 

(9). Além disso, em neutrófilos que apresentam ausência de WASP, a sinalização e ligação de 

integrinas leucocitárias são severamente diminuídas devido à localização aberrante de 

integrinas-β2 (82). 

Em relação às células dendrídicas, estudos têm mostrado uma distribuição anormal 

de filamentos de actina e, consequentemente, prejuízos na formação de lamelipódios e 

filopódios, incluindo ainda, redução da mobilidade in vitro, possivelmente devido à 

diminuição no recrutamento de Cdc42 (83,84). Além disso, as células dendríticas de pacientes 

WAS apresentam capacidade reduzida para a indução de secreção de interferon por células 

mononucleares de sangue periférico (9,85). 
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Figura 3. Efeitos da ausência de WASP em múltiplas linhagens hematopoéticas. WASP é 

requerida para múltiplas funções das células hematopoéticas e sua ausência resulta em 

desregulação global do sistema imune, com manifestações como, auto-imunidade, anormalidade 

estrutural das células, susceptibilidade à malignidade e aumento da destruição de plaquetas com 

tendência a sangramento. Esquema adaptado de Blundell e cols., 2010. 

 

4.5. Transplante de células tronco e progenitoras hematopoéticas 

 

Na década de 60, o transplante alogênico de CTPH começou a ser utilizado para o 

tratamento de IDP graves e, atualmente, continua sendo o tratamento de escolha (34).  

Em 1978, foram realizados, em dois pacientes, os primeiros transplantes de CTPH 

para tratamento WAS, resultando em cura imunológica e hematológica (86). Atualmente, o 

transplante de CTPH de doador saudável continua sendo o único tratamento curativo para 

pacientes WAS, sendo indicado a todos os pacientes com WAS clássica e XLT que possuem 

doador relacionado (32). 

Vários fatores podem influenciar o sucesso do transplante, como a compatibilidade 

HLA entre doador e receptor; tipo de doador (relacionado vs não-relacionado); idade do 
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paciente; desenvolvimento de doença do enxerto contra hospedeiro (DECH) e estado clínico 

do paciente (87–89). 

A literatura mostra que a taxa de sobrevida, pós-transplante, é maior em pacientes 

com idade menor que 5 anos, alcançando uma sobrevida de até 87% em pacientes com doador 

relacionado e compatível, e 71% com doador não-relacionado; além disso, pacientes com 

doadores não-relacionados apresentam maiores chances para o desenvolvimento de DECH 

aguda, comparado aos pacientes com doador relacionado (32).  

Moratto e colaboradores, 2011, mostraram que pacientes WAS com pontuação 

clínica < 3 apresentam melhor sobrevida e significativamente menores complicações pós-

transplante quando comparados ao de pontuação de 3 ou maior, embora não tenha ocorrido 

diferença entre pacientes com pontuação de 3-4 e aqueles com pontuação 5 (89). Outro fator 

importante associado ao sucesso do transplante de CTPH para a WAS é o cuidado na escolha 

do regime de condicionamento. Apesar de dados comparativos publicados até o momento 

para condicionamento mieloablativo e intensidade reduzida serem contraditórios (89,90). 

Vários estudos têm mostrado um enxerto completo e durável utilizando um condicionamento 

de intensidade reduzida tanto com doadores relacionados como não-relacionados (91–93).  

 

4.6. Terapia gênica 

 

Na década de 60, pesquisadores evidenciaram que os vírus possuíam propriedades 

que os tornavam úteis na entrega de genes em células de interesse, levando a uma publicação, 

em 1966 por Edward Tatum, em que demonstrava a eficácia dos vírus a serem utilizados na 

genética das células somáticas e, possivelmente, na terapia gênica (94,95). Com o 

estabelecimento da tecnologia do DNA recombinante, possibilitando a substituição do gene 
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causador da patologia viral por gene terapêutico, foi possível a realização da primeira prova 

de conceito de transferência de genes mediada por vírus (96). 

Em 1980, Mercola e colaboradores mostraram que células tronco de medula óssea de 

camundongos modificadas geneticamente através de transferência de genes, eram capazes de 

recuperar a medula óssea desses animais (33). Esse resultado encorajou a utilização 

terapêutica em humanos de células modificadas geneticamente. Com isso, no início da década 

de 90, acreditando que a correção genética de CTPH autóloga poderia fornecer uma 

alternativa segura para aqueles pacientes cujas células pudessem ser obtidas, os primeiros 

ensaios clínicos de terapia gênica para IDP iniciou com o uso do vetor gama-retrovírus 

derivado de murino para a transferência do gene em pacientes com SCID. No entanto, os 

benefícios clínicos vieram acompanhados de sérias complicações derivadas do vetor gama-

retrovírus, levando a uma evolução do protocolo clínico seguido por progresso biotecnológico 

resultando em melhorias na capacidade de introduzir genes em CTPH (97–99). 

Após ser demonstrada, em modelos animais, a eficácia e viabilidade da terapia 

gênica para o tratamento de WAS, foi realizado o primeiro ensaio clínico no qual 10 pacientes 

foram selecionados e tratados com terapia gênica utilizando o vetor γ-retrovírus para a 

transdução do gene corrigido da WASP em CTPH autogênica (18). Desses pacientes, 9 

apresentaram melhora imunológica, com recuperação de células T, NK e plaquetas, e 

consequente eliminação das complicações associadas à WAS, incluindo infecções, 

sangramento e autoimunidade (20). No entanto, 7 pacientes demonstraram ativação de 

oncogenes com subsequente desenvolvimento de leucemia de células T e um paciente 

desenvolveu síndrome mielodisplásica seguida de leucemia mielóide aguda (20). Dessa 

forma, visando a eficácia e segurança do uso de CTPH autogênica modificadas 

geneticamente, estudos começaram a focar na utilização do vetor lentiviral (17,30).  
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Aiuti e colaboradores (2013) mostraram resultados de três pacientes WAS tratados 

com terapia gênica utilizando vetor lentiviral. Eles observaram um enxerto durável e estável 

de CTPH geneticamente corrigida na medula óssea dos pacientes e estabilização das funções 

da WASP com eliminação dos sintomas clínicos de WAS e, apesar das inserções aleatórias da 

sequência corrigida no genoma das CTPH, num período de 20 a 32 meses após a correção 

gênica, não foi observado expansão clonal nesses pacientes (17).  

 

4.7. Sistema CRISPR/Cas 

 

Considerando os avanços na terapia gênica com o uso de CTPH autogênica 

modificadas geneticamente, o sistema CRISPR/Cas surgiu recentemente, entre 2012-2013, 

como uma ferramenta de edição gênica de alta precisão capaz de realizar a quebra da fita 

dupla de DNA de maneira sequência-específica em células de mamíferos (25,100).  

O sistema CRISPR em que se utiliza a nucleasse Cas9 guiada por uma molécula de 

RNA, composta de 100 nucleotídeos únicos, é considerado como sistema CRISPR do tipo II, 

sendo o mais estudado atualmente. A Cas9 possui dois sítios catalíticos, RuvC e HNH, que 

são ativados após o reconhecimento da sequência PAM à região alvo (29). O locus alvo, ao 

ser clivado pela Cas9, sofre uma das duas principais vias de reparo de DNA: a recombinação 

não-homóloga (NHEJ, do inglês nonhomologous end joing) ou a recombinação homóloga 

(HDR, do inglês homology-directed repair) (29). Na ausência de uma sequência doadora 

corrigida, as fitas de DNA são re-ligadas através da via NHEJ, que pode levar a mutações em 

forma de inserção/deleção (indel), podendo esse mecanismo ser aproveitado para mediar a 

inativação de genes específicos (29,101). Na presença de uma sequência doadora corrigida, a 

via HDR, que ocorre em menor frequência que a NHEJ, pode ser alavancada para a 

modificação do locus alvo (29). 
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O sistema CRISPR/Cas9, devido à simplicidade e custo, comparando com outras 

plataformas de edição gênica, já tem sido bastante utilizado como uma ferramenta de 

pesquisa, sendo atualmente sua aplicação direcionada à biotecnologia e medicina, para o 

tratamento de desordens genéticas, no que diz respeito à saúde humana (102). Dessa forma, a 

aplicação de CRISPR/Cas9 pode ser dividida em cinco grupos: 1) modificação genômica 

mediada Cas9 inata; 2) modificação genômica mediada Cas9 mutada; 3) ativação ou 

inativação de controle transcricional mediada por Cas9; 4) modificação do genoma de alto 

rendimento e silenciamento e 5) separação de certas áreas genômicas utilizando Cas9 com 

sítios catalíticos inativos unidos a um marcador (103). 

Estudos em células ou animais têm mostrado que o sistema CRISPR/Cas representa 

um avanço significativo na terapia gênica porque demonstraram a capacidade de ser 

administrado in vivo por métodos que são potencialmente traduzíveis para uso humano 

(25,49,104). Entretanto, considerando o uso clínico como aplicação final, pesquisadores têm 

focado em ultrapassar obstáculos ainda existentes, como efeitos fora do alvo (off-target), 

eficácia e desenvolvimento de métodos in vivo de entrega do gene corrigido, eficácia da HDR, 

potencial imunogênico do veículo de entrega e capacidade das células editadas (105). 

Diferentes protocolos têm sido desenvolvidos para a detecção de efeitos off-target da 

nucleasse Cas9 no genoma de células (106–111). Embora ainda seja necessária a 

padronização dos métodos de otimização, esses protocolos, para identificação de potenciais 

sítios off-target, associados a ferramentas computacionais utilizadas para desenhar RNA guia, 

são capazes de predizer a eficácia do sistema CRISPR/Cas (111). Para aumentar a eficácia de 

edição via HDR, Yu e colaboradores, em 2015, mostraram que pequenas moléculas, como 

brefeldina A e L755507, são capazes de modular a atividade do sistema CRISPR/cas, 

aumentando efetivamente a atividade de reparo via HDR na presença de uma sequência 

doadora (112). 
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Em outubro de 2016, um grupo chinês, liderado pelo oncologista Lu You da 

Universidade de Sichuan em Chengdu, China, realizou o primeiro ensaio clínico utilizando o 

sistema CRISPR/Cas para o tratamento de câncer de pulmão agressivo através de injeção de 

células editadas. Os pesquisadores coletaram células imunes do sangue do paciente e 

silenciaram, utilizando o sistema CRISPR/Cas9, o gene que codifica a proteína PD-1, que 

normalmente bloqueia a resposta imune favorecendo a proliferação de células cancerígenas. 

Após o cultivo das células editadas, aumentando seu número, as células foram injetadas de 

volta no paciente, com a esperança de que com a ausência da proteína PD-1, as células 

editadas pudessem atacar as células cancerígenas. Lu diz que o tratamento correu bem, e que 

o participante deverá receber uma segunda injeção de células editadas, no entanto, por 

questões de confidencialidade do paciente, não foi possível dar maiores detalhes (113). 

 

5. MATERIAIS E MÉTODO 

 

Os métodos foram realizados no Laboratório de Alta Complexidade do IFF e no 

Laboratório do Programa de Carcinogênese Molecular do Centro de Pesquisa do Instituto 

Nacional de Câncer (INCA). 

 

5.1 Amostra 

 

Para a avaliação da eficácia do sistema CRISPR/Cas, foram utilizadas células 

mononucleadas de sangue periférico (PBMC, do inglês peripheral blood mononuclear cells) 

humano de doador saudável e linhagens humanas, como a de rim de embrião humano (HEK 

293) e de linfócitos T derivados de leucemia/linfoma de células T do adulto (Jurkat). As 

CTPH CD34+ de sangue de cordão umbilical e placentário (SCUP) foram utilizadas para 
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avaliação da capacidade dessas células em incorporar material genético exógeno por método 

não-viral (eletroporação), mantendo sua capacidade proliferativa. 

 

5.2 Cultivo celular 

 

As células HEK 293 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, Gibco®), as PBMC e Jurkat foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park 

Memorial Institute, Gibco®), ambos suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado, 

L-glutamina (2mM) e antibióticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100µg/mL). As 

CTPH CD34+ obtidas de sangue de cordão umbilical, foram eletroporadas logo após o 

protocolo de purificação. Após a eletroporação, as células foram plaqueadas em duas 

concentrações diferentes, 5 x 102 e 2 x 103 células por poço. As células foram concentradas 

em 300 µL de meio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium®) e adicionadas em uma 

concentração de 1,1X em meio de cultura Methocult® H4034 (Stem Cell Technologies Inc., 

Vancouver, BC, Canada), então sedimentadas em dois poços de uma placa de 6 poços, 1,1 

mL/poço para cada ensaio.  Todas as células em cultura foram mantidas em uma atmosfera 

contendo 5% de CO2 a 37°C e com saturação de umidade. 

As PBMCs em cultura foram estimuladas, 24 horas após transfecção, com beads de 

ativação de linfócitos T humano CD3/CD28 (Gibco® Dnybeads®) e mantidas em cultura com 

meio acrescido de IL-2 (30 U/mL) para expansão de linfócitos T. 

 

5.3  Cultura primária 

 

5.3.1 PBMC 
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As PBMCs foram obtidas a partir de lavagem com solução tampão (PBS, do inglês 

Phosphate Buffer Solution), pH 7,2, de filtro, 24 horas após coleta de sangue de doador 

saudável proveniente do Banco de Sangue do INCA. Após lavagem do filtro com solução 

tamponada, as células mononucleadas em suspensão, coletadas em tubo de 50 mL, foram 

separadas por gradiente de densidade Ficoll-Hypaque® 1077, após centrifugação de 890 G por 

20 minutos. A camada correspondente às células mononucleadas fora coletada com auxílio de 

pipeta pauster e transferida para um tubo de 15 mL seguido de três lavagens com PBS e 

contagem do número de células para uso em transfecção. 

  

5.3.2 CTPH CD34+ 

 

5.3.2.1. Critérios de inclusão e exclusão 

 

Os critérios de inclusão e exclusão no que diz respeito à captação e triagem de 

gestantes para coleta de SCUP utilizadas de banco de sangue de cordão umbilical e 

placentário do INCA (BSCUP/INCA) estão de acordo com os estabelecidos por normas 

regulamentadoras e órgãos acreditadores. E no que diz respeito ao processamento para 

redução de volume das unidades de SCUP coletadas, é definido pelo BSCUP que estarão 

qualificadas as unidades que tiverem número de células nucleadas totais (CNT) igual ou 

superior à 1,5 x 109. Assim, no presente projeto, utilizamos como critério de inclusão as 

bolsas desqualificadas pelo BSCUP por baixa celularidade, ou seja, as unidades de SCUP que 

apresentarem CNT inferior a 1,5 x 109 e como critério de exclusão, foram utilizados os 

mesmos estabelecidos pelo BSCUP, que são: bolsa aberta pré-processamento; bolsa rompida 

na selagem ou na centrifugação; transporte inadequado e tempo entre coleta e processamento 

superior a 48 horas. 
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5.3.2.2. Coleta de SCUP 

 

A coleta de SCUP foi realizada pela equipe de enfermagem do BSCUP, quando em 

maternidades conveniadas (Hospital Naval Marcílio Dias, Hospital Maternidade Maria 

Amélia Buarque de Hollanda, Maternidade escola UFRJ e Hospital Maternidade Carmela 

Dutra) ou por obstetra responsável pelo parto quando em maternidades não-conveniadas. A 

coleta do SCUP foi realizada extra-útero, logo após o parto, através do efeito da gravidade, 

sendo o SCUP transferido para uma bolsa estéril contendo 30 ml da solução anticoagulante 

CPDA1. A unidade de SCUP coletada foi mantida a uma temperatura de 4°C até a realização 

do processamento, não ultrapassando o período máximo de 48h após a coleta. 

 

5.3.2.3. Processamento 

 

O protocolo de processamento utilizado no BSCUP é padronizado para a rotina do 

Centro de Transplante de Medula Óssea do INCA. O processamento das unidades de SCUP 

consistirá em redução do volume através da eliminação de plasma e hemácias realizado por 

sistema automatizado SEPAX 2® (Biosafe, Eysins Switzeland). 

 

5.3.2.4. Purificação de CTPH 

 

As CTPH foram purificadas, por seleção positiva de células CD34+, a partir de 

concentrado de células mononucleadas de SCUP isoladas após etapa de redução de volume, 

seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante, Stem Cell Technologies Inc., Vancouver, 

Canadá. O protocolo de purificação de CTPH se deu em 2 etapas. A primeira, através da 

utilização do kit RosetteSep para enriquecimento das CTPH em gradiente de densidade, 
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seguido de um kit de purificação em tubos de 15 mL e magneto para isolamento de células 

positivas para o marcador CD34. 

 

5.4   Desenhos da sequência doadora GFP/WAS e RNAg 

 

Os desenhos tanto da sequência de modificação gênica associada ao gene repórter 

GFP (GFP-WAS), como dos RNAg foram realizados segundo algorítimos descritos em 

http://www.genome-engeneering.org. Utilizando ferramentas computacionais como DNA 2.0 

e ZhangLab, foram demonstrados 100% de homologia da sequência desenhada com o gene 

WAS. 

A sequência doadora foi desenvolvida a partir de DNA complementar (cDNA) do 

gene WAS fusionado à GFP, com regiões flanqueadoras 3’ e 5’ (braços de homologia) 

contendo aproximadamente 800 pares de bases (pb), as quais apresentam homologia para o 

gene WAS. Na sequência doadora, foi realizado otimização de códons, sem alterações de 

aminoácidos, na região de possível reconhecimento pelo RNAg para que não ocorresse a 

clivagem do DNA não genômico pela Cas9.  

Como na síndrome de WAS a mutação pode ocorrer em qualquer um dos 12 exons 

do gene WAS, a região determinada para inserção da sequência doadora precisaria ser antes do 

início do exon 1. A clivagem da fita dupla de DNA pela endonuclease Cas9 ativa na célula a 

via HDR, levando ao reconhecimento dos braços de homologia da sequência doadora GFP-

WAS, sendo o braço de homologia 5’ se anelando à região não codificante (UTR, do inglês 

Untranslated region) e o braço 3’ se anelando por todo o exon 1 e parte do exon 2 do gene 

WAS. Logo após o anelamento dos braços de homologia ao gene WAS, a sequência GFP/WAS 

formará uma estrutura em forma de alça. Além disso, foi adicionado à sequência doadora, a 
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enzima de restrição XbaI no início e ao final da sequência correspondente a GFP, para 

retirada opcional deste como ilustrado na figura 4 e detalhado no apêndice I. 

 

 

Figura 4. Sequência doadora GFP/WAS. A sequência doadora possui um tamanho de 3892 pb e 

239 aminoácidos, sendo composta de: um braço de homologia 5’ com 800 pb, seguido do gene 

repórter GFP adicionado da enzima de restrição XbaI em suas extremidades, que antecede o 

DNA complementar do gene WAS, composto apenas de seus exons, flanqueado ao braço de 

homologia 3’ com 827 pb. 

 

A especificidade da endonuclease Cas9 é determinada pela sequência guia contendo 

20 nucleotídeos (nt). No sistema CRISPR derivado da bactéria Streptococos pyogenes (S. 

pyogenes), como o utilizado no presente estudo, os 20-nt guia desenhados devem preceder 

uma curta sequência determinada como motivo protoespaçador adjacente (PAM) composto 

por 5’-NGG. Portanto, para o desenho da sequência guia, foram considerados: 1) o sítio alvo 

no DNA genômico, que para o presente estudo foi a cerca de 20-30 pb do início do exon 1 do 

gene WAS; 2) o 5’-NGG PAM para Cas9 S. pyogenes (SpCas9) e 3) a probabilidade de efeitos 

off-target, como o anelamento da sequência guia em locais não previstos no genoma da 

célula. Assim, através das ferramentas computacionais utilizadas, DNA 2.0 e ZhangLab, 

foram obtidas duas sequências guias, ambas apresentando 100% de homologia para a região 

alvo e baixo score no algoritmo preditor de efeitos off-target. Portanto, no estudo, foram 

avaliados a eficácia na edição gênica de cada uma das sequências guias desenhadas, 

denominadas de RNAg 1 e RNAg 2, ilustrado na figura 5. 
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Figura 5. Sequências guias. As ferramentas DNA 2.0 e ZhangLab foram as que melhor 

atenderam os requisitos necessários, fornecendo duas sequências de 20 nucleotídeos associadas a 

sequências PAM. 

 

5.5 Plasmídeos 

 

A sequência GFP/WAS foi sintetizada e inserida no plasmídeo pUC57-simples pela 

empresa GenScript (Piscataway, NJ, USA). Os plasmídeos, pX459 (pSpCas9(BB)-2A-Puro 

v2.0, addgene) e pX458 (pSpCas9(BB)-2A-GFP, addgene) foram utilizados para o processo 

de clonagem das sequências de RNAg, previamente desenhados. Após a etapa de anelamento 

dos pares de oligonucleotídeos, as sequências foram ligadas no sítio de clonagem em cada um 

dos plasmídeos, como o pX458 (contendo o gene que codifica GFP) e pX459 para o RNAg 

validado, ambos utilizando a enzima de restrição BbsI. Para a inserção de GFP/WAS em pUC 

57-simples foi utilizado a enzima de restrição EcoRV. 

 

5.6 Clonagem 

 

Cada plasmídeo, pX458 e pX459, foi inserido, separadamente, em bactérias 

competentes, E. coli TOP-10f por choque térmico (invitrogen Life Science) ou HD5α®, 

através de processo de transformação bacteriana. As bactérias transformadas foram cultivadas 

em placa contendo meio Luria Bertani (LB)-ampicilina-ágar por 16 horas em estufa a 37˚ 
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onde foram formadas colônias cujas bactérias apresentavam resistência, fornecida pelo 

plasmídeo, ao antibiótico ampicilina. Para a amplificação de uma pequena massa de DNA 

plasmidial, as colônias bacterianas isoladas foram selecionadas da placa e crescidas em 5 mL 

de meio LB líquido acrescido de ampicilina (2 µg/mL), durante 16 horas, sob agitação a 250 

rpm. Em seguida, com o objetivo de purificar o DNA plasmidial, foi realizada uma mini-

preparação plasmidial, seguindo protocolo estabelecido pelo kit Ilustra plasmidPrep Mini 

Spin (GE Healthcare Life Science). 

As etapas subsequentes consistiram em avaliar a sequência de nucleotídeos que 

compunham o DNA plasmidial para a confirmação da presença da sequência de interesse, 

RNAg, através da técnica de sequênciamento e, após a confirmação, foi realizada a 

amplificação de uma grande quantidade de DNA plasmidial através do cultivo dessas 

bactérias em 500 mL de meio Terrific Broth (TB) líquido acrescido de ampicilina (2 µg/mL) 

durante 16 horas, sob agitação a 250 rpm, para então ser realizada a purificação de uma 

grande quantidade de DNA plasmidial através de uma maxi-preparação plasmidial, utilizando 

protocolo estabelecido pelo kit de purificação plasmidial Maxi-Prep Quiagen® (Quiagen, 

Hilden - Alemanha). 

Do plasmídeo pUC 57-simples recombinante contendo a sequência doadora 

GFP/WAS sintetizada, foi realizado o protocolo de maxi-preparação plasmidial, utilizando kit 

de purificação plasmidial Maxi-Prep Quiagen®. 

 

5.7 Digestão enzimática de DNA plasmidial 

 

As digestões foram realizadas, em geral, utilizando 1 µL de DNA (600 ng), 0,2 µL de 

enzima de restrição escolhida, 10 U/µL de tampão específico para a enzima de restrição 

escolhida e água mili-Q para completar o volume para 20 µL. A amostra foi incubada a 37 °C 
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por um tempo mínimo de 3 horas. Após o período de incubação foi realizado eletroforese em 

gel de agarose para análise da amostra digerida. 

 

 

Tabela 1. Enzimas e respectivos tampões utilizados na digestão. 

 

5.8 Reação em cadeia por polimerase (PCR) 

 

A reação em cadeia por polimerase convencional foi realizada com o objetivo de 

amplificar uma determinada sequência de DNA, seja para análise qualitativa para 

confirmação da clonagem, como para clonagem dos amplicons em plasmídeo específico. 

Todas as reações em cadeia por polimerase foram realizadas em termociclador Veriti, Applied 

Biosystems e confirmadas por eletroforese em gel de agarose. 

Para cada objetivo foram utilizados iniciadores (primers) específicos, como descritos 

na tabela abaixo: 



45 

 

 

Tabela 2. Sequência de pares de primers (senso e reverso) para clonagem de RNAg, análise de 

região editada pela Cas9 e clonagem em vetor linearizado. 

 

Para cada objetivo da aplicação da técnica de PCR, foi utilizado um determinado 

protocolo de ciclagem: 

 

Protocolo 1 Amplificação de sequência do plasmídeo pX458 ou pX459 

94 °C por 30 segundos (desnaturação) 

58 °C por 30 segundos (anelamento)             35 ciclos 

72 °C por 30 segundos (extensão) 

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado 
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Protocolo 2 Amplificação de região editada pela Cas9 

Desnaturação inicial a 95 °C por 2 minuto 

95 °C por 15 segundos (desnaturação) 

60 °C por 30 segundos (anelamento)             30 ciclos 

72 °C por 1 minutos (extensão) 

72 °C por 7 minutos (extensão final) 

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado 

 

Protocolo 3 Amplificar sequência do plasmídeo CR2.1 TOPO 

Desnaturação inicial a 95 °C por 5 minuto 

94 °C por 15 segundos (desnaturação) 

56 °C por 30 segundos (anelamento)             35 ciclos 

72 °C por 1 minutos (extensão) 

72 °C por 7 minutos (extensão final) 

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado 

 

Protocolo 4 Amplificar sequência doadora GFP/WAS inserida no DNA genômico 

Desnaturação inicial a 95 °C por 5 minuto 

94 °C por 15 segundos (desnaturação) 

55 °C por 30 segundos (anelamento)             30 ciclos 

72 °C por 1 minutos (extensão) 

72 °C por 7 minutos (extensão final) 

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado 
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5.9 Eletroporação 

 

Os plasmídeos recombinantes foram transfectados nas células através da técnica de 

eletroporação, seguindo o protocolo descrito por Chicaybam e colaboradores (114). 

Para a avaliação da eficácia da Cas9 em clivar o sítio alvo, um total de 8 x 105 

células HEK foram eletroporadas com 5 µg do plamídeo pX458 recombinante, contendo 5 µg 

de RNAg 1 ou RNAg 2. Para a transferência gênica de GFP/WAS, 5 µg dos plasmídeos 

recombinantes pX459 contendo RNAg previamente validado e pUC57 contendo a sequência 

doadora GFP/WAS foram co-eletroporados em PBMC (1 x 107) e Jurkat (1 x 106). As células 

foram ressuspensas em 100 µL de solução tampão de eletroporação específica, 1S para HEK e 

1SM para PBMC e Jurkat, pré-aquecida, desenvolvida por Chicaybam e colaboradores (30) e 

colocadas em cubeta estéril (Mirus Biotech®, Madison, WI, EUA cat.: MIR 50121). A 

eletroporação foi realizada através do sistema Lonza® Nucleofector IIb®. Após a 

eletroporação, as células foram gentilmente ressuspensas em 1 mL de meio DMEM ou RPMI 

suplementado com 2 mM de L-Glutamina e 20% de soro fetal bovino (SFB). 

 

5.10 Extração e purificação de DNA 

 

5.10.1 Extração e purificação por kit 

 

Para as amostras purificadas por citometria de fluxo, devido ao pequeno número de 

células (105-107), o DNA foi extraído segundo protocolo do kit de extração de DNA 

genômico AccuPrep (Bioneer).  

Produtos de PCR foram purificados, seguindo protocolo do kit de purificação 

PureLink® (Invitrogen, Life Technologies). 
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5.10.2 Extração por fenol/clorofórmio 

 

Para um número de células maior que 107, a extração de DNA foi realizada por 

fenol/clorofórmio. Assim, foi adicionado ao concentrado de células 200 µL de tampão 

troteinase K, RNAse A (8 µL) para remoção de RNA, proteinase K (8 µL) para a 

desnaturação protéica, seguindo, após mistura por inversão (5-10 vezes), incubação a 55 °C 

por 3 horas ou overnight. Após o período de incubação, foi adicionado à mistura, 300 µL 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), misturado gentilmente por inversão (1-2 

minutos), centrifugado à 10.000 rpm (microcentrífuga SpinLab, modelo SL-5F) por 5 

minutos. A fase superior aquosa, contendo o DNA, foi recuperado e transferido para um tubo 

de coleta, repetindo a etapa de adição de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico, mistura e 

centrifução. Novamente a fase superior aquosa foi recuperada e transferida para outro tubo de 

coleta e, em seguida, foi adicionado 300 µL clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), sendo 

misturado, centrifugado  e coleta da fase superior como na etapa anterior. Após essas etapas 

de limpeza, o DNA foi precipitado, em 1/10 do volume de amostra, com acetato de potássio 

3M, pH 5,2 e 2,5 vezes do volume de amostra, com etanol 95% gelado. A mistura foi 

incubada no gelo por no mínimo 20 minutos, centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C 

sendo o sobrenadante descartado e, o concentrado, lavado com 1 mL de etanol 70%. 

Após a retirada do etanol 70% por centrifugação, 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C, 

a amostra foi deixada secar em temperatura ambiente, e o precipitado contendo o DNA, foi 

ressuspenso em 50 µL de água Mili-Q. 

 

5.11 Clonagem de produto de PCR em vetor pCR2.1 TOPO 
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Os produtos de PCR, do DNA extraído das células GFP+ purificadas após 

transfecção, foram clonados em vetor linearizado pCR2.1 TOPO, segundo protocolo 

estabelecido pelo fabricante Invitrogen (TOPO TA cloning Kit). Após clonagem, as amostras 

foram transformadas em bactérias E. coli TOP-10f (invitrogen Life Science) ou HD5α® 

competentes e cultivadas em placa contendo meio LB-ampicilina-ágar por 16 horas em estufa 

a 37˚ onde foram formadas colônias que continham a sequência amplificada. 

 

5.12 PCR de colônia 

 

O PCR de colônias consistiu em uma reação de PCR de cada colônia bacteriana, com 

a finalidade de rastrear as colônias que continham a sequência de interesse para análise. 

Portanto, após o cultivo de bactérias transformadas, as colônias foram retiradas das placas 

com o auxílio de uma ponteira e colocadas em microtubos de 2,0 mL contendo 50 µL de 

resina quelante chelex 10% e incubadas à 95 °C por 10 minutos. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas à 12 rpm (microcentrífuga SpinLab, modelo SL-5F) por 1 minuto, dessas 

amostras, 5 µL foram adicionados ao mix de reação de PCR e seguindo para termociclador 

com o protocolo 3 de ciclagem descrito anteriormente. 

Segue descrição do mix de reação de PCR para um volume de 25 µL por reação: 

− 0,4 µL de enzima Taq Platinum 5U/µL  

− 2,5 µL tampão 10X  

− 0,75 µL MgCl2 (50 mM) 

− 0,5 µL mistura de dNTP (25 mM) 

− 0,5 µL primer senso (10 µL) 

− 0,5 µL primer reverso (10 µL) 

− 14,85 µL de água mili-Q estéril 
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5.13 Sequenciamento 

 

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Tecnológica da FIOCRUZ 

(RPT01A - Seqüenciamento de DNA – RJ - IOC) ou na plataforma de sequênciamento do 

Instituto nacional de Câncer – Coordenação de Pesquisa – programa de Genética. 

 

5.13.1 Reação de sequenciamento 

 

As amostras de DNA, previamente purificadas, foram distribuídas em placa de 96 

poços numa quantidade equivalente a 5-20 ng. Para cada amostra de DNA sequênciada, foram 

adicionados 3,2 pmol/µL de iniciadores (primers), 1 µL de “BigDye” (deoxinucleotídeos, 

dideoxinucleotídeos fluorescentes, enzima TAQ DNA polimerase - Applied Biosystems), 2 

µL de tampão de diluição do “BigDye” (200 mM Tris-HCl pH 9,0 e 5mM de cloreto de 

magnésio - Applied Biosystems) e água milliq totalizando um volume final 10 µL por poço. A 

placa foi coberta com adesivo ou a tampa de borracha da Axygen (AxyMat), centrifugada 

rapidamente (spin) a placa e seguiu para reação de polimerase em cadeia com o protocolo de 

ciclagem descrito abaixo: 

Desnaturação inicial a 96 °C por 1 minuto  

96 °C por 15 segundos (desnaturação) 

55 °C por 15 segundos (anelamento)             40 ciclos 

60 °C por 4 minutos (extensão) 

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado 
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5.13.2 Precipitação da reação de sequenciamento 

 

Após a ciclagem da reação de sequênciamento e uma breve centrifugação, as 

amostras presentes na placa passaram por um processo de precipitação, que consistiu em: 

adicionar 2,5 µL de EDTA e 30 µL de etanol 100%, mantendo em seguida, a placa em 

repouso no freezer por 15 minutos sob abrigo da luz. Após centrifugação por 45 minutos a 

1650 G a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70% e, em 

seguida, centrifugado por 15 minutos a 1650 G a 4 °C. Então, o etanol foi totalmente 

removido por centrifugação, com a placa invertida e apoiada em papel absorvente. O 

precipitado foi incubado a 60 °C por 10 minutos sob abrigo de luz. 

Tão logo o término da precipitação, a placa contendo as amostras foi encaminhada à 

plataforma de sequênciamento. 

 

5.14 Purificação de células por citometria de fluxo 

 

Após eletroporação, para análise do DNA das células positivas para GFP, essas 

foram purificadas por citometria de fluxo (FACS, do inglês Fluorescence-activated cell 

sorting) utilizando o equipamento MoFlow ASTRIOS (Beckman Coulter), na Plataforma 

Multiusuários de Citometria de Fluxo da Fiocruz ou o equipamento FACSAria (BD 

Bioscience) na Plataforma de Citometria de Fluxo do Centro Nacional de Bioimagem 

(CENABIO) da UFRJ. 

A purificação das células foi realizada de maneira estéril no terceiro dia após a 

transfecção pelo método de eletroporação. 
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5.15 Citometria de fluxo 

 

O ensaio por citometria de fluxo foi realizado através do equipamento Accuri® C6, 

Accuri Cytometer ou Attune®, Applied Biosystems, na avaliação da expressão de GFP em 

células transfectadas. Dessa forma, foi possível quantificar a eficiência de transferência gênica 

de GFP/WAS por recombinação homóloga. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Construção e clonagem 

 

6.1.1 Sequência doadora GFP/WAS 

 

A sequência doadora GFP/WAS, considerando os braços de homologia, o gene 

repórter GFP e o mini gene WAS, contêm um tamanho de 3892 pb, foi sintetizada e inserida 

no sítio de clonagem do plasmídeo pUC 57 utilizando a enzima de restrição EcoRV, como 

mostrado na figura 6.  

 

 

Figura 6. Sequência doadora GFP/WAS sintetizada. A inserção da sequência doadora completa 

foi realizada pelo sítio de clivagem presente no plasmídeo pUC57 simples. O plasmídeo pUC 

simples é composto pelos gene de resitência à ampicilina (AmpR) e operon Lac Z (lacZα), 

seguidos de seus promotores, assim como origem de replicação (ori) e sítio múltiplo de clonagem 
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(MCS) com iniciadores (primers) de sequências comuns (M13 senso e reverso – indicados pelas 

setas violeta). 

 

 A presença de GFP/WAS no plasmídeo foi avaliada por análise eletroforética em gel 

de agarose 0,8% do DNA plasmidial digerido com a enzima de restrição XbaI. A análise 

eletroforética mostrou a presença de DNA com peso molecular compatíveis ao tamanho de 

fragmentos esperados após a digestão indicando o sucesso da técnica de recombinação 

utilizada. Após a digestão do DNA plasmidial, foram gerados 3 fragmentos, um de 731 pb, 

um de 808 pb que, devido ao peso molecular aproximado, não foi possível distinguir as 

bandas, e outro fragmento de 5063 pb, como mostrado na figura 7. 

 

 

Figura 7. Digestão enzimática de DNA plasmidial recombinante contendo GFP-WAS. (A) Após a 

ligação da sequência doadora completa, o DNA plasmidial foi digerido, utilizando a enzina de 

restrição XbaI gerando 3 fragmentos. (B) Na análise eletroforética em gel de agarose 0,8%, foi 

possível observar, uma banda única do plasmídeo não digerido, duas bandas no plasmídeo 

digerido e no controle negativo, nenhuma banda foi formada. 
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6.1.2 Sistema CRISPR/Cas9  

 

Na WAS, a mutação pode ocorrer em qualquer um dos 12 exons do gene WAS, dessa 

forma, a região de edição gênica se dará pela clivagem da fita dupla de DNA através dos 

sítios catalíticos da endonuclease Cas9, que são ativados após o reconhecimento da sequência 

PAM à região alvo, nesse caso, a cerca de 20-30 pb do início do exon 1, como mostrado na 

figura 8. 

 

 

Figura 8. Seleção da região alvo. Sequência guia para a clivavem do DNA pela Cas9 apresenta 

homologia para região que precede o início do exon 1, região não transcrita (UTR, do inglês 

Untranslated Region) do gene WAS. 

 

Para cada uma das sequências guias, os pares de oligonucleotídeos correspondentes 

aos 20 nt, foram anelados e ligados ao sítio de clonagem no plasmídeo pX458 ou pX459 

através do reconhecimento das extremidades coesivas proporcionado pela enzima de restrição 

BbsI. Tanto o plasmídeo pX458 como o pX459, além de apresentarem os genes de resistência 

aos antibióticos ampicilina e puromicina, também apresentam, seguido ao sítio de clonagem, 



56 

 

o gene que codifica a Cas9 e a sequência invariável transcRNA que compõe o RNAg, cuja 

transcrição é proporcionada pelo promotor U6, figura 9. 

 

 

Figura 9. Inserção da sequência guia no vetor plasmidial. Cada par de oligonucleotídeos 

correspondentes aos 20 nt das duas sequências guias foram anelados e então ligados ao sítio de 

clonagem no plasmídeo pX459 ou pX458 através de anelamento das extremidades coesivas 

proporcionadas pela enzima de restrição BbsI.  

 

As etapas subsequentes consistiram em confirmar a presença da sequência guia no 

plasmídeo. Uma reação de polimerase em cadeia (PCR), utilizando iniciadores de transcrição 
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(primer) U6 e 459, foi realizada gerando amplicons de 360 pb. As sequências de nucleotídeos 

desses amplicons foram analisadas pela técnica de sequênciamento para a confirmação da 

presença da sequência guia previamente desenhada, como mostra análise de eletroferograma 

da figura 10. E, após confirmação da clonagem, foi realizada a amplificação de uma grande 

quantidade desse plasmídeo híbrido através da técnica de maxi-preparação plasmidial. 

 

 

Figura 10. Eletroferograma. Análise das sequências de nucleotídeos do DNA plasmidial, 

confirmando a inserção da sequência guia, correspondente ao RNAg 1 ou RNAg 2 no plasmídeo 

pX458 e a sequência correspondente ao RNAg 1 no plasmídeo pX459. 
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6.2 Validação funcional dos RNAg: transfecção e cultura de células 

HEK 293 

 

A avaliação da eficácia da Cas9 guiada assegura a confiabilidade dos resultados 

obtidos na edição gênica sítio-dirigida através da inserção de uma sequência doadora 

corrigida. Portanto, o plasmídeo pX458, expressando o gene repórter GFP, contendo o RNAg 

1 ou RNAg 2 foram transfectados por eletroporação em células HEK 293. As células HEK, 

tem se consolidado em nosso grupo como a linhagem de escolha para ter boas taxas de 

transfecção ou eletroporação e boa frequência de edição gênica.  

Para avaliação da eficácia dos RNAg, as células HEK 293 foram eletroporadas nas 

seguintes condições: 1) pX458 contendo RNAg 1; 2) contendo RNAg 2; 3) pX458 vazio, não 

recombinante (5µg) e 4) apenas HEK 293 (Mock). Após a eletroporação, as células foram 

mantidas em cultura e no terceiro dia após a eletroporação (D+3) as células foram observadas 

por microscopia de fluorescência para a verificação de células positivas para GFP, figura 11, 

para então ser realizado a purificação dessas células fluorescentes (FACS) utilizando 

citômetro de fluxo. 

 

Figura 11. Análise por microscopia de fluorescência (EVOS) de células GFP+. No terceiro dia 

após transfecção foi observado por microscopia de fluorescência, em aumento 10X, células 

positivas para GFP transfectadas pelo plasmídeo recombinante contendo RNAg 1 (A), pelo 
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plasmídeo recombinante contendo RNAg 2 (B) e pelo plasmídeo vazio (controle), ou seja, sem 

RNAg (C). 

 

Após a purificação das células GFP+, o DNA dessas células foi extraído e então 

realizado PCR para amplificação da região alvo da Cas9 guiada, gerando amplicons de 412 

pb. Esses amplicons foram purificados e subclonados em plasmídeo linearizado pCR® 2.1 -

TOPO® através da ligação de adenosina (A) projetada na extremidade 3’ dos produtos de 

PCR, à timina (T) completar presente no sítio de clonagem desse plasmídeo, clonagem T-A.  

Após a subclonagem, o plasmídeo pCR® 2.1 -TOPO® foi inserido em bactérias 

competentes E. coli TOP-10f (invitrogen Life Science), as quais foram cultivadas em placa 

contendo meio LB-ampicilina-ágar por 16 horas em estufa a 37˚, e em seguida realizado PCR 

das colônias que apresentaram resistência ao antibiótico. Para o PCR, foram coletadas 20 

colônias de cada RNAg e 15 colônias controle (HEK + pX458 vazio) e como resultado, foram 

obtidas 15/20 colônias contendo RNAg 1, 17/20 colônias contendo o RNAg 2 e 11/15 

colônias controle apresentando peso molecular (gel de agarose 1%) compatíveis com o 

esperado, aproximadamente 600 pb, sendo 412 da região de análise de clivagem da Cas9 

guiada complementados de aproximadamente 100 pb em cada extremidade amplificado pelo 

primer M13 (senso e reverso). 

Para a confirmação da eficácia dos RNAg através de análise da presença de mutação 

indel ocasionada pela clivagem da Cas9 no DNA genômico de células HEK 293, foi realizado 

sequênciamento dos amplicons obtidos após PCR das colônias. Os resultados obtidos 

mostram que das 15 colônias cujas células foram transfectadas com RNAg 1, 93,3% 

apresentaram mutação indel; das 17 colônias cujas células foram transfectadas com RNAg 2, 

11,7% apresentaram mutação indel, enquanto que as colônias controle não apresentaram 

mutação indel, gráfico 1. 
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Gráfico 1. Frequência de mutação indel. Das colônias analisadas das células transfectadas com 

cada um dos RNAg, o RNAg 1 apresentou frequência de 93,3% de mutação indel, o RNAg 2 

apenas 11,7% e as células eletroporadas na ausência de qualquer RNAg (Mock) apresentou 0% 

de mutação indel.  

 

Da caracterização das mutações observadas no sítio alvo da Cas9 guiada, nossos 

resultados mostraram que do RNAg 1, 14/15 colônias apresentaram inserção e/ou deleção de 

nucleotídeos, dessas 14 colônias que apresentaram mutação em seu DNA, em 9 (64,3%) 

colônias a mutação ocorreu entre as 17ª e 18ª bases na sequência alvo; em 2 (14,3%) colônias 

a mutação ocorreu entre as 18ª e 19ª bases; 1 (7,1%) apresentou a mutação entre as 15ª e 16ª 

bases; 1 (7,1%) apresentou a mutação entre as 14ª e 15ª bases e 1 (7,1%) apresentou a 

mutação entre as 10ª e 11ª bases na sequência alvo. Na avaliação da eficácia do RNAg 2, 

nossos resultados mostraram mutações do tipo deleção em apenas 2 colônias das 17 

analisadas, sendo dessas 2 colônias, 1 (50%) apresentou a mutação entre as 15ª e 16ª bases, 1 

(50%) apresentou a mutação entre as 14ª e 15ª bases na sequência alvo. Das colônias controle, 

pX458 com RNAg ausente, não foram observadas nenhum tipo de mutação na sequência de 

DNA analisada, resultado sumarizado nos gráficos 2 A, B e C. 
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Gráfico 2. Alinhamentos para região alvo

alinhados para a região alvo 

tipicamente o local de clivagem pela Cas9, três bases a

(C) pX458 sem RNAg. 

 

6.3 Transferência gênica de 

 

Para a quantificação de

origem não hematopoética como a HEK 293 e de origem 

Jurkat, foram editadas com o sistema CRISPR/Cas9, utilizando o RNAg 1 previament

validado, na presença da sequê

A primeira etapa do ensaio de transferência

plasmídeo pX459 recombinante, contendo 

DNA plasmidial com as seguintes

com tamanhos de 669 pb e 8506

formando dois fragmentos de 416

Alinhamentos para região alvo (CrispRVariantsLite). O DNA das colônias 

região alvo renumerando as variantes com respeito a um ponto zero, 

livagem pela Cas9, três bases acima de PAM. (A) RNAg 1; (B) RNAg 2; 

ncia gênica de GFP/WAS 

Para a quantificação de transferência gênica por recombinação homóloga, 

não hematopoética como a HEK 293 e de origem hematopoéticas

Jurkat, foram editadas com o sistema CRISPR/Cas9, utilizando o RNAg 1 previament

validado, na presença da sequência doadora GFP/WAS. 

A primeira etapa do ensaio de transferência gênica foi avaliar 

recombinante, contendo sequência guia 1. Para tal, foi 

as seguintes enzimas de restrição: EcoRI que formam dois fragmentos 

pb e 8506 pb; EcoRV formando um fragmento de 9175

formando dois fragmentos de 416 pb e 8759 pb; e EcoRI em conjunto com NdeI formando 

62 

 

O DNA das colônias foram 

com respeito a um ponto zero, 

(A) RNAg 1; (B) RNAg 2; 

transferência gênica por recombinação homóloga, células de 

hematopoéticas como as PBMCs e 

Jurkat, foram editadas com o sistema CRISPR/Cas9, utilizando o RNAg 1 previamente 

gênica foi avaliar a integridade do 

oi realizado digestão do 

: EcoRI que formam dois fragmentos 

pb; EcoRV formando um fragmento de 9175 pb; NdeI 

pb; e EcoRI em conjunto com NdeI formando 
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quatro fragmentos de 669 pb, 416 pb, 4905 pb e 6010 pb. Análises por migração eletroforética 

em gel de agarose 0,8% mostraram bandas correspondentes aos tamanhos esperados, como 

observado na figura 12. 

 

Figura 12. Digestão enzimática pX459 recombinante. Eletroforese em gel de agarose 0,8% 

mostrando bandas correspondentes aos fragmentos de DNA do plasmídeo pX459 recombinantes 

contendo RNAg 1 digerido com enzimas de restrição. 

 

Para avaliar a transferência gênica de GFP/WAS, foram realizados 3 ensaios em que 

as células HEK 293 foram eletroporadas nas seguintes condições: 1) pX458 contendo RNAg 

1; 2) pX458 vazio (não recombinante) 3) co-transfecção: pX458 contendo RNAg 1 + doador 

GFP/WAS e 4) apenas células (Mock). No terceiro dia após a eletroporação (D+3), foi 

verificado, por citometria de fluxo, o percentual de células positivas para GFP, apresentando 

uma mediana de 12,8% (12,0-12,8%) células GFP+ eletroporadas com pX458 contendo 

RNAg 1; 17,8% (6,4-17,8%) de células GFP+ eletroporadas com pX458 vazio e 13,7% (12,0-

13,7) de células GFP+ co-eletroporadas com pX458 contendo RNAg 1 + doador GFP/WAS, 

detalhado na tabela 3.  
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Tabela 3. Análise por citometria de fluxo da expressão de GFP plasmidial, pX458, em células 

HEK 293.  Após eletroporação, a expressão de GFP foi avaliada para confirmação da inserção 

do plasmídeo nas células HEK 293 submetidas à eletroporação. 

 

As células GFP+ foram purificadas por FACS sendo uma porção mantida em cultura 

e do restante das células purificadas foi extraído o DNA para amplificação da região de edição 

pela Cas9 a fim de identificar a inserção da sequência doadora GFP/WAS, nesse caso, 

amplificando uma região de 1046 pb como ilustrado na figura 13. 

 

 

Figura 13. Análise de inserção de GFP/WAS. Na amplificação de células editadas após co-

eletroporação de RNAg e GFP/WAS, a sequência de 412 pb indicará ausência de inserção de 

GFP/WAS (A), enquanto que a sequência de 1046 pb indicará inserção da sequência doadora 

GFP/WAS (B).  
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Após amplificação pela técnica de PCR do DNA das células HEK293 purificadas, foi 

possível observar por eletroforese em gel de agarose 0,8%, nos 3 ensaios realizados, tanto 

bandas correspondentes a 412 pb como de 1046 pb em amostras co-eletroporadas com RNAg 

e GFP/WAS, mostrado na figura 14. 

 

Figura 14. Amplificação da região de edição pela Cas9. Em análise de eletroforese em gel de 

agarose 0,8% observamos a banda de 412 pb em amostras editadas apenas com a cas9 ou não 

editadas, como o pX458 vazio, indicará ausência de inserção de GFP/WAS (A) e banda 

compatível com a sequência de 1046 pb indicando a amplificação da sequência doadora 

GFP/WAS (B).  

 

A caracterização das sequências amplificadas foi realizada pela técnica de 

sequenciamento e, posterior comparação por alinhamento das sequências amplificadas com a 

sequência doadora GFP/WAS desenhada, utilizando a ferramenta ClustalIW. Na amostra 

eletroporada apenas com o RNAg, foi observada inserção de nucleotídeos entre as bases 17-

18 do RNAg. Na amostra cuja RNAg foi co-eletroporado com a sequência doadora 

GFP/WAS, as bandas de 412 pb e 1046 pb foram analisadas separadamente assim, a banda de 

412 pb apresentou um padrão de mutação semelhante àquela em que o RNAg foi utilizado 

sozinho. Já a banda de 1046 pb, a análise por alinhamento mostrou sequência correspondente 
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ao gene GFP que compõe a sequência doadora. Nas condições mock e pX458 vazio, as 

amostras analisadas não apresentaram alterações na sequência nucleotídicas original. 

Com o objetivo de confirmar se as sequências amplificadas correspondiam ao doador 

inserido no genoma da célula ou do plasmídeo, o DNA das células mantidas em cultura por 

26 dias foi extraído para amplificar novamente a região de edição pela Cas9 a fim de verificar 

a persistência da amplificação da sequência de 1046 pb, o que indicaria a efetiva inserção de 

GFP/WAS no DNA genômico da célula. Em análise por eletroforese em gel de agarose 0,8%, 

foi observado ausência da banda correspondente aos 1046 pb, indicando que a sequência 

amplificada no D+3 após eletroporação correspondia à GFP/WAS inserida no plasmídeo e, 

como o DNA plasmidial tende a sofrer degradação, corrobora com o resultado obtido, figura 

15. 

 

Figura 15. Amplificação da região de edição pela Cas9 após 26 dias de cultivo celular. Em 

análise de eletroforese em gel de agore 0,8% observamos apenas a banda correspondentes a 412 

pb em amostras editadas com a Cas9 incluíndo as co-transfectadas com GFP/WAS. Para 

confirmação da ausência de DNA plasmidial na amostra analisada, a análise mostra ausência de 
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banda na amostra aplificada com primers específicos para amplificação do plasmídeo utilizado 

para inserção da sequência doadora GFP/WAS, U6 senso e pX459 reverso. 

 

A quantificação da eficiência de transferência gênica da sequência doadora 

GFP/WAS foi realizada por citometria de fluxo através da quantificação de expressão de GFP 

em células Jurkat e PBMC eletroporadas nas seguintes condições: 1) pX459 contendo RNAg 

1; 2) pX459 vazio (não recombinante) 3) co-transfecção: pX459 contendo RNAg 1 + doador 

GFP/WAS e 4) apenas células (Mock). Após a eletroporação, as células foram mantidas em 

cultura com meios apropriados e 24 horas após a eletroporação, as PBMC foram tratadas com 

beads de ativação de linfócitos T humano CD3/CD28 na proporção de 1:1 e mantidas em 

cultura com meio acrescido de IL-2 para expansão de linfócitos T. A partir do D+3 pós 

eletroporação, passou a ser retirada uma alíquota de células para a verificação de células 

positivas para GFP, utilizando citômetro de fluxo. A verificação da expressão de GFP nas 

células Jurkat e PBMC, foi acompanhada durante 18 dias de cultivo. Os resultados, por 

citometria de fluxo, mostraram uma baixa eficiência na transferência gênica da sequência 

doadora GFP/WAS, onde foi observada uma expressão de GFP de 0,23% em PBMC e 0,11% 

em Jurkat após eletroporação, mostrado na tabela 4. 

 

 

Tabela 4. Análise por citometria de fluxo da expressão de GFP proveniente da sequência 

doadora, em células hematopoéticas Jurkat e PBMC. Em análise por citometria de fluxo foi 

observado 0,11% de células Jurkat expressando GFP e 0,23% de células PBMC expressando 

GFP, ambas após serem co-eletroporadas com RNAg e sequência doadora GFP/WAS. 
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Para a confirmação da inserção da sequência doadora no DNA genômico das células 

hematopoéticas foram realizadas amplificações de regiões únicas de inserção utilizando 

primers, senso e reverso, específicos para o reconhecimento do DNA genômico e sequência 

doadora.  Assim, foram utilizados dois pares de primers, GFP/WAS 1 e GFP/WAS 2, sendo o 

primeiro par composto por um primer senso homólogo ao DNA genômico e seu reverso 

homólogo à sequência doadora. Já no segundo par de primer, o senso possui homologia à 

região de união da extremidade 3’ do cDNA WAS com a extremidade 5’ do braço de 

homologia que compõem a sequência doadora e o primer reverso possui homologia ao DNA 

genômico, como ilustrado na figura 16. 

 

 

Figura 16. Inserção da sequência doadora GFP/WAS no DNA genômico de células 

hematopoéticas. Esquema representando edição do gene WAS com inserção da sequência 

doadora, mostrando dois pares de primers (GFP/WAS 1 e 2) que reconhecem regiões específicas 

de inserção e amplificam regiões de 982 pb. 

 

Após os 18 dias de cultivo das células Jurkat e PBMCs, o DNA das células foi 

extraído para amplificação do DNA genômico, utilizando os primers GFP/WAS 1 e 2 para 

confirmação da inserção da sequência doadora nas amostras co-eletroporadas com RNAg e 

sequência doadora GFP/WAS. Nossos resultados mostraram que tanto em células Jurkat como 

em PBMCs ocorreu amplificação da sequência correspondente ao par de primers 2 

(GFP/WAS 2) e possível amplificação da sequência correspondente ao par de primer 1 

(GFP/WAS 1) em PBMCs, indicando a inserção da sequência doadora no DNA genômico, 

figura 17. 
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Figura 17. Amplificação da sequência de confirmação de inserção de GFP/WAS no DNA 

genômico de células hematopoéticas. Em análise de eletroforese em gel de agarose 0,8% 

observamos, tanto em células Jurkat (A) como em PBMCs (B), a banda correspondente aos 982 

pb para os primers GFP/WAS 2 além de uma possível amplificação em PBMC para os primers 

GFP/WAS 1 nas amostras co-eletroporadas com RNAg e GFP/WAS. 

 

6.4 Validação do método de transfecção de CTPH CD34+ e ensaio 

funcional 

 

Para a validação do processo de eletroporação em CTPH CD34+ obtidas de SCUP, o 

gene repórter GFP foi introduzido nas células seguindo o método de eletroporação descrito 

em um cassete de expressão gênica integrativo baseado no sistema transposons-transposase 

como descrito por Chicaybam e colaboradores (114). As células foram então quantificadas e 

funcionalmente avaliadas com ensaios de formação de colônias e a expressão de GFP por 

citometria de fluxo.  

Após a purificação das células CD34+ de SCUP, no ensaio de CFU, as células foram 

cultivadas por 3 semanas em meio metilcelulose específico para esse tipo de célula, em 
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seguida as colônias foram identificadas e quantificadas, através do equipamento StemVision® 

(StemCell Technologies), afim de avaliar se as células após sofrerem eletroporação, 

continuavam capazes de formar colônias. Foram realizados 3 ensaios de CFU, em duplicata, 

sendo um ensaio com células não-eletroporadas (amostra 1) e outros dois ensaios com células 

eletroporadas, utilizando uma concentração celular de 5x102 células CD34+ purificadas 

(amostra 2), e uma concentração de 2x103 células CD34+ purificadas (amostra 3), mostrado 

na tabela 4. As análises mostraram que ao comparar as células que sofreram processo de 

eletroporação para inserção da sequência doadora com as células não-eletroporadas, 23% das 

células da amostra 2 foram capazes de formar colônias, enquanto que na amostra 3, 18% das 

células formaram colônias. 

 

 

Tabela 5. Dados de celularidade das amostras. A tabela mostra tanto o número de células 

nucleadas totais (CNT) como o número de células mononucleadas (CMN) da amostra a fresco. A 

amostra foi submetida à separação de CMN por gradiente de densidade (Ficoll-Hypaque® 1077) 

e a partir dessa população de células, as células CD34+ foram purificadas, sendo uma porção 

não-eletroporada (amostra 1) e outra porção eletroporada para inserção do gene repórter GFP 

(amostras 2 e 3), então cultivadas para ensaio de CFU em diferentes concentrações celulares. 

 

Por meio da microscopia de fluorescência, foi possível avaliar a expressão do gene 

repórter GFP incorporado no genoma das células que compunham colônias formadas no 

ensaio de CFU, figura 18.  
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Figura 18. Quantificação e identificação de colônias. As colônias foram identificadas e 

quantificadas pelo equipamento StemVision® (A) e análise da expressão do gene repórter GFP, 

por microscopia de fluorescência (B, C e D). A imagem B1 mostra uma colônia da linhagem 

eritróide (BFU-E, burst-forming unit-erythroid) neg ativa para a expressão de GFP, como 

indicado na respectiva imagem de fluorescência B2 (em verde). A imagem C1 mostra uma 

colônia BFU-E que apresentou expressão de GFP, mostrado na imagem C2(em vermelho). E a 

imagem D1, mostra uma colônia mista, composta de células da linhagem eritróide, granulócitica, 

monocítica e megacariocítica (CFU-GEMM, colony-forming unit-granulocyte, erythroid, 

macrophage, megakaryocyte), expressando GFP (em azul). 

 

Em 3 semanas de cultura, do total de colônias analisadas pela microscopia de 

fluorescência (N=39), observamos que 38,5% expressaram o gene repórter GFP. Na 

citometria de fluxo foi verificado o percentual de expressão do gene repórter GFP nas células 

pós-cultivo, ou seja, considerando um total de células mais diferenciadas. Assim, foi 

observado que na amostra 2, 19,4% do total de células nucleadas expressaram o gene repórter 

GFP enquanto que na amostra 3, houve expressão em 15,6% do total das células analisadas, 

mostrado na figura 19. 
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Figura 19. Quantificação de GFP, por Citometria de fluxo, em células CD34+. Análise por 

citometria de fluxo de células nucleadas totais, pós-cultivo. Os histogramas mostram o 

percentual de células positivas para GFP. As células que não sofreram eletroporação (em 

vermelho), indicando o limite de negatividade para GFP e as que sofreram eletroporação (em 

azul) apresentam aumento na positividade para GFP. Na imagem A os dados obtidos pelo 

software FlowJo mostra o número de células presentes na aquisição da amostra de células não 

eletroporadas (28054 eventos) que foi superior ao número de células eletroporadas (15897 

eventos), e indica a positividade de GFP em 19,4% das células eletroporadas. Da mesma forma, 

a imagem B mostra um segundo poço analisado com número de células não eletroporadas com 

número também superior (20948 eventos) aos da amostra eletroporada (13546 eventos), 

associado a uma expressão de GFP em 15,6% das células eletroporadas frente as não 

eletroporadas. 
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7. DISCUSSÃO 

 

Uma das principais características da edição genômica precisa baseada em métodos 

não-virais para a transferência de gene, como o sistema CRISPR/Cas9, é que os promotores 

endógenos, elementos regulatórios e acentuadores podem ser preservados para a expressão do 

gene (115,116). A WAS é causada por mutações no gene WAS, que comprometem a função 

ou a síntese de WASP (3). O gene WAS possui dois promotores, o proximal, localizado 3 kb 

acima do sítio de início da região de codificação e o distal, localizado 6 kb acima, ambos com 

atividade hematopoética  (46–48). Além disso, possuem elementos regulatórios capazes de 

influenciar a expressão do gene WAS localizados à 40 kb e 250 kb da extremidade 5’ do gene 

(116). Dessa forma, o local escolhido para inserção da sequência doadora GFP/WAS 

desenhada tem potencial para garantir a preservação dos promotores endógenos. 

A especificidade da endonuclease Cas9 é determinada pela sequência guia desenhada 

composta de 20 nucleotídeos, os quais compõem o RNAg, sendo a única exigência para a 

seleção do sítio alvo da Cas9 a presença de uma sequência PAM precedendo a sequência guia, 

que para a spCas9, utilizada no presente trabalho, é requerido uma sequência PAM 5’-NGG 

(29).  

Vários fatores podem influenciar a edição gênica mediada HDR utilizando o sistema 

CRISPR/Cas como o desenho da sequência que compõe o RNAg e da sequência de DNA 

doadora, além de sua configuração no que diz respeito ao tamanho de braço de homologia, 

disponibilidade de sítios de reconhecimento da sequência PAM próximo ao sítio de edição, 

entrega, assim como as condições de entrega de RNAg e endonuclease Cas9 (117). Nossos 

resultados mostraram uma variabilidade na eficiência da clivagem da fita dupla de DNA entre 

os RNAg desenhados, pois apesar das duas sequências guias desenhadas disponibilizarem 

locais PAM na proximidade da edição pretendida, 20-30 pb do início do exon 1, apenas uma 
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das sequências guias, RNAg 1, apresentou alta eficiência na localização de um potencial 

ponto de clivagem da fita dupla de DNA genômico. Dessa forma, considerando que ambos 

RNAg desenhados, tenham sido submetidos as mesmas condições de entrega e Cas9 de 

mesma origem, a predição de clivagem deve ser considerada, pois Tycho e colaboradores, em 

2016, revisaram métodos para otimizar a especificidade da edição genômica utilizando o 

sistema CRISPR/Cas9 e concluíram que apesar dos avanços nas estratégias de otimização, a 

acurácia de uma predição in silico pode variar (111). 

 A literatura mostra que o padrão de clivagem de SpCas9 é conhecido por realizar 

corte do tipo cego na fita dupla de DNA em torno das 17ª e 18ª bases na sequência alvo, que 

corresponde à aproximadamente o 3º pb 5’ da sequência PAM (29,118,119). Nossos 

resultados mostraram que o RNAg 1 foi eficaz na clivagem sítio-dirigida, apresentando 93,3% 

de células com mutação indel no sítio alvo do gene WAS, onde 14/15 colônias apresentaram 

inserção e/ou deleção de nucleotídeos e, dessas colônias que apresentaram mutação em seu 

DNA, todas apresentaram clivagem próximo à sequência PAM, 3º-5º pb 5’. Portanto, o 

padrão de clivagem do RNAg 1 mostrou ser semelhante ao relatado na literatura. 

Apesar de ter sido demonstrada a eficácia do RNAg1 em clivar a fita dupla de DNA, 

não foi possível observar HDR eficiente ao ser co-transfectado com uma sequência doadora. 

O mecanismo de reparo de quebra de DNA genômico por HDR é preciso, no entanto a 

eficiência é considerada muito baixa, ocorrendo numa taxa de 0,5-5,0% (120–122). Em geral, 

dados da literatura têm mostrado que os tamanhos da sequência de inserção corrigida e dos 

braços de homologia são os maiores determinantes na eficiência de HDR. Há estudos 

mostrando que o tamanho da sequência de correção gênica entre os braços de homologia, 

varia entre 1-2,5 kb, diminuindo a eficiência da recombinação à medida que o tamanhos da 

sequência de correção aumenta (123–125). No presente estudo, o tamanho da sequência de 

inserção entre os braços de homologia, considerando o gene repórter GFP flanqueado a 
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sequência de correção para o gene WAS, possui um tamanho de 2,25 kb, estando em 

conformidade com os comprimentos de fragmentos que apresentam melhor eficiência de 

reparo por HDR. 

Em relação ao tamanho dos braços de homologia, diferentes estudos, têm avaliado o 

tamanho ideal dos braços de homologia de maneira a atingir maior eficiência na correção 

gênica mediada HDR após clivagem da fita dupla de DNA genômico. Em geral, estudos 

mostram que o tamanho das sequências de homologia devem ter no mínimo 0,5 kb de 

comprimento (126–128).  

Hasty e colaboradores, em 1991, avaliaram a taxa de reparo por HDR em células 

tronco embrionária comparando a frequência de genes alvos com diferentes tamanhos de 

braços de homologia, que variaram entre 1,3 kb e 6,8 kb (128). Os autores utilizaram 

plasmídeos circulares para entrega da sequência alvo, utilizando eletroporação como método 

de transfecção, e mostraram que a frequência de células editadas aumenta com o aumento do 

comprimento dos braços de homologia. 

Em 2015, Beaton e colaboradores, também utilizaram diferentes comprimentos de 

braços de homologia, variando entre 60 pb e 1779 pb, para avaliar o efeito do tamanho do 

braço de homologia de DNA doador, na correção dos genes GGTA1 após clivagem da fita 

dupla de DNA genômico (126). Através de análise por FACS de células fibroblásticas, os 

autores observaram uma frequência maior de correção bi-alélica em células editadas com 

sequências doadores contendo braços de homologia maiores. 

Já em 2017, Zhang e colaboradores, avaliaram o uso convencional de plasmídeo 

circular para entrega da sequência doadora e RNAg/Cas9 na eficiência de HDR e o menor 

tamanho requerido de braço de homologia para altos níveis de edição genômica (127). Os 

autores concluíram que, considerando o uso de plasmídeo circular para entrega da sequência 

doadora e RNAg/Cas9, para atingir altos níveis de inserção precisa de uma sequência grande 
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de DNA doador (aproximadamen 2 kb), após clivagem da fita dupla de DNA, em células de 

origem humana, é necessário um braço de homologia de no mínimo 600 pb, apresentando um 

aumento na eficiência de inserção de DNA doador mediado por HDR de 97-100% após 

tratamento das células com reguladores de ciclo celular para estimular HDR, que ocorre 

preferencialmente durante a fase S/G2 do ciclo celular. 

A estratégia de entrega de RNAg/Cas9 utilizada no estudo, foi através de DNA 

plasmidial, pois podem persistir em altos níveis na células durante vários dias, após 

transfecção, se comparado a outros formas de entrega, como o complexo ribonucleico, por 

exemplo, o qual possui meia-vida curta na célula (129). O método utilizado de transfecção 

desse DNA plasmidial recombinante contendo RNAg com a Cas9 incorporada foi 

eletroporação, que é um método não-viral altamente eficaz na expressão de transgene em 

diferentes linhagens e tipos celulares, incluindo as de origem humana (114,130–132). Além 

disso, parâmetros de eletroporação também são incluídos como fatores críticos na eficácia da 

entrega de transgene em uma grande variedade de células e, considerando esses fatores, as 

condições de eletroporação utilizadas no estudo foram baseadas em métodos previamente 

validados, sendo capaz de induzir alta expressão de transgene e moderada toxicidade celular 

(114,133). 

Na terapia gênica, as CTPH são consideradas alvos atrativos devido ao potencial que 

essas células possuem para auto-renovação e diferenciação em diferentes linhagens, 

propriedades importantes na transferência de genes que poderiam resultar no tratamento de 

diversas doenças , incluindo as IDP (134–136). Além disso, estudos recentes têm suportado a 

ideia de que as CTPH são mais resistentes à edição gênica mediada por HDR, mostrando 

edição dessas células numa frequência razoável (116,136). Genovese e colaboradores, em 

2014, mostraram o potencial terapêutico na correção do gene IL2RG de CTPH de doadores 

saudáveis e de um indivíduo com imunodeficiência combinada severa ligada ao X (SCID-
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X1), onde as CTPH editadas foram capazes de sustentar uma hematopoese normal originando 

células linfoides normais, as quais, apresentaram uma vantagem de crescimento seletivo sobre 

as células portadoras de mutações no gene IL2RG (136). Além disso, os autores mostraram 

que após tratamento das CTPH com moléculas estimuladoras de ciclagem celular, houve um 

aumento considerável na taxa de HDR em células primitivas. 

Em 2016, Dever e colaboradores avaliaram a eficiência de HDR para a correção do 

gene β-globulina (HBB) em CTPH CD34+ derivadas de sangue periférico mobilizado, 

utilizando Cas9 associada ao complexo ribonucleico combinado com vetor viral adeno 

associado de sorotipo 6 (rAAV6) para a entrega do doador e, sendo demonstrado correção 

eficiente em CTPH derivadas de pacientes SCD, além de demonstrarem um novo método de 

purificação de celular através de FACS ou enriquecimento por beads magnéticas, em mais de 

85% de células CTPH modificadas geneticamente por HDR (116). 

O presente trabalho apresentou uma sequência de inserção GFP/WAS de 2,25 kb 

flanqueada à dois braços simétricos de homologia contendo um total de 1627 pb, 800 pb à 

esquerda e 827 pb à direita da sequência de inserção. Nossos resultados mostraram que apesar 

da baixa frequência de recombinação homóloga após clivagem do DNA genômico, o sistema 

CRISPR/Cas9 é eficaz na edição genômica do gene WAS, sugerindo que o desenho da 

sequência doadora, considerando o tamanho do braço de homologia assim como sua simetria, 

está adequada para correção do gene da síndrome de Wiskott-Aldrich. Dessa maneira, será 

possível provar o conceito da nova estratégia, sítio-dirigida, com finalidade terapêutica, 

através da edição do gene WAS em CTPH de paciente WAS. 
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8. CONCLUSÃO 

 

1) O Sistema CRISPR/Cas9 é eficaz em clivar a sequência alvo de maneira 

dirigida no gene WAS; 

2) Sugerimos que o desenho da sequência doadora é adequado para a correção 

endógena do gene WAS; 

 

9. PERSPECTIVA 

1) Utilização de moléculas estimuladoras para aumentar HDR. 
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Sequência completa de GFP/WAS (3892 pb) 
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