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Introducdo O Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1), é considerado uma doenca autoimune,

cronica, multifatorial, que envolve a destrui¢ao progressiva das células B das ilhotas

pancredticas, sendo estas responsaveis pela producgdo de insulina, resultando assim na perda
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da produgéo e secrecdo da mesma. Estima-se que mais de 30 mil brasileiros sofram desta
patologia. Trés mecanismos sdo responsaveis pela destruicdo destas células: suscetibilidade
genética, autoimunidade e fatores ambientais. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
realizar um levantamento acerca das principais perspectivais de cura desta doenca utilizando o
sistema CRISPR/Cas9. Metodologia: Trata-se de uma revisao bibliografica com buscas nas
bases eletrdnicas nacionais e internacionais na lingua portuguesa e inglesa. Resultados: Visto
que esta patologia ainda ndo possui cura, apenas tratamento, o sistema CRISPR/Cas9 surge
como uma terapia promissora, assim como a terapia com células-tronco mensenquimais
pluripotentes (MSC), as quais possui a funcionalidade, principalmente, de reparacdo e
sobrevivéncia de células B das ilhotas pancreaticas, as MSCs possuem a capacidade de
modificacdo do microambiente das areas de lesdo pancreatica, anulando a destruicdo
autoimune contra as células p podendo restaurar a normoglicemia do paciente. Conclusé&o:
Tendo em vista que esta é uma patologia de cunho genético, o CRISPR/Cas9 associado a
terapia com ceélulas mensenquimais pluripotentes vem se mostrando como uma ferramenta
versatil e eficaz no tratamento do DM1. No entanto, faz-se necessarias novas pesquisas
capazes de induzir estratégias para o melhoramento de alteracfes genéticas e maior eficiéncia
do efeito terapéutico.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9; Imunologia do DM1; Tratamento.

Abstract

Introduction: Diabetes mellitus type 1 (DM1) is considered an autoimmune, chronic,
multifactorial disease, which involves the progressive destruction of B cells in pancreatic
islets, which are responsible for the production of insulin, thus resulting in the loss of
production and secretion of same. It is estimated that more than 30 thousand Brazilians suffer
from this pathology. Three mechanisms are responsible for the destruction of these cells:
genetic susceptibility, autoimmunity and environmental factors. In this sense, the objective of
this study was to carry out a survey about the main perspectives of cure of this disease using
the CRISPR / Cas9 system. Methodology: This is a bibliographic review with searches in
national and international electronic databases in Portuguese and English. Results: Since this
pathology still has no cure, only treatment, the CRISPR / Cas9 system emerges as a promising
therapy, as well as therapy with pluripotent menenchymal stem cells (MSC), which have the
functionality, mainly, of repair and survival of B cells from pancreatic islets, MSCs have the
ability to modify the microenvironment of the areas of pancreatic injury, canceling the

autoimmune destruction against B cells and can restore the patient's normoglycemia.
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Conclusion: Bearing in mind that this is a pathology of a genetic nature, CRISPR / Cas9
associated with therapy with pluripotent mensenchymal cells has been shown to be a versatile
and effective tool in the treatment of DM1. However, there is a need for further research
capable of inducing strategies for the improvement of genetic alterations and greater
efficiency of the therapeutic effect.

Keywords: CRISPR / Cas9; Immunology of DM1; Treatment.

Resumen

Introduccion: La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) se considera una enfermedad autoinmune,
cronica, multifactorial, que implica la destruccion progresiva de las células B de los islotes
pancreaticos, responsables de la produccion de insulina, resultando en la pérdida de
produccion y secrecién de mismo. Se estima que mas de 30 mil brasilefios padecen esta
patologia. Tres mecanismos son los responsables de la destruccién de estas células:
susceptibilidad genética, autoinmunidad y factores ambientales. En este sentido, el objetivo de
este estudio fue realizar una encuesta sobre las principales perspectivas de curacion de esta
enfermedad utilizando el sistema CRISPR / Cas9. Metodologia: Se trata de una revision
bibliografica con busquedas en bases de datos electrénicas nacionales e internacionales en
portugués e inglés. Resultados: Dado que esta patologia aun no tiene cura, solo tratamiento, el
sistema CRISPR / Cas9 emerge como una terapia prometedora, asi como una terapia con
células madre pluripotentes menénquimales (MSC), que tienen la funcionalidad,
principalmente, de reparacion y supervivencia de las células B de los islotes pancreaticos, las
CMM tienen la capacidad de modificar el microambiente de las areas de lesion pancreética,
cancelando la destruccion autoinmune contra las células f y pueden restaurar la
normoglucemia del paciente. Conclusion: Teniendo en cuenta que se trata de una patologia de
caracter genético, CRISPR / Cas9 asociado a la terapia con células mensenquimales
pluripotentes ha demostrado ser una herramienta versatil y eficaz en el tratamiento de la DM1.
Sin embargo, existe la necesidad de una mayor investigacion capaz de inducir estrategias para
la mejora de las alteraciones genéticas y una mayor eficacia del efecto terapéutico.

Palabras clave: CRISPR / Cas9; Inmunologia de DM1; Tratamiento.

1. Introdugéo

O diabetes mellitus do tipo 1 (DM1), é considerado uma doencga enddcrina autoimune,

cronica, multifatorial, que envolve a destruicdo progressiva das células beta das ilhotas
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pancredticas, sendo estas responsaveis pela producgdo de insulina, resultando assim na perda
da produgdo e secrecdo da mesma. As manifestagdes clinicas deste distirbio metabolico
surgem quando cerca de 80% das células beta pancreéticas sdo destruidas (Chhabra &
Brayman, 2013; Sousa, Albernaz & Sobrinho, 2016).

Globalmente, 415 milhdes de pessoas apresentam diabetes em todo o mundo, e
aproximadamente 5% a 10% delas s&o portadoras do DM1. Estima-se que mais de 30 mil
brasileiros sejam portadores desta forma da doenca e que o Brasil ocupe o terceiro lugar em
prevaléncia no mundo. A cada ano, 40.000 novos casos de DM1 s&o relatados e, em 2050,
estima-se que 5 milhdes de pessoas sofrerdo da doenga. Um aumento constante da incidéncia
deste distirbio metabdlico foi relatado nos Estados Unidos, sendo este responsavel por
movimentar 14 bilhdes de dblares em custos anuais com a saude, considerando que esta é uma
doenca que pode apenas ser tratada, mas ndo curada, o que conduz a complicacfes de saude
perigosas e consequentemente a morte (Brandstetter, 2017; Oliveira et al., 2018).

O DM1 era anteriormente conhecido como Diabetes mellitus insulinodependente
(DMID), diabetes juvenil ou com tendéncia a cetose. Esta forma da doenca surge em geral até
os 30 anos, sendo mais frequente antes dos 20 anos de idade, atingindo preferencialmente
criancas, no entanto, pode afetar pessoas de qualquer idade. Caracteriza-se pela deficiéncia
absoluta de insulina no pancreas, provocando assim dificuldades ao figado de compor e
manter o0s depdsitos de glicogénio que € vital para o organismo, provocando
subsequentemente o acumulo de agucar no sangue, levando ao quadro de hiperglicemia. O
DML foi considerado letal até que o papel e importancia da insulina em relacdo a regulacéo
do nivel de glicose no sangue fossem descobertos, consecutivo a isto a terapia com insulina
exogena foi desenvolvida. Nesta patologia pode observar-se mais comumente 0 inicio
abrupto da doenca, com um quadro clinico exuberante; em geral os individuos sdo magros ou
de peso normal, todavia, este peso pode mostrar se instavel; sendo dificil o controle
metabolico da doenca, podendo ocorrer quadros de cetoacidose diabética (Lucena, 2007;
Sesterheim, Saitovitch & Staub, 2007).

Etiologicamente, o DM1 pode ser classificado em 4 tipos: diabetes autoimune, sendo
denominado DM1A, diabetes tipo 1 idiopatico, também nomeado de DM1B, diabetes tipo 1
fulminante e diabetes duplo (LADY). Trés mecanismos interligados sdo responsaveis pela
destruicdo das células das ilhotas: suscetibilidade genética, autoimunidade e fatores
ambientais. O principal desencadeador para o surgimento do DM1 é a susceptibilidade
genética, estando relacionado ao complexo de histocompatibilidade, especificamente no

cromossomo 6p211.3 (I6cus IDDM1), sendo este responsavel por 40% ou mais da ocorréncia
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familiar dessa doenca. Na autoimunidade do diabetes pode ser observado infiltrado
linfocitario, em geral nas ilhotas em casos de inicio recente; sendo encontradas células T
CD4" e T CD8". Por fim, os fatores ambientais também desempenham papel adicional na
evocacdo da doenca, como € o caso de infecgbes provocadas por virus (Lucena, 2007;
Gregory, Moore & Simmons, 2013; Sousa, Albernaz & Sobrinho, 2016).

O sistema CRISPR/Cas9, utiliza do pareamento de bases de um RNA guia (JRNA)
para identificar sequéncias de DNA alvo e atividade catalitica da Cas9. O uso desta
ferramenta permite executar modificacBes genéticas precisas e especificas por meio da
inducdo de quebras duplas (DBSs, do inglés double-strand breaks) nas cadeias de DNA que
estimulam os mecanismos celulares de reparo podendo gerar rearranjos gendmicos, sendo
considerada uma tecnologia versatil e que tem proporcionado abordagens promissoras. Sendo
assim, considera-se que o sistema CRISPR/Cas9 é altamente promissor para a resolucdo de
muitas doencas genéticas, como o caso do DM1, que néo apresenta cura, sendo uma patologia
que necessita de tratamento durante toda a vida (Vasconcelos & Figueiredo, 2015).

Diante da necessidade de uma melhor compreensdo dos mecanismos que S&o
responsaveis por desencadear o surgimento do DMI1, faz se necessario buscar novas
informacdes a respeito desta patologia, assim como, entender as abordagens atuais utilizadas
nos tratamentos, visto que a incidéncia desta desordem metabdlica na populacédo é crescente e
o risco de levar a um quadro de morbimortalidade é alto.

Neste sentido, o objetivo deste estudo é realizar uma revisdo bibliografica fazendo um
levantamento acerca das principais perspectivais que sdo abordadas atualmente sobre a cura
desta doenca utilizando o sistema CRISPR/Cas9, bem como uma analise da etiopatogénese e

das novas estratégias de tratamento.

2. Metodologia

Trata-se de uma revisdo bibliografica de abordagem qualitativa do tipo exploratoria
narrativa. Foram realizadas buscas nas principais bases eletrénicas nacionais e internacionais:
Pubmed, Eletronic Library On-line (SCIELO) Biblioteca virtual de sadde (Bvs), Science,
Nature e Scholar Google (Google Académico), selecionando artigos cientificos sobre o tema,
utilizando as palavras — chave: diabetes mellitus tipo 1, sistema CRISPR/Cas9, imunologia do
DML e perspectivas de cura do DML, no periodo de 2007 a 2020. Consideraram-se elegiveis

os estudos da lingua inglesa, portuguesa e espanhola, além de teses e dissertagdes.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Patogénese do diabetes mellitus tipo 1

O DML1 tem como caracteristica niveis elevados de glicose no sangue (hiperglicemia),
0 que pode causar inimeras complicacdes a salde, incluindo cetoacidose, insuficiéncia renal,
doenca cardiaca, acidente vascular cerebral e cegueira. A DM1 geralmente acomete pessoas
com idade inferior a 30 anos, sendo denominado também de diabetes juvenil, independente da
idade do acometido. Este é um distarbio autoimune crbénico que acomete individuos
geneticamente suscetiveis, tendo influéncia de gatilhos ambientais e autoimunidade. O
préprio sistema imunoldgico do corpo ataca as células betas das ilhotas de Langerhans do
pancreas, destruindo ou danificando-as o suficiente para reduzir e, eventualmente eliminar a
producdo de insulina. Esse processo € marcado pelo desenvolvimento de autoanticorpos
reativos de ilhotas, indicando o desenvolvimento de células T auto-reativas capazes de
destruir as células beta, resultando assim em uma perda progressiva da funcdo secretora de
insulina. Clinicamente, 0 DM1 nédo se manifesta até que 80% - 90% das células beta tenham
sido afetadas e consequentemente destruidas (Belle, Coppieters & Herrath, 2011; Atkison,
2012).

A evolucdo da doenca ndo é aguda, apresentando-se como um processo de
autoagressao, de evolucdo lenta, e que possivelmente desenvolve-se durante anos numa fase
pré-clinica. A manifestacdo da doenca acontece com a presenca de hiperglicemia e cetose,
onde as células secretoras de insulina ja se encontram em nimero muito diminuido ou ausente
(Lucena, 2007).

Uma combinacdo de fatores ambientais, predisposicdo genética e processos mediados
por autoimunidade contribuem para a etiologia do DM1. Autoanticorpos contra antigenos das
ilhotas sdo uma caracteristica do desenvolvimento da doenca. As Células Apresentadoras de
Antigenos (APC’s), como macrofagos sdo as primeiras a infiltrar as ilhotas, seguidas pelos
linfécitos T CD4", T CD8", células natural killer (NK) e linfocitos B, sendo estes importantes
para a geracdo de uma resposta autoimune. A apresentacdo de autoantigenos das células beta
pancreaticas pelos macréfagos e/ou células dendriticas para os linfécitos T CD4", é o
principal evento no processo de autoimunidade, visto neste distirbio metabolico. Quando os
macrdfagos sdo ativados secretam citocinas que induzem a migracdo celular e estimulam
varios tipos de células a secretarem radicais livres que sdo altamente toxicos as células beta

pancreaticas. Os linfécitos T CD8" estdo mais presentes no processo de insulite, que parece




Research, Society and Development, v. 9, n. 12, €9691210709, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.10709

ocorrer com mais intensidade em ilhotas onde existem células beta metabolicamente ativas.
Ap0s o reconhecimento dos autoantigenos pancreaticos, os linfocitos efetuam a destruicdo das
células beta através do processo de citolise, provocando a liberacéo de perforinas e granzimas
que também ajudam na inducdo da apoptose. Dessa forma, os macréfagos, linfocitos T CD4*
e T CD8" agem sinergicamente na destruicdo destas células, como ilustrado na figura 1
(Sesterheim, Saitovitch & Staub, 2007; Chhabra & Brayman, 2013).

O linfécito T CD4+ quando ativado secreta Vvarias citocinas, cuja funcdo é promover a
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T e de outras células, como linfocitos B e
macréfagos. A liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
(TNF-a), interferon-gama (INF- y) e interleucina 1 (IL-1) por células apresentadoras de
antigenos e células T favorecem a iniciacdo e propagacdo da resposta inflamatoria e
autoimune no DM1. Os linfécitos B também participam da patogenia do DM1, seja
apresentando autoantigenos, preferencialmente a acido glutdmico descarboxilase ou, ainda,
como plasmocitos secretores de autoanticorpos. Ao longo do tempo, as células betas vao
diminuindo em ndmero, assim como a intensidade do processo inflamatério (Sesterheim,
Saitovitch & Staub, 2007).
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Figura 1. Esquema representando os mecanismos imunes envolvidos na destruicdo de células
beta no DML1.

Mecanismos efetores
na destruiciio de células Beta

Anticorpos

ot e W o

Célula de plasma

Granzima B
perforina Fasl

Fonte: Adaptado Brandstette, (2017).

Sabe-se que a DM1 desenvolve mais em individuos com predisposicdo genética.
Entretanto, a forma para heranca dos genes de susceptibilidade para esta forma da doenca
ainda ndo esta totalmente esclarecida. Os polimorfismos em cinco genes sdo conhecidos por
influenciarem o risco de desenvolvimento da mesma, o HLA-DQa, HLA-DQJf5, HLA-DR, pré
pré-insulina e 0 gene PTN22. Entre esses, 0s principais marcadores genéticos envolvidos na
apresentacdo de antigenos das ilhotas e no controle da resposta imune ao DM1 séo os loci
HLA-DQ/DR. O lécus de susceptibilidade mais critico é a regido do Antigeno Leucocitario
Humano (HLA) localizado no cromossomo 6, sendo que este fornece a maior contribuigdo

com 60% dos casos para a susceptibilidade genética total. Os genes HLA da classe Il
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codificam moléculas que participam ativamente da apresentacdo de antigenos; acredita-se que
diferentes apresentacfes de antigenos as células beta possam promover a auto reatividade. Os
alelos DR e DQ da HLA classe Il s&o os que estdo associados mais fortemente a doenca, em
contrapartida, os alelos de classe | também tem sido interligado ao desenvolvimento do DM1,
sendo os genes HLA-B e HLA-A os mais proeminentes (Brandstette, 2017).

A contribuicdo ambiental na etiologia do DM1 esta intimamente relacinada a
numerosos agentes virais e bacterianos, produtos alimentares, fatores antropométricos, neurais
e hormonais, assim como a contribuicdo deles para o dsenvolvimento da autoimunidade e
manifestacdes clinicas do DM1. Todavia, os virus sdo os agentes mais relacionados ao
surgimento desta doenca, como € o0 caso dos enterovirus e 0s rotavirus, 0s quais
possivelmente apresentam tropismo pancreatico, conduzindo assim a uma lise direta ou
imunomediada das células beta pacreéaticas. A infecdo viral leva a liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias, consituindo desta forma um fator central na perda de tolerdncia aos auto-
antigenos e na ativacdo de linfdcitos autorreativos, uma vez que, a auto-imunidade tem sido
amplamente ligada a acdo de citocinas pro-inflamatérias liberadas no local da lesdo. O
acontecimento imunolégico inicial no desenvolvimento da doenca decorrente da infecdo viral,
caracteriza-se pela producao de IFN-y pelas células beta produtoras de insulina. A secrecéo da
citocina esta associada a expressdo das moléculas de HLA de classe | e de classe Il na
superficie das células beta; por conseguinte a estes eventos ocorre a apresentacdo de
autoantigenos pelas células beta pancreaticas aos linfocitos T auto reativos, dando inicio a
cascata de processos inflamatorios, culminando na insulite (Sesterheim, Saitovitch & Staub,
2007; Atkinson, 2012; Silva, 2013).

3.2 Diagnostico e Tratamento do DM1

Visto que o DM1 ocorre somente ap6s grande parte das células beta terem sido
destruidas, um pré-diabético € livre de sintomas. Os testes mais comumente indicados para
determinar o nivel de aclcar no sangue sdo a hemoglobina glicada (A1C) e a glicemia de
jejum. No entanto, o teste da A1C é mais preciso quando relacionado ao critério de rastreio se
avaliando os Ultimos meses. De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes 2015-2016 é
necessario levar em consideracdo os valores da glicose plasmatica também quando esta se
investigando esta patologia, como mostrado no Quadro 1. Assim como também deve se

realizar uma triagem genética e pesquisa de autoanticorpos para que possa se estabelecer o

10
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diagnéstico de DM1 com precisdo (Brandstetter, 2017; Sociedade Brasileira de Diabetes,
2019-2020).

Quadro 1. Valores de glicose plasmatica (mg/dL) para diagnostico de diabetes mellitus e suas
estagios pré-clinicos.

. .. Glicose 2 horas apds .
Glicose em jejum Glicose ao acaso
sobrecarga com 75¢g
(el de glicose (mg/dL) {meiel)
Normoglicemia <100 <140
Pré-diabetes ou risco
>100 e < 126* > 140 e < 200"
aumentado para DM
> 200 com sintomas

Diabetes estabelecido > 126 >200 inequivocos de

hiperglicemia

* Categoria também conhecida como glicemia de jejum alterada.
# Categoria também conhecida como intolerancia oral a glicose.
Fonte: ADAPTADO Sociedade Brasileira de Diabetes, (2019-2020).

Uma vez estabelecido o diagndstico do DM1, os cuidados iniciais concentram-se em
restaurar a euglicemia, na qual a terapia mais comum é a administracdo de insulina exdgena,
por seringas ou por uma bomba de insulina, uma vez que as células beta produtoras de
insulina sdo destruidas e ndo conseguem produzi-la , se faz necessério injeta-la. Atualmente ja
existem formas de tratamento com métodos mais invasivos, como € o caso dos transplantes de
pancreas e de ilhotas. O transplante de péancreas tornou se um dos procedimentos mais
comuns, no entanto, as taxas de aceitacdo do enxerto e a sobrevida do paciente sdo bastante
baixas. Ja o transplante de ilhotas surge como uma melhor opcao de tratamento, pois ajuda a
restaurar o controle glicémico e a protecdo contra eventos hipoglicémicos graves. Entretanto,
seu uso tem sido limitado devido a insuficiéncia dos recursos dos doadores, a rejeicdo de
transplantes e a necessidade de imunossupressao vitalicia, uma vez que, também pode

desencadear resposta inflamatdria (Zhu et al, 2017; Brandstetter, 2017)

3.3 O Sistema CRISPR/Cas 9 e sua aplicabilidade no tratamento do DM1

O sistema CRISPR/Cas9 é uma das técnicas metodologicas de edicdo génica, na qual é

originada da imunidade adaptativa de procariontes. O mecanismo de sistema CRISPR/Cas9
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possibilita a edi¢cdo genética por meio do knockout (nocautemaneto) e knock-in (integracao de
sequéncias génicas exdgenas), como também a substituicdo alélica do DNA alvo, tendo agéo
principalmente da endonuclease Cas9, em que possui a fungéo de clivagem do DNA de dupla
fita da célula alvo; um RNA guia, na qual é projetado para o reconhecimento de sequéncia-
alvo do DNA em que quer ser modificado; e 0 DNA alvo em que se quer gerar modificacfes
para corrigir mutac@es, gerando o funcionamento de proteinas inativas (Marraffin et al., 2010,
Jinek et al., 2012, Cong et al., 2013, Vieira et al., 2016, Gongalves & Paiva, 2017).

Este sistema é uma ferramenta agil e tem como o primeiro passo de funcionamento a
partir de uma molécula de RNA guia, na qual é introduzida numa célula em que se hibridiza
com o DNA alvo nessa célula. O RNA guia realiza o reconhecimento do local da sequéncia
especifica do DNA em que se quer editar, servindo assim como um guia de localizagdo se
ligando a sequéncia do gene do DNA, formando assim um complexo. Em seguida, a
endonuclease Cas9 tem seu papel de clivagem da sequéncia do DNA especifico, a partir do
reconhecimento desse complexo, e com o DNA clivado ¢ ativado o sistema de reparo celular
para reparar a fita dupla, tendo assim o resultado de processo podendo ser, por exemplo, 0
knock-in ou knockout do gene do DNA (Nodari et al., 2016; Gongalves; Paiva, 2017).

A edicdo gendmica com CRISPR/Cas9 pode melhorar terapias de tratamento do DM1,
como por exemplo a terapia com células-tronco mensenquimais pluripotentes (MSC)
(Geraldo et al., 2017; Gerace et al., 2017). Essa terapia possui a funcionalidade
principalmente pela reparagdo e sobrevivéncia de células B das ilhotas pancreaticas de
Langerhans, assim as MSCs possuem a capacidade de modificacdo do microambiente das
areas de lesdo pancreatica, anulando assim a destruicdo autoimune contra as células B e
podendo restaurar a normoglicemia do paciente com DM1 (Gerace et al., 2017).

A utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9 pode mediar a diferenciacdo das células tronco
mesenguimais pluripotentes e assim obter uma eficacia no tratamento da doenga, junto com a
ativacdo de genes envolvidos na producao de insulina (PDX-1, NEUROD-1, MafA) (Geraldo
etal., 2017; Gerace et al., 2017).

Para o melhoramento da terapia com MSCs pelo sistema CRISPR/Cas9, precisa-se da
inatividade da atividade catalitica da Cas9, e assim transforma-la em Cas9 deficiente (dCas9)
para este ser manipulado. Sendo assim, essa dCas9 é fundido a um transativador (VP64 ou
p300), na qual sera dirigido pelo RNA guia ao local promotor dos genes PDX-1, NEUROD-1,
MafA, etc., das MSCs e assim ser possivel direcionar a ativacdo dos fatores de transcricdo do

pancreas, assim como a diferenciacdo das MSCs em células produtoras de insulina. Os
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isolados de células para aplicacdo do sistema CRISPR/Cas9 é obtido por fontes de tecido
adulto, medula 6ssea etc., para cultura ex vivo (fora do organismo) (Gerace et al., 2017).

Assim com a modificacdo genética das MSCs pelo CRISPR/Cas9 consegue-se gerar
células produtoras de insulina que € administrada sistematicamente ou por via subcutanea no
paciente participante da terapia. (Gerace et al., 2017). De acordo com alguns estudos, a
eficiéncia da utilizacdo do CRISPR/Cas9 no direcionamento de MSCs no tratamento da DM1,
representa uma taxa de melhora de 2% a 4% (Mali et al., 2013), sendo aumentada em 51% a
79%, quando utilizado de marcadores fluorescentes para a selecdo de células com expressdo
da endonuclease Cas9 (Ding et al., 2013).

Figura 2. Isolamento das células mesenquimais pluripotentes.
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Fonte: Adaptado Gerace et al., (2017).

4. Conclusao

A incidéncia de DM1 vem aumentando rapidamente e o tempo de inicio regredindo
para idade mais jovem, devido a combinacdo de fatores genéticos, autoimunidade e fatores
ambientais, com o principal mecanismo efetor desencadeado por uma reagdo autoimune.

Embora as estratégias de tratamento corrijam a insulino dependéncia, como é o caso do
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transplante de pancreas e de ilhotas, recentemente tem surgido novas técnicas terapéuticas que
possibilitam uma melhor forma de tratamento e um menor grau de rejeicdo do transplante,
bem como viabiliza uma melhor sobrevida ao paciente portador desta patologia, como é o
caso da utilizagéo do sistema CRISPR/Cas9.

A terapia com sistema CRISPR/Cas9 associada a terapia com células tronco
mesenquimais pluripotentes vem se mostrando promissores e potenciais no tratamento da
DML1. A técnica com o sistema CRISPR/Cas9 viabilizou o desenvolvimento de novas terapias
e perspectivas de tratamentos para a doenca, devido este sistema apresentar alta versatilidade,
eficacia, especificidade e facilidade de uso.

A terapia de MSCs ja vinha se demonstrando uma técnica de sucesso para 0
tratamento da DM1, com isso o sistema CRISPR/Cas9 proporcionou uma melhora na
modulacdo dessa terapia. No entanto, faz-se necessarias novas pesquisas capazes de induzir
estratégias para o melhoramento de alteracfes genéticas e maior eficiéncia do efeito

terapéutico.
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