Aula 18 - Métodos de Entrega de
Componentes CRISPR em Ceélulas

Desvendando a Entrega: Como a Edicao Génica Chega ao Alvo?

Imagine que vocé tem a chave para reescrever o cédigo da vida, uma ferramenta poderosa capaz de corrigir erros
genéticos ou adicionar novas funcionalidades. Essa ferramenta € o sistema CRISPR-Cas9, uma verdadeira
revolucao na biotecnologia. Mas, como qualquer ferramenta de precisao, ela so é util se puder ser entregue
exatamente onde é necessaria. De que adianta ter a melhor chave do mundo se vocé nao consegue chegar a
fechadura certa?

Nesta aula, embarcaremos em uma jornada para entender os desafios e as solucdes para levar os componentes do
CRISPR - a "tesoura molecular" e seu guia — para dentro das células, onde eles podem fazer seu trabalho magico.
Vocé descobrira que essa etapa é tao crucial quanto a propria edicao, pois determina a eficacia, a seguranca e o
potencial terapéutico de qualquer aplicacao da edicao génica.



O Ponto de Partida: Entendendo a
Transfeccao de Plasmideos

Imagine que vocé precisa enviar uma mensagem secreta para dentro de uma fortaleza bem protegida. Essa
fortaleza € a célula, e a mensagem secreta sao as instrugdes genéticas para o sistema CRISPR. Como vocé faria
isso sem danificar a fortaleza ou alertar os guardas? A transfeccao de plasmideos é uma das primeiras e mais
acessiveis estratégias que os cientistas desenvolveram para essa tarefa.

() Transfeccao: O processo de introduzir material genético (como DNA ou RNA) em células eucaridticas, ou
seja, células com um nucleo definido, como as nossas.

A transfeccao €, em sua esséncia, o processo de introduzir material genético (como DNA ou RNA) em células
eucariodticas, ou seja, células com um nucleo definido, como as nossas. No contexto do CRISPR, isso geralmente
significa inserir plasmideos — pequenas moléculas circulares de DNA — que contém 0s genes para produzir a
enzima Cas9 e o RNA-guia (sgRNA) dentro da célula. Uma vez |a dentro, a propria maquinaria da célula Ié essas
instrucdes e fabrica os componentes do CRISPR.

Pense na transfeccao de plasmideos como a entrega de um manual de instrugdes para uma fabrica. Vocé nao
entrega a maquina pronta, mas sim as plantas e o guia para que a prépria fabrica monte o que precisa. Essa
abordagem é amplamente utilizada em laboratorios de pesquisa por sua simplicidade e custo-beneficio, sendo um
ponto de partida fundamental para muitos experimentos de edicao génica.



Os Meétodos por Tras da Transfeccao:
Abrindo as Portas da Célula

Mas como exatamente esses plasmideos conseguem atravessar a barreira protetora da membrana celular? Existem
diversas técnicas, cada uma com suas particularidades, mas todas com o objetivo comum de tornar a membrana
temporariamente permeavel ou de "enganar" a ceélula para que ela internalize o DNA.

Transfeccao Quimica Eletroporacao

Utilizamos reagentes especiais, como lipidios A célula é submetida a pulsos elétricos curtos e de
catidnicos ou polimeros, que formam complexos alta voltagem. Esses pulsos criam poros

com o DNA do plasmideo. Esses complexos, por temporarios na membrana celular, permitindo que o
terem carga positiva, interagem com a membrana DNA do plasmideo, que esta no meio externo, entre
celular, que é negativamente carregada, facilitando diretamente na célula.

a entrada do DNA.

E como se vocé envolvesse sua mensagem secreta em uma "capa" que a torna mais atraente para a fortaleza,
permitindo que ela seja absorvida, ou abrisse pequenas "portas secretas" na fortaleza por um breve momento,

tempo suficiente para que a mensagem deslize para dentro.



Vantagens e Limitacoes da Transfeccao de
Plasmideos

A transfeccao de plasmideos, apesar de ser uma técnica robusta e amplamente utilizada, possui um conjunto de
vantagens e desvantagens que a tornam mais adequada para certas aplicacdes do que para outras. Entender
esses pontos e crucial para qualquer pesquisador ou profissional que trabalhe com edicao génica.

Vantagens Limitacoes

o Simplicidade e baixo custo - Reagentes baratos e o Eficiéncia variavel - Depende muito do tipo de
equipamentos basicos célula

e Flexibilidade - Facilita modificacao e otimizacao o Expressao transitoria - DNA nao se integra ao
dos componentes CRISPR genoma

e Acessibilidade - Disponivel para a maioria dos e Células "teimosas" - Algumas sao dificeis de
laboratorios transfectar

o Versatilidade - Kit de ferramentas basico para e Duracao limitada - Nao ideal para edicbes
diferentes prototipos duradouras

Uma das grandes vantagens é a sua simplicidade e baixo custo. Os reagentes sao relativamente baratos e o
processo nao exige equipamentos extremamente sofisticados, tornando-o acessivel para a maioria dos
laboratdrios. E como ter um kit de ferramentas basico e versatil que permite construir e testar diferentes protétipos
rapidamente.



Aplicacoes e Cenarios ldeais para a
Transfeccao de Plasmideos

Considerando suas caracteristicas, a transfeccao de plasmideos é particularmente util em cenarios especificos,
especialmente em ambientes de pesquisa e desenvolvimento inicial. Ela serve como um trampolim para
investigacdes mais aprofundadas e para a validacao de conceitos antes de se mover para metodos mais

complexos.

&5 Experimentos de @8 Edicao Génica In Vitro ;_i Modelos Celulares
Prova de Conceito Amplamente utilizada para Criagcao de modelos
Se um cientista quer testar edicao génica em células celulares para doencgas ou
rapidamente se um novo cultivadas em placas de triagem de bibliotecas de
RNA-guia funciona para um Petri no laboratério. Para RNA-guia. Permite que
alvo especifico, ou se uma estudos que nao exigem pesquisadores manipulem o
nova variante da Cas9 é integracao permanente do genoma de células em um
mais eficiente, a transfeccao DNA ou alta taxa de edicao ambiente controlado.
oferece uma maneira rapida em todas as células.

e econdmica de obter essas
respostas.

E como um teste de bancada rapido para verificar a funcionalidade de um novo componente antes de integra-lo a
um sistema maior, abrindo caminho para descobertas sobre a funcao dos genes e o desenvolvimento de novas
terapias.



A Natureza a Nosso Favor: Vetores Virais na
Entrega de CRISPR

Se a transfeccao de plasmideos € como entregar um manual de instrucdes, os vetores virais sdo como contratar
um servico de entrega especializado que ja sabe como entrar na fortaleza e entregar a mensagem diretamente. A
natureza, em sua complexidade, nos deu os virus — mestres em invadir células e inserir seu préprio material
genético. Os cientistas, com sua engenhosidade, aprenderam a "desarmar" esses virus, remover seus genes
causadores de doencas e substitui-los pelos componentes do CRISPR.

[ Vetores Virais: Virus modificados que atuam como "cavalos de Troia" moleculares, carregando a carga
genética do CRISPR para dentro das células-alvo.

Essa abordagem aproveita a capacidade natural dos virus de infectar células e entregar seu conteudo genético de
forma eficiente. Ao invés de causar doencas, os virus modificados — agora chamados de vetores virais — atuam
como "cavalos de Troia" moleculares, carregando a carga genética do CRISPR para dentro das células-alvo.

Os vetores virais representam um salto significativo na entrega de componentes CRISPR, especialmente quando o
objetivo é alcancar uma alta eficiéncia de transducao e, em alguns casos, uma expressao mais duradoura dos
componentes de edicao. Eles sao a ponte entre a pesquisa de bancada e as aplicacées terapéuticas mais
ambiciosas.



Lentivirus: O Entregador de Longo Prazo

Entre os diversos tipos de vetores virais, os lentivirus se destacam por uma caracteristica muito particular: sua
capacidade de integrar o material genético que carregam diretamente no genoma da célula hospedeira. Isso
significa que, uma vez que os componentes do CRISPR sao entregues, as instrucoes para produzi-los se tornam
uma parte permanente do DNA da célula, garantindo uma expressao estavel e duradoura.
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Entrada na Célula Integracao Gendémica Expressao Duradoura

O lentivirus se liga aos receptores da O DNA viral se integra A célula produz continuamente os
célula-alvo e injeta seu conteudo permanentemente ao genoma da componentes CRISPR a partir das
genético célula hospedeira instrucdes integradas

Pense nos lentivirus como um servico de mudanc¢a que nao apenas entrega seus moéveis (0s genes do CRISPR) na
sua casa (a célula), mas também os monta e os fixa permanentemente no lugar. Essa caracteristica é
extremamente valiosa para aplicagcdes que exigem uma edicao génica de longo prazo, como a correcao de
doencas genéticas crbénicas ou a criacao de linhagens celulares estaveis para pesquisa.



Adenovirus: O Entregador Rapido e Eficiente

Se os lentivirus sao os entregadores de longo prazo, os adenovirus sao os entregadores expressos: rapidos,
eficientes e que nao deixam rastros permanentes. Diferente dos lentivirus, os adenovirus entregam seu material
genético no nucleo da célula, mas esse DNA permanece como um "episoma", uma molécula separada que nao se
integra ao genoma da célula hospedeira.

Rapido Eficiente
Alta velocidade de transducao e inicio da expressao Excelente capacidade de infectar diversos tipos
celulares

Transitoério Grande Capacidade
Expressao temporaria sem integracao genémica Pode carregar grandes cargas genéticas (até 36 kb)

Imagine os adenovirus como um servi¢co de entrega de pacotes que deixa a encomenda (os componentes do
CRISPR) dentro da sua casa (a célula), mas nao a fixa permanentemente. A encomenda fica ali, disponivel para
UsSo, mas nao se torna parte da estrutura da casa. Isso significa que a expressao dos componentes do CRISPR é
transitoria, durando apenas enquanto o episoma permanece ha célula.



Comparando os Vetores Virais: Lentivirus
vs. Adenovirus

A escolha entre lentivirus e adenovirus depende fundamentalmente do objetivo da sua aplicacao. Ambos sao
ferramentas poderosas, mas suas caracteristicas intrinsecas os tornam mais adequados para cenarios distintos.

Para ilustrar, pense em construir uma casa. Se vocé precisa de uma fundacao soélida e permanente para uma
estrutura que durara décadas, vocé usaria o cimento (lentivirus). Ele se integra, é duradouro e suporta a estrutura a
longo prazo. Mas se vocé precisa montar um palco para um evento de um dia, vocé usaria estruturas modulares
(adenovirus).

Caracteristica Lentivirus Adenovirus

Integracao Gendémica Sim (expressao duradoura) Nao (episomal, expressao
transitoria)

Células-alvo Dividindo e nao-dividindo Dividindo e nao-dividindo
Resposta Imune Baixa Moderada a Alta

Capacidade de Carga Média (até ~9 kb) Alta (até ~36 kb)

Aplicacoes Tipicas Terapia génica de longo prazo, Vacinas, terapia génica transitoria,

modelos estaveis estudos in vitro



A Elegancia da Entrega Direta: Complexos
de Ribonucleoproteina (RNP)

Até agora, falamos sobre entregar as "instrucdes" (DNA em plasmideos ou vetores virais) para que a célula
produza os componentes do CRISPR. Mas e se pudéssemos entregar a "ferramenta pronta" diretamente? E
exatamente isso que a entrega de complexos de ribonucleoproteina (RNP) faz.

= Cs

Método Tradicional Entrega RNP
DNA - Transcricao - Traducao - Proteina Cas9 + Proteina Cas9 + sgRNA ja montados - Acao Direta
sgRNA

Aqui, nao entregamos o DNA que codifica a Cas9 e o sgRNA, mas sim a proteina Cas9 ja montada e o sgRNA ja
sintetizado, formando um complexo funcional pronto para agir. Imagine que, em vez de enviar as pecas de um
quebra-cabeca para alguém montar, vocé envia o quebra-cabeca ja montado e colado.

[ RNP (Ribonucleoproteina): Complexo formado pela proteina Cas9 e o RNA-guia (sgRNA) ja unidos e
prontos para encontrar o alvo no DNA.

A entrega de RNP € uma das tendéncias mais promissoras na edicao génica, especialmente para aplicacées
terapéuticas. Ela oferece um controle temporal mais preciso sobre a atividade do CRISPR, minimizando a chance
de efeitos off-target e reduzindo a resposta imune.



Vantagens da Entrega de RNP: Velocidade e
Seguranca

A entrega de complexos de ribonucleoproteina (RNP) oferece um conjunto de vantagens que a tornam
particularmente atraente para diversas aplicacoes, especialmente aquelas que exigem precisao e seguranca.

Rapidez da Acao Natureza Transitdria Menor Imunogenicidade
Como a proteina Cas9 e o A proteina Cas9 e o sgRNA sao Geralmente resulta em uma
sgRNA ja estao prontos, eles degradados pela célula apds um menor resposta do sistema
podem comecar a trabalhar certo tempo, reduzindo imunoldgico do paciente,
imediatamente apds a entrada significativamente o risco de minimizando o risco de

na célula. Nao ha tempo de efeitos off-target. inflamacao ou rejeicao.

espera para transcricao e

traducao.

E como ter um bombeiro que ja chega com a mangueira montada e conectada ao hidrante, pronto para combater o
incéndio, em vez de ter que montar tudo no local. Essa velocidade é crucial para algumas aplicacdes, onde cada
minuto conta.

Essa transitoriedade reduz significativamente o risco de efeitos off-target, pois a "tesoura" nao fica ativa por
tempo indefinido, diminuindo as chances de cortar o DNA em locais indesejados. E como ter um cirurgido que faz o
corte preciso e depois guarda a ferramenta, em vez de deixa-la ativa indefinidamente.



Metodos de Entrega de RNP: Indo Alem da
Transfeccao

Embora a eletroporacao seja um método comum para entregar RNP em células cultivadas em laboratério, a
pesquisa avangcou para desenvolver estratégias mais sofisticadas e eficientes para a entrega de RNP,
especialmente visando aplicagcdes in vivo.

@% Nanoparticulas y Microinjecao O=r Peptideos de Entrega
Essas minusculas O RNP € injetado Celular (CPPs)
"capsulas" podem ser diretamente na célula, Peqguenas sequéncias de
projetadas para encapsular oferecendo controle preciso aminoacidos capazes de
o complexo RNP e protegé- sobre a quantidade e facilitar a entrada de
lo da degradacao, além de localizacao da entrega. moléculas na célula,
serem funcionalizadas para atuando como "chaves"
direcionar a entrega a tipos moleculares.

celulares especificos.

Imagine que vocé esta enviando um pacote valioso (0 RNP) em um drone (a nanoparticula) que pode ser
programado para pousar apenas em um endereco especifico (a célula-alvo). As nanoparticulas lipidicas (LNPs),
por exemplo, sao amplamente estudadas e ja sao utilizadas em vacinas de mRNA, mostrando seu potencial para a
entrega de acidos nucleicos e proteinas.



Desafios da Entrega In Vivo: A
Complexidade do Organismo

Até agora, exploramos métodos que funcionam muito bem em laboratério, em células cultivadas em placas. Mas a
verdadeira fronteira da edicdo génica esta na sua aplicacdo em organismos vivos, ou seja, in vivo. E aqui que a
complexidade aumenta exponencialmente, e os desafios da entrega se tornam mais evidentes e cruciais.

Imagine que vocé precisa entregar uma carta para uma pessoa especifica em uma cidade gigantesca e
movimentada, sem saber exatamente onde ela mora e com a cidade cheia de obstaculos e pessoas que podem
interceptar sua carta. Essa é a analogia para a entrega de componentes CRISPR no corpo humano.

Barreiras Fisicas Diluicao e Degradacao

A necessidade de atravessar membranas Os componentes do CRISPR podem ser diluidos no

celulares, vasos sanguineos e tecidos densos para
alcancar as células-alvo.

Especificidade de Entrega

A dificuldade de direcionar a entrega apenas para
as células doentes, evitando as células saudaveis
e minimizando efeitos off-target.

sangue ou degradados por enzimas antes de
chegarem ao seu destino.

Resposta Imune

O corpo pode reconhecer os componentes do
CRISPR como estranhos e montar uma resposta
imune, neutralizando a terapia ou causando
inflamacao.



Superando os Desafios: Estrategias para
Entrega In Vivo

Apesar dos desafios, a pesquisa em entrega in vivo tem feito avancos notaveis, impulsionada pela promessa da
medicina de precisdo. Cientistas estdo desenvolvendo estratégias inovadoras para tornar a edicao génica uma
realidade terapéutica.

Vetores Virais AAVs Nanoparticulas Inteligentes

Uma das abordagens mais promissoras € a otimizacao Desenvolvimento de nanoparticulas inteligentes com
dos vetores virais adeno-associados (AAVs). Os superficies modificadas para reconhecer e se ligar a
AAVs sao conhecidos por sua baixa imunogenicidade receptores especificos em células doentes.

e capacidade de infectar uma ampla gama de tecidos. .
e Sistema de GPS molecular

e Novos sorotipos especializados « Entrega direcionada
o Direcionamento tecido-especifico « Protecéo da carga

e Baixa resposta imune

Pesquisadores estao desenvolvendo novas variantes de AAVs (sorotipos) que sao mais eficientes em atingir
tecidos especificos, como o figado, o olho ou o cérebro. E como ter um tipo de drone que é especialista em voar
em diferentes condicdes climaticas e pousar em telhados especificos.

Imagine um sistema de GPS acoplado ao seu drone, que o guia precisamente para o local exato da entrega,
ignorando todos os outros. Essa inteligéncia na entrega é fundamental para maximizar a eficacia e minimizar os
efeitos colaterais.



A Importancia da Especificidade e
Seguranca ha Entrega In Vivo

No contexto da medicina de precisao, onde tratamentos sao adaptados as caracteristicas genéticas individuais, a
especificidade e a seguranca da entrega in vivo sao de suma importancia. Nao basta apenas entregar os
componentes do CRISPR; é preciso entrega-los no lugar certo, na dose certa e sem causar danos colaterais.

Especificidade Seguranca
Garantir que a edicao génica GP@ Minimizar a resposta imune e
ocorra apenas nhas células ou garantir dose terapéutica sem
tecidos afetados pela doenca toxicidade
Aplicacao Clinica Equilibrio
Traduzir avancos em terapias @ Balancear eficacia e seguranca
reais para pacientes através de inovacao continua

A especificidade da entrega garante que a edicao génica ocorra apenas nas células ou tecidos afetados pela
doenca, evitando a edicao em células saudaveis. Por exemplo, em uma doenca hepatica, o ideal € que o vetor de
entrega atinja apenas as células do figado, e nao as células do coracao ou do cérebro.

A seguranca envolve minimizar a resposta imune do paciente aos componentes de entrega e ao proprio sistema
CRISPR, além de garantir que a dose administrada seja terapéutica sem ser tdxica. E um equilibrio delicado entre
eficacia e seguranca, onde a inovacao continua é a chave para o sucesso clinico.



O Papel das Tendéncias Atuais ha Entrega
de CRISPR

As tendéncias e avancos recentes na gendémica e na biotecnologia estao intrinsecamente ligadas ao
desenvolvimento de métodos de entrega de CRISPR mais eficazes e seguros. A evolugao de uma area impulsiona a
outra, criando um ciclo virtuoso de inovacao.

Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

Os Avancos em Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS), com plataformas como Illumina e Oxford
Nanopore, sao cruciais para a validacao da edicao
génica. Apos a entrega dos componentes CRISPR, o
NGS permite verificar com alta precisao se a edicao
ocorreu no local correto.

Novas Variantes CRISPR

A exploracao de novas variantes do sistema
CRISPR, como os editores de base (base editing) e o
prime editing, também impacta diretamente as
estratégias de entrega. Essas novas ferramentas
podem ter requisitos de entrega diferentes, talvez
menores ou mais especificos.

E como ter um sistema de controle de qualidade super detalhado que verifica a eficacia da sua entrega e a
precisao da sua ferramenta, garantindo que o "pacote" foi entregue e utilizado corretamente. Por exemplo, um
editor de base pode ser menor que a Cas9 tradicional, facilitando sua encapsulacao em nanoparticulas ou AAVSs.



Medicina de Precisao e a Entrega
Personalizada

A visao da Medicina de Precisao, que busca personalizar tratamentos para cancer e outras doencas com base no
perfil genético individual do paciente, depende fundamentalmente da capacidade de entregar terapias genémicas
de forma altamente especifica e controlada. A edi¢cao génica, e em particular a entrega de seus componentes, €
um pilar central dessa revolugao.
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Analise Genética Design Personalizado

Células tumorais sao analisadas por NGS para identificar Sistema CRISPR é projetado para corrigir ou desativar
mutacoes especificas do paciente essas mutacdes especificas
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Entrega Direcionada Tratamento Eficaz

Componentes CRISPR sao entregues apenas nas células Terapia personalizada baseada no perfil genético unico
cancerosas, preservando células saudaveis do paciente

Imagine um tratamento para cancer onde as células tumorais de um paciente sao analisadas por NGS para
identificar mutacdes especificas. Com essa informacao, um sistema CRISPR pode ser projetado para corrigir ou
desativar essas mutacdes. Mas para que isso funcione, os componentes do CRISPR precisam ser entregues
apenas nas células cancerosas, sem afetar as células saudaveis ao redor.

A pesquisa em entrega de CRISPR esta, portanto, diretamente alinhada com os principios da medicina de precisao.
O desenvolvimento de nanoparticulas que reconhecem biomarcadores especificos de tumores, ou de vetores virais
que tém tropismo por certos tipos de células doentes, sdo exemplos de como a entrega estad sendo personalizada.



O Futuro da Entrega de CRISPR: Inovacao

Continua

O campo da entrega de componentes CRISPR € um dos mais dinamicos e inovadores na biotecnologia atual. A

cada dia, novas pesquisas e tecnologias surgem, prometendo superar as barreiras existentes e expandir o alcance

da edicao génica.

Entrega Nao-Viral In Vivo

Uma das fronteiras € a entrega nao-viral in vivo.
Embora os vetores virais sejam eficazes, eles ainda
apresentam desafios relacionados a imunogenicidade
e a capacidade de carga.

e Nanoparticulas avancadas
e Melhor perfil de seguranca
e Maior flexibilidade

e Engenharia de materiais

Entrega Direcionada e Responsiva

Desenvolvimento de sistemas que nao apenas levem o
CRISPR ao local certo, mas que também liberem sua
carga apenas quando certas condi¢cdes sao atendidas.

e Sistemas inteligentes
e Resposta a pH especifico
e Deteccao de enzimas

e Liberacao controlada

Por isso, ha um grande esforco no desenvolvimento de métodos nao-virais, como as nanoparticulas, que possam

oferecer um perfil de seguranca ainda melhor e maior flexibilidade. A engenharia de materiais esta

desempenhando um papel crucial aqui, criando novas formulacdes e designs para essas "capsulas" moleculares.

E como ter um pacote que sé se abre quando chega ao destino correto e detecta a "senha" ambiental. Essa

inteligéncia na entrega é fundamental para maximizar a eficacia e minimizar os efeitos colaterais.



Conectando os Pontos: Da Bancada a Clinica

A jornada dos métodos de entrega de CRISPR, da transfeccao de plasmideos em laboratério até as complexas
estratégias de entrega in vivo, ilustra perfeitamente a transicao da pesquisa basica para as aplicacées clinicas.
Cada método tem seu lugar e sua importancia, e a escolha do mais adequado depende do objetivo e do contexto.

Pesquisa Inicial Aplicacoes Clinicas

Transfeccao de plasmideos - validacao Entrega de RNP - velocidade,
rapida de novas ideias e otimizacao de seguranca e controle temporal para
componentes medicina de precisao

Estudos Avancados Futuro Terapéutico

Vetores virais - alta eficiéncia para Entrega in vivo - transformar promessas
estudos mais complexos e primeiras em realidade para milhdes de pacientes
terapias génicas

A transfeccao de plasmideos continua sendo a espinha dorsal da pesquisa inicial, permitindo a validacao rapida de
novas ideias e a otimizagcao de componentes. Os vetores virais, com sua alta eficiéncia, sdo essenciais para
estudos mais avancados e para as primeiras incursées em terapias génicas. E a entrega de RNP, com sua
velocidade e perfil de seguranca aprimorado, esta se tornando a preferéncia para muitas aplicacées clinicas.

Os desafios da entrega in vivo sdo os mais dificeis, mas também os que oferecem as maiores recompensas.
Supera-los significa transformar a promessa da edicao génica em realidade para milhdes de pacientes. A
colaboracao entre bidlogos, engenheiros de materiais, quimicos e médicos é fundamental para continuar
impulsionando essa area.



Consolidacao e Proximos Passos

Nesta aula, desvendamos os intrincados caminhos que os componentes do CRISPR percorrem para chegar ao seu
destino dentro das células. Comecamos com a simplicidade da transfeccao de plasmideos, exploramos a eficiéncia
dos vetores virais como lentivirus e adenovirus, e nos aprofundamos na elegancia da entrega direta de complexos
de ribonucleoproteina (RNP). Finalmente, enfrentamos os desafios da entrega in vivo, compreendendo como a
especificidade, a seguranca e a resposta imune moldam o futuro das terapias génicas.

[ Em pratica: A escolha do método de entrega de CRISPR é tao critica quanto o design da propria edicao.
Ela define a eficiéncia, a duracao da atividade, a seguranca e a viabilidade de uma aplicacao, seja em
pesquisa ou em terapia.

Autoavaliacao

1. Qual das seguintes caracteristicas € uma vantagem principal da entrega de complexos de
ribonucleoproteina (RNP) em comparacao com a transfeccao de plasmideos ou vetores virais?

o a) Integracao permanente do material genético no genoma da célula hospedeira.

o b) Expressao prolongada e duradoura dos componentes CRISPR.

o ¢) Acao mais rapida e menor risco de efeitos off-target devido a natureza transitoria.

o d) Capacidade de carregar grandes cargas genéticas para sistemas CRISPR complexos.

2. Um pesquisador precisa realizar uma edicao génica em células que nao estao se dividindo (quiescentes) e
busca uma expressao dos componentes CRISPR que seja duradoura e estavel. Qual método de entrega seria
0 mais adequado?
o a) Transfeccao de plasmideos por eletroporacao.
o b) Entrega direta de RNP via nanoparticulas.
o c¢) Vetores adenovirais.
o d) Vetores lentivirais.
3. Qual dos seguintes € um dos principais desafios da entrega de componentes CRISPR in vivo?
o a) A dificuldade de obter plasmideos em quantidade suficiente para a transfeccao.
o b) A necessidade de transcricao e traducao dos componentes CRISPR dentro da célula.
o ) A respostaimune do hospedeiro e a dificuldade de direcionar a entrega a tecidos especificos.

o d) Aincapacidade de editar células que nao estao em divisao ativa.

Gabarito:

1.¢)|2.d)]|3.¢)

Conexao com a Préoxima Aula: Compreender como os componentes do CRISPR chegam ao seu destino é apenas o
primeiro passo. Na Aula 19 - Validacao da Edicao Génica e Analise de Efeitos Off-Target, vocé aprendera a
verificar se a edicao ocorreu como planejado e a identificar se houve cortes indesejados, garantindo a precisao e a
seguranca da intervencao.



