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RESUMO

Objetivo: Analisar o potencial da técnica CRISPR-Cas9 na modulagdo genética da
trissomia 21. Métodos: Realizou-se uma revisdo integrativa, com abordagem qualitativa,
de carater exploratdrio, com delineamento bibliografico e documental. A coleta de dados
foi realizada por meio da selecao criteriosa de artigos cientificos e outras publicacdes
técnico-cientificas disponiveis em bases como PubMed, Scopus, Web of Science, SciELO e
Google Académico. Foram priorizadas publicagdes em inglés e portugués, no periodo de
2012 a 2025. Resultados: A estratégia de edigao genética alelo-especifica demonstrou
maior especificidade na remocao do cromossomo 21 extra, sem afetar os demais
cromossomos, representando um avango em diregdo a terapias mais seguras e
direcionadas. Contudo, desafios importantes persistem, incluindo a heterogeneidade
celular, a eficacia clinica em organismos vivos e a necessidade de avaliacdo de efeitos a
longo prazo. No campo ético, o uso do CRISPR-Cas9 para modificagdo genética da trissomia
21 levanta discussdes complexas sobre eugenia, consentimento, equidade no acesso a
tecnologia e impactos sociais. Conclusdo: A estratégia CRISPR-Cas9 alelo-especifica
mostra-se promissora para a modulagdo genética da trissomia 21, oferecendo avancos
relevantes em precisdo e seguranca. No entanto, desafios técnicos e dilemas éticos
persistem, exigindo cautela e reflexdo quanto a aplicacdo clinica dessa tecnologia.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the potential of the CRISPR-Cas9 technique in the genetic
modulation of trisomy 21. Methods: An integrative review was conducted with a
qualitative, exploratory approach, based on bibliographic and documentary research. Data
collection involved the careful selection of scientific articles and other technical-scientific
publications available in databases such as PubMed, Scopus, Web of Science, SciELO, and
Google Scholar. Publications in English and Portuguese from 2012 to 2025 were prioritized.
Results: The allele-specific gene-editing strategy demonstrated greater specificity in
removing the extra chromosome 21 without affecting other chromosomes, representing
progress toward safer and more targeted therapies. However, major challenges remain,
including cellular heterogeneity, clinical efficacy in living organisms, and the need to
evaluate long-term effects. In the ethical domain, the use of CRISPR-Cas9 for genetic
modification in trisomy 21 raises complex debates regarding eugenics, consent, equity in
access to technology, and broader social impacts. Conclusion: The allele-specific CRISPR-
Cas9 strategy appears promising for the genetic modulation of trisomy 21, offering
meaningful advances in precision and safety. Nonetheless, technical challenges and ethical
dilemmas persist, calling for caution and reflection concerning the clinical application of
this technology.

Keywords: bioethics. gene editing. CRISPR-associated protein 9. Down Syndrome.

1 Introducao

A Sindrome de Down (SD) ou trissomia do cromossomo 21 é o principal disturbio
genético associado a deficiéncia cognitiva. Trata-se da anomalia cromossémica viavel mais
comum do mundo, com uma prevaléncia de aproximadamente 1 em cada 600 nascidos
vivos (Hashizume et al., 2025). Sabe-se que os casos hereditarios constituem a menor
parte dos casos, enquanto a maioria ocorre por mutacdo espontanea durante a
gametogénese. A alteracdo mais frequente na SD é a trissomia livre do cromossomo 21,
correspondendo a cerca de 90% dos casos. Outros casos podem ser atribuidos ao
mosaicismo, que possui células normais e trissOmicas, as translocagdes robertsonianas e
0s rearranjos cromossomicos (Moreira et al., 2019).

A clinica da trissomia 21 apresenta variaveis niveis de atraso neuropsicomotor,
facies tipica, malformacbes cardiacas congénitas e sistémicas, que ocasionam graves
consequéncias ao bem-estar do individuo (Moreira et al., 2019).

No &mbito da edicdo genética como potencial terapéutico para sindromes
cromossOmicas, dadas as relevancias clinicas, emergiu a técnica CRISPR-Cas9, que torna
possivel a delegdo, insercao ou mutagao de sequéncias curtas de DNA em /oci genGmicos
especificos. Assim, pesquisas recentes demonstram a capacidade de induzir a remogao
direcionada em multiplos locais de cromossomos homologos, possibilitando intervengbes

em aneuploidias, como a trissomia 21 (Hashizume et al., 2025).
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A técnica CRISPR é um acronimo para a expressdo Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats, ou seja, consiste em trechos curtos, que se repetem em
intervalos regulares em palindromos. Tal ferramenta funciona associada a proteina Cas-9,
uma endonuclease capaz de identificar a regido palindromica e clivar a dupla hélice do
DNA, sendo possivel, assim, a delecdo ou insercdo de um novo trecho (Sganzerla; Pessini,
2020). A aplicacdo dessa tecnologia em células-tronco pluripotentes induzidas e
fibroblastos de pacientes com trissomia 21, por exemplo, mostra resultados promissores,
indicando que o CRISPR-Cas9 pode ser uma abordagem potencial para eliminar o
cromossomo extra e, assim, corrigir a anomalia genética na base da Sindrome de Down
(Wong et al., 2021)

A utilizacdo da técnica CRISPR-Cas9 em aneuploidias representa a transicdo de uma
tecnologia originalmente usada para edigdes genéticas pontuais para uma plataforma
capaz de modular eventos cromossdmicos em escala maior, de maneira a explorar as
particularidades alélicas e respostas celulares ao dano de DNA para induzir perda seletiva
de cdpias homodlogas. A convergéncia cientifica atual aponta que o maior desafio ndo é
mais demonstrar a capacidade de clivagem da endonuclease, mas sim direcionar a
consequéncia biolégica desse corte para um desfecho celular desejado, como a
fragmentacdo controlada ou o silenciamento cromossémico, com minima interferéncia no
restante do genoma. Essa mudanca de paradigma reforca o CRISPR-Cas9 como ferramenta
de estudo da resiliéncia celular, recomposicdo cariotipica e reequilibrio transcriptomico,
consolidando sua importancia investigativa para a trissomia 21, ainda que distante de
aplicacdo clinica (Hashizume et al., 2025).

Entretanto, a aplicacdo da técnica CRISPR-Cas9 em humanos envolve diversas
questdes éticas e sociais que exigem analise cuidadosa. A seguranga do procedimento é
um dos principais desafios, pois a edicdo genética pode causar efeitos off-target, ou seja,
modificacGes indesejadas em regides ndo pretendidas do genoma, com possiveis
consequéncias imprevisiveis. Além disso, hd preocupacdées quanto ao impacto dessas
intervencGes na diversidade genética da populagdo humana, que é essencial para a
adaptacao e equilibrio evolutivo das espécies. A proposta de “correcdo” genética também
levanta debates sobre a percepcdo social das deficiéncias, questionando se tais tecnologias
podem reforgar estigmas ou reduzir a valorizagdo da diversidade humana (Sganzerla;
Pessini, 2020).

A escolha do tema fundamenta-se nos avangos da técnica CRISPR-Cas9,
reconhecida pelo Prémio Nobel de Quimica em 2020 e com potencial demonstrado na
correcdo da trissomia 21 em células humanas. A relevancia da tematica decorre tanto da
busca por terapias eficazes e seguras quanto da necessidade de reflexdo ética sobre

eugenia, consentimento e diversidade humana. A pesquisa propde-se a examinar 0s
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avangos, desafios e implicagGes éticas relacionados a aplicacdo da técnica CRISPR-Cas9 na

modulacdo genética da trissomia 21.

2 Desenvolvimento

O presente estudo caracteriza-se como uma revisao integrativa de literatura, com
abordagem qualitativa e natureza exploratoria, fundamentada em um delineamento
bibliografico. A busca foi realizada nas bases de dados PubMed, Scopus, Web of Science,
SciELO e Google Académico, no 1° semestre de 2025. Foram utilizados os unitermos “Down
syndrome”, “Trisomy 21", "CRISPR-associated protein 9” e “bioethics”, indexados pelo
DeCS - descritores em Salude - para a pesquisa. Foram incluidos artigos cientificos
originais e revisbes sistematicas, além de publicacdes técnico-cientificas, diretrizes
bioéticas e documentos institucionais relevantes ao tema da edicdo genética aplicada a
Sindrome de Down. Incluiram-se textos completos publicados em inglés, portugués e
espanhol no periodo de 2012 a 2025. Esse recorte temporal foi adotado devido a escassez
de publicacdes recentes sobre a aplicacao da CRISPR-Cas9 na Trissomia 21, permitindo,
assim, abarcar estudos que oferecessem contribuicdes conceituais relevantes ao tema.

Os critérios de exclusdao abrangeram artigos sem revisdo por pares, estudos de caso
isolados ou sem amostragem definida, publicacdes duplicadas e estudos fora do recorte
temporal definido. A selecdo ocorreu em etapas sucessivas: leitura de titulo, resumo e
analise integral do texto das producdes elegiveis.

No processo de selecao dos estudos, foram identificados 80 artigos nas bases de
dados consultadas. Apds a remocdo de 30 publicagdes duplicadas, restaram 50 estudos
para triagem por meio da leitura de titulos e resumos, etapa em que 30 artigos foram
excluidos por ndo atenderem aos critérios estabelecidos. Dessa forma, 20 estudos foram
considerados potencialmente relevantes e submetidos a analise completa do texto. Apds
leitura integral, 6 trabalhos foram excluidos por apresentarem inconsisténcias
metodoldgicas, auséncia de relagdo direta com o tema ou dados insuficientes, resultando
na inclusdo final de 14 estudos na sintese qualitativa que compde esta revisdo integrativa.

A analise critica dos estudos selecionados foi realizada por leitura interpretativa e
comparativa, buscando identificar lacunas, avancos e limitacGes metodoldgicas. Foram
examinados achados convergentes e divergentes entre os autores, consisténcia dos dados,
e evidéncias inconclusivas. No eixo ético, foram avaliadas discussbes referentes a
seguranga, riscos potenciais, implicagdes morais, impacto social e controvérsias
relacionadas ao uso da engenharia genética na trissomia do 21, com base na autonomia,
beneficéncia, ndo maleficéncia e justica, principios da bioética.

A Sindrome de Down é a aneuploidia autossémica viavel mais frequente no mundo.
Decorre, na maior parte dos casos, da nao disjuncao meidtica, definida por uma separacao

cromossOmica errénea durante a formacao dos gametas. Com isso, ha uma copia extra do
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cromossomo 21 nas células do corpo, que pode ocorrer de forma total ou parcial
(Antonarakis et al., 2020).

Sabe-se, entdo, que a trissomia 21 é uma condigdo complexa, que ocasiona uma
expressao genética desregulada, capaz de afetar diversos sistemas e tecidos e, assim,
apresentar um amplo espectro fenotipico. Essa alteragdo resulta em uma série de
manifestacGes clinicas e neuroldgicas, variando entre atraso cognitivo, hipotonia,
malformacdes cardiacas e predisposicdo a doengas autoimunes e neurodegenerativas
(Antonarakis et al., 2020).

Nos Uultimos anos, a tecnologia CRISPR-Cas9 emergiu como uma poderosa
ferramenta de edigdo genética, com potencial terapéutico para corrigir mutacdes genéticas
hereditarias. Desenvolvida a partir de um sistema imunoldgico adaptativo de bactérias, a
técnica permite cortes precisos no DNA por meio da endonuclease Cas9 guiada por RNA,
possibilitando insercdes, delecdes ou substituicdes em regides especificas do genoma, por
meio da técnica de inativagdo cromossOmica com a insercdo do gene XIST ou pela
ferramenta alelo-especifica (X-inactive specific transcript) (Wong et al., 2021).

Em condicdes fisioldgicas, o XIST é responsavel pela inativacdo de um dos
cromossomos X em células femininas. Quando aplicado experimentalmente em
aneuploidias, esse gene é capaz de promover o silenciamento epigenético do cromossomo
extra, reduzindo a expressdo génica exacerbada e restabelecendo o equilibrio molecular
(De Araujo et al., 2014). Apesar de ser uma alternativa inovadora, o uso terapéutico do
XIST apresenta limitagGes consideraveis. O silenciamento global do cromossomo 21 pode
afetar genes essenciais a sobrevivéncia celular, além de provocar efeitos epigenéticos
imprevisiveis, como a propagacdo indevida de marcas de repressdo a outros cromossomos.
Esses riscos reforcam a necessidade de compreender melhor os mecanismos de regulacao
do XIST e de desenvolver estratégias mais precisas e seguras antes de sua aplicagdo clinica
em humanos (Hashizume et al., 2025).

Outra abordagem promissora é a técnica alelo-especifica, que permite direcionar a
edicdo genética de forma seletiva para o cromossomo 21 excedente, distinguindo-o dos
demais por pequenas variagdes na sequéncia de nucleotideos. Essa estratégia busca
reduzir os riscos de mutacgdes fora do alvo e minimizar impactos sobre genes essenciais,
tornando-se uma alternativa mais controlada em comparagao ao silenciamento
cromossOomico global. No entanto, sua aplicacdo terapéutica ainda enfrenta desafios
técnicos, como a baixa eficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA e a necessidade de
aprimorar os sistemas de entrega da ferramenta as células humanas, garantindo maior
seguranca e estabilidade gendmica (Hashizume et al., 2025).

Assim, apesar do potencial terapéutico de tais intervengdes ha desafios éticos e
técnicos relevantes a serem considerados. A edigdo genética em células germinativas ou

embrides humanos suscita preocupacdes sobre sua seguranca, previsibilidade e
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implicacbes para as futuras geracbGes, ja que alteragdoes hereditarias podem ser
transmitidas de forma irreversivel. Assim, embora o potencial terapéutico da técnica seja
promissor, torna-se essencial que sua aplicagcdo seja guiada por principios de
responsabilidade, seguranca e respeito a dignidade humana, conforme estabelecido por

diretrizes internacionais e bioéticas (Sganzerla; Pessini, 2020)

Mecanismo da Técnica CRISPR-Cas9 Alelo-Especifica e Gene XIST

A tecnologia de edigdo gendmica CRISPR-Cas9 foi originalmente descrita como um
componente do sistema imune adaptativo de bactérias e arqueas, responsavel pela defesa
contra elementos genéticos invasores, como virus e plasmideos (Jasin; Rothstein, 2013).
O funcionamento é baseado na endonuclease Cas9, que, guiada por um RNA de fita simples
(sgRNA), reconhece sequéncias especificas de DNA e promove clivagens precisas em loci
gendmicos definidos, viabilizando delegdes, insergdes ou substituicbes de bases (Wong et
al., 2021). A atividade catalitica da Cas9 depende estritamente da presenca do PAM
(Protospacer Adjacent Motif), uma curta sequéncia de nucleotideos adjacente ao sitio de
ligagdo do RNA guia, indispensavel para o reconhecimento e a ancoragem da enzima ao
DNA-alvo. A clivagem ocorre de maneira sitio-especifica, geralmente trés pares de bases
acima da sequéncia PAM, resultando em uma quebra dupla da fita de DNA (Jinek et al.,
2012).

Sabe-se que a reparacao do DNA apds ser clivado pode ocorrer por dois mecanismos
distintos: juncgdo final ndo homdloga (NHEJ]) ou recombinagdo homodloga dirigida (HDR)
(Miguel et al., 2024). A escolha entre as estratégias de reparo é altamente dependente do
estagio do ciclo celular em que a célula se encontra. O NHEJ é um mecanismo
predominante e rapido que atua ao longo de todo o ciclo celular, sendo especialmente ativo
em fases fora da sintese de DNA (fase S) e mitose. Esse processo consiste na conexao
direta das extremidades de DNA rompidas sem a necessidade de um molde, o que pode
resultar em insercdes, delecdes, ou mutagdes adicionais, de maneira a conferir certa
imprecisdao ao reparo (Giono, 2017).

Por outro lado, o HDR é um mecanismo de reparo que requer um molde de DNA
homodlogo, geralmente a cromatide irma, para guiar a correcdo precisa da lesdo. Esse
mecanismo é restrito as fases S e G2 do ciclo celular, quando o DNA esta replicado e
disponivel como molde para o reparo. Dessa maneira, a recombinacdo homologa dirigida
€ o mecanismo de escolha imprescindivel em aplicacGes clinicas, devido sua maior
precisao. No entanto, a escolha da via de reparo HDR é um desafio a ser considerado, ja
gue possui baixa eficiéncia em relacdo a juncao final ndo homoéloga (Giono, 2017).

Complementarmente, a abordagem alelo-especifica (AS) da técnica CRISPR-Cas9
representa um avango significativo na aplicacdo terapéutica da edicdo gendmica de

aneuploidias, ao possibilitar a eliminacao seletiva do cromossomo 21 excedente com base
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em diferencas de sequéncia entre os alelos. Essa abordagem difere da CRISPR-Cas9
tradicional, que ndo distingue alelos de um mesmo gene. Sendo assim, a estratégia alelo-
especifica utiliza guias de RNA moldados para reconhecer pequenas variagdes de
nucleotideos em regides Unicas do cromossomo alvo, direcionando a endonuclease Cas9 a
inducdo de quebras duplas de DNA em /oci ainda mais especificos. Apesar disso, a traducdo
terapéutica dessa abordagem ainda requer otimizagdo das vias de reparo HDR e NHEJ,
controle rigoroso de efeitos off-target e aprimoramento dos sistemas de entrega in vivo, a
fim de garantir seguranca genémica e estabilidade epigenética a longo prazo (Hashizume
et al., 2025). Ademais, ha outro mecanismo para a terapéutica de aneuploidias, que difere
da técnica alelo-especifica, capaz de silenciar cromossomos extras em pacientes com
aneuploidia, por meio da inclusdo do gene XIST por meio da técnica CRISPR-Cas9. Na
fisiologia normal da mulher, o gene XIST codifica um RNA longo ndo tradutivel responsavel
pela inativacdo fisioldgica de um dos cromossomos X em células femininas, por meio do
recrutamento de complexos modificadores de histonas e da metilagao do DNA (Tafazoli et
al., 2019). Quando inserido experimentalmente no cromossomo 21 excedente, esse gene
desencadeia um processo semelhante de silenciamento epigenético, impedindo a
transcricdo génica e restabelecendo parcialmente o equilibrio da expressao genética (De
Araujo et al., 2014).

Embora o uso do gene XIST na inativacao do cromossomo 21 extra represente uma
abordagem promissora para restaurar o equilibrio da expressdao génica na trissomia 21,
essa estratégia apresenta baixa precisdo molecular. Por promover o silenciamento
epigenético global do cromossomo, o XIST ndo distingue genes cuja expressdo parcial seja
necessaria a viabilidade celular, podendo levar a supressdo inadvertida de regiGes
genOmicas essenciais. Além disso, a insercdo e ativacdo ectopica do XIST podem gerar
efeitos epigenéticos imprevisiveis, como a propagacdo an6mala de sinais de repressdo
genética para outros cromossomos e alteragdes estaveis no padrao de metilagdo. Esses
riscos refletem a natureza abrangente e pouco controlavel da inativacdo cromoss6mica
induzida, evidenciando a necessidade de aperfeicoar mecanismos de regulacdo espacial e
temporal da expressdao do XIST antes de sua aplicagdo terapéutica em humanos
(Hashizume et al., 2025).

Portanto, a complexidade relacionada a modificagdes genéticas enfrentam desafios
relacionados a eficiéncia de entrega do complexo CRISPR-Cas9 e ao risco de modificacbes
genOmicas ndo intencionais. Contudo, os avancos na engenharia de nucleases mais
especificas e no desenvolvimento de vetores virais e nanoparticulas tém aumentado a
precisdo e a seguranca da técnica, consolidando seu potencial para futuras aplicacbes

clinicas em aneuploidias como a trissomia 21 (Wong et al., 2021).

Aplicagdao da Técnica CRISPR-Cas9 na Trissomia 21
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A Sindrome de Down representa a causa genética mais comum de deficiéncia
cognitiva, constituindo um importante foco de diagnostico pré-natal e de investigagoes
clinicas (Hashizume et al., 2025). Essa limitagdo intelectual esta relacionada a falhas na
formacdo das sinapses e a disfungbes na eficiéncia da transmissdo sinaptica, fatores
considerados determinantes na génese das alteragGes cognitivas observadas nessa
condicdao (Russo; Sousa; Bhattacharyya, 2024).

As alteragOes cognitivas e estruturais observadas desde o nascimento em individuos
com Sindrome de Down resultam de disturbios precoces no desenvolvimento cerebral, cuja
base celular e molecular ainda ndo é totalmente compreendida. Com os avangos
tecnoldgicos, como o uso de modelos com células-tronco pluripotentes induzidas, tornou-
se possivel investigar com maior precisdo os mecanismos genéticos envolvidos, abrindo
espaco para o estudo de abordagens inovadoras de modulacdo gen6mica, como a técnica
CRISPR-Cas9 (Russo; Sousa; Bhattacharyya, 2024). Com isso, observa-se o potencial
terapéutico da ferramenta de edicdo genémica CRISPR-Cas9, composta por endonucleases
guiadas por RNA derivadas do sistema imunoldgico adaptativo de microrganismos. Essa
tecnologia permite o direcionamento preciso a uma regidao especifica do genoma, por meio
de um RNA guia, por meio da técnica alelo-especifica ou pela inativacdo do cromossomo
extra pelo gene XIST (Moreira et al., 2019).

O uso da tecnologia CRISPR-Cas9 tem demonstrado potencial para o silenciamento
de genes com efeitos deletérios, incluindo aqueles relacionados a manifestagoes
neuroldgicas precoces, como a deméncia associada a Sindrome de Down. Essa
possibilidade amplia o campo de aplicacdo terapéutica da edicdo gendmica, permitindo
modular a expressao de genes cuja superatividade contribui para o comprometimento
cognitivo progressivo observado nesses individuos (Moreira et al., 2019).

Pesquisas realizadas em modelos celulares mostram que a remocdo especifica do
cromossomo excedente ou o bloqueio da expressao exagerada de determinados genes
pode contribuir para a recuperagao parcial das funcdes celulares normais (Wong et al.,
2021). Entre os genes localizados na regido do cromossomo 21, destaca-se a proteina
precursora amiloide (APP), cuja superexpressdao estd relacionada a neurotoxicidade,
alteracGes na adesdo celular e formacdo precoce de placas amiloides difusas, tipicas da
Doenca de Alzheimer (DA). Embora a produgdo de APP esteja aumentada na Sindrome de
Down, estudos indicam que mecanismos genéticos distintos podem modular a formagao
das placas neuriticas tanto na SD quanto na DA, sugerindo que fenodtipos semelhantes
podem resultar de vias moleculares diferentes (Moreira et al., 2019). No entanto, a
aplicacdo clinica da técnica ainda é limitada pela necessidade de garantir precisao e
seguranca, uma vez que mutagoes fora do alvo permanecem um desafio significativo na

manipulacao do genoma humano (Hashizume et al., 2025).
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Abordagem Etica da Terapéutica para Trissomia 21

A edicdo do genoma humano configura um campo ético e cientifico de grande
complexidade, ao suscitar questionamentos sobre os limites da intervengdo biotecnoldgica
na propria natureza humana. Embora a aplicacdo terapéutica da técnica CRISPR-Cas9
represente uma perspectiva promissora para o tratamento de iniUmeras doencgas genéticas,
sua utilizacdo ainda envolve riscos significativos, decorrentes do conhecimento incompleto
acerca das fungoes e interagbes do DNA no contexto genémico global (Sganzerla; Pessini,
2020).

Embora os avancos cientificos tornem possivel a modificagdo genética em niveis
cada vez mais precisos, nem toda intervencao tecnicamente viavel pode ser considerada
eticamente aceitavel, sobretudo quando envolve riscos de biosseguranca que podem
comprometer o patrimdnio genético das futuras geragdes. Trata-se, portanto, ndo de uma
postura de resisténcia ao progresso cientifico, mas de uma expressao de responsabilidade
ética diante de procedimentos cujos efeitos permanecem incertos e potencialmente
irreversiveis (Sganzerla; Pessini, 2020).

A aplicacdo da técnica CRISPR-Cas9 em células germinativas e embrides humanos
gera intenso debate ético, pois envolve intervencdes que podem alterar permanentemente
o patrimoOnio genético transmitido as geragdes futuras. Embora apresente um grande
potencial terapéutico, com capacidade de prevenir doengas genéticas graves antes mesmo
do nascimento, essa possibilidade suscita dilemas morais quanto aos limites da
manipulacdo da linhagem humana e as consequéncias imprevisiveis dessas modificacGes
(Winter et al., 2023).

Por outro lado, parte da comunidade cientifica e bioética adverte que a edicdo da
linha germinal ultrapassa uma fronteira ética delicada, podendo abrir caminho para
praticas eugénicas e para a busca de aprimoramentos genéticos incompativeis com os
principios de igualdade e dignidade humana. Dessa forma, a prudéncia e a reflexao ética
tornam-se indispensaveis diante das promessas e dos riscos associados a aplicacdo dessa
tecnologia (Sganzerla; Pessini, 2020).

Nesse contexto, reforca-se a necessidade de uma ética de protecdo, conforme
orienta a “Declaragdo Universal sobre o Genoma Humano e os Direitos Humanos” da
Organizacdao das NagOes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO), que
estabelece a obrigatoriedade de considerar as implicacdes éticas e sociais em toda pesquisa
genOmica. Dessa forma, enquanto os riscos associados a edicdo genética em embrides
humanos excederem os possiveis beneficios terapéuticos, deve prevalecer uma postura de
cautela cientifica pautada pela responsabilidade ética, visando garantir a preservagao da
integridade bioldgica, social e moral da humanidade (Sganzerla; Pessini, 2020).

A edigdo genética aplicada a condigdes como trissomia 21 também exige vigilancia

ética quanto a justica no uso dos recursos biotecnolégicos e a proporcionalidade dos riscos.

Rev. VIXSCIENCE (ISSN 2675-0430), v. 5, n. 2, 2025



32

Intervencdes gendmicas de alta complexidade podem ampliar desigualdades quando
tecnologias experimentais, de elevado custo e dominio restrito a poucos centros de
pesquisa, avancam mais rapidamente do que mecanismos de democratizacao do acesso e
debate social amplo. Esse cenario impde um dever moral de distribuicdo justa do
conhecimento e de protegdo contra usos que estruturem a medicina genética sob um
modelo excludente, no qual apenas parte da populacao poderia se beneficiar de futuras
terapias (Sganzerla; Pessini, 2020).

Diante dessas questfes, torna-se imprescindivel que a aplicacdo clinica da edigédo
genética seja precedida por uma regulamentacado internacional rigorosa e por um consenso
ético consolidado entre cientistas, profissionais da saude e juristas. A transparéncia nos
estudos, a supervisdo multidisciplinar e a observancia do principio da precaugdo sdo
fundamentais para assegurar que o avango cientifico ocorra de forma segura e
responsavel. Nesse sentido, embora a tecnologia CRISPR-Cas9 se apresente como uma
ferramenta promissora para a modulagdo genética da trissomia 21, sua utilizacdo
terapéutica deve sempre estar alinhada aos valores de seguranca, responsabilidade e

respeito a dignidade humana (Wong et al., 2021).

Aplicacao Clinica CRISPR-Cas9: Experimentos In vitro e In vivo

A elucidacdo dos mecanismos basicos do sistema CRISPR-Cas9 consolidou-se, em
grande parte, a partir de experimentos in vitro que demonstraram como a Cas9 reconhece
e cliva o DNA alvo. Os experimentos conduzidor por Jinek et al. (2012), evidenciaram a
necessidade do PAM (Protospacer Adjacent Motif) para que a nuclease se associe
corretamente ao DNA. Essa evidéncia foi obtida por meio da analise de plasmideos
artificiais contendo protospacers com mutacdes pontuais e avaliadas quanto a
susceptibilidade a clivagem. A comparacgdo desses achados com dados de investigagoes
anteriores sobre a estabilidade de plasmideos analogos em Streptococcus pyogenes
permitiu estabelecer uma correlacdo direta entre o comportamento observado nos ensaios
in vitro e o funcionamento natural do sistema CRISPR na bactéria, consolidando o
entendimento de um mecanismo fundamental para a aplicacdao biotecnoldgica (Jinek et al.,
2012).

Outro resultado central do ensaio in vitro proposto por Jinek et al. (2012) foi a
demonstracdo de que a especificidade da Cas9 depende da atuagdo conjunta do crRNA
(CRISPR RNA) e o tracrRNA (trans-activating CRISPR RNA), ja que nenhum deles
isoladamente é capaz de direcionar a clivagem. Dessa forma, o estudo promoveu a
unificagdo funcional desses dois componentes em um Unico RNA sintético, denominado
single-guide RNA, que simplificou o sistema sem perda de eficiéncia. Esse avango

estabeleceu o formato utilizado nos protocolos modernos de edicao genética, possibilitando
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o desenvolvimento das abordagens atualmente investigadas para disturbios
cromossOmicos, como a Trissomia 21 (Jinek et al., 2012).

O primeiro ensaio clinico com CRISPR-Cas9 em humanos, conduzido por Lu You no
West China Hospital, em 2016, avaliou 12 pacientes com cancer de pulmdo metastatico
refratario, nos quais linfocitos T autdlogos tiveram o gene PD-1 inativado, por meio da
ferramenta CRISPR-Cas9. Segundo o relatdrio publicado na Nature, apenas dois pacientes
apresentaram estabilidade da doenca e um deles manteve esse estado por
aproximadamente 18 meses, indicando beneficio clinico restrito. Entretanto, o estudo
demonstrou baixa taxa de efeitos off-target, boa tolerancia, auséncia de toxicidade grau 3
ou superior e nenhum 6bito relacionado ao tratamento, estabelecendo a seguranca e a
viabilidade da aplicagdo clinica do CRISPR-Cas9, ainda que sua eficacia antitumoral tenha
sido limitada, caracterizando a intervengao como prova de conceito (Cyranoski, 2016).

A comparacdo entre o estudo in vitro de Jinek et al. (2012) e o ensaio clinico
conduzido por Lu You em 2016 evidencia a progressao do CRISPR-Cas9 desde a
caracterizacdo de seus mecanismos fundamentais, em ensaios in vitro, até sua aplicagdo
terapéutica inicial. Enquanto o trabalho de 2012 definiu elementos estruturais
indispensaveis para a clivagem do DNA, estabelecendo a base molecular da tecnologia, o
ensaio clinico avaliou sua performance em ambiente biolégico complexo, por meio da
edicdo de linfécitos T em pacientes com cancer metastatico. Os resultados clinicos
demonstraram seguranga, boa tolerabilidade e baixa incidéncia de efeitos adversos, apesar
da eficacia antitumoral limitada. Dessa forma, os estudos se complementam ao mostrar,
respectivamente, a construgao conceitual da ferramenta e seus primeiros limites e
possibilidades quando aplicada ao organismo humano.

Outro estudo original, utilizando-se das bases técnicas supracitadas, foi de
Hashizume et al. (2025), que realizou um experimento in vitro para eliminar seletivamente
a copia extra do cromossOmica em células com trissomia 21, por meio da edicdo alelo-
especifica via CRISPR-Cas9. O estudo empregou células-tronco pluripotentes induzidas
(iPS) derivadas de fibroblastos de um paciente com Sindrome de Down. Inicialmente,
mapearam a origem parental dos trés cromossomos 21 e selecionaram o alelo materno M2
como alvo seguro, evitando copias com implicacGes de imprinting. Para atingir o objetivo,
foram construidos plasmideos “all-in-one” para coexpressar Cas9 e gRNAs projetados
especificamente para reconhecer apenas sequéncias presentes no alelo materno M2,
previamente identificados como alvo. A triagem funcional dos guias utilizou o sistema
reporter EGxxFP, que restaura fluorescéncia verde apods clivagem eficiente, permitindo a
escolha de 13 gRNAs com alto potencial de corte, dentre 15.695 sequéncias potenciais no
alelo materno M2 que poderiam servir como alvos exclusivos para Cas9. Os plasmideos

foram introduzidos nas iPS trissdmicas por eletroporacdo, gerando multiplas quebras
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simultaneas de dupla fita no M2, estratégia que induz instabilidade estrutural,
fragmentacgdo e, consequentemente, a perda daquela copia cromossOmica.

Com isso, a eficiéncia de corregdo mostrou relagdao dose-dependente com o numero
de clivagens: 1 quebra gerou 1,0% de células corrigidas (DP 1,7%), enquanto 13 cortes
elevaram esse valor para 13,1% (DP 0,3%), confirmando que multiplas clivagens
favorecem a eliminagdo cromossémica completa. A especificidade da perda foi validada por
Short Tandem Repeat (STR), demonstrando que todos os clones dissémicos perderam
exclusivamente o M2. Apds a edicdo, a andlise citogenética por Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) confirmou a conversao de células trissdmicas para dissdomicas. Por
fim, a expressdao génica global foi normalizada para niveis compativeis com células
euploides, incluindo genes criticos do neurodesenvolvimento, evidenciando que a
restauracdao do cariétipo promove impacto funcional direto no fenédtipo celular corrigido
(Hashizume et al., 2025).

Sendo assim, os estudos convergem ao demonstrar que a edigdo gendmica mediada
por CRISPR-Cas9 possui potencial terapéutico, devido a um acumulo progressivo de
solugcdes que integraram precisao molecular, viabilidade celular e intencionalidade
bioldgica. Os autores Jinek et al. (2012) forneceram a base conceitual que permitiu
compreender a logica de reconhecimento e clivagem do DNA, viabilizando o sistema
CRISPR-Cas9 em um formato programavel e simplificado, de modo a formar uma premissa
técnica que sustentou todos os avancgos subsequentes . Esse conhecimento inicial foi
essencial para que, em 2016, no estudo conduzido por Lu You, a edicdo em células
humanas imunes autdlogas in vivo pudesse ser introduzida de forma clinicamente
toleravel, demonstrando que a tecnologia era compativel com a manipulacdo de células
humanas, embora ainda sem foco em correcdo cromossOmica estrutural, que,
posteriormente, foi foco do ensaio clinico de Hashizume et al. (2025).

Dessa forma, a principal evolucao dos estudos anteriores para o de Hashizume et
al. (2025), foi a expansdo da aplicacao da técnica CRISPR-Cas9 ao adotar uma abordagem
alelo-especifica, baseada na origem parental dos cromossomos. O ensaio in vitro explorou
multiplas quebras de dupla fita distribuidas de forma sinérgica como mecanismo de indugdo
causal de um desfecho cromossdmico seletivo, ou seja, a perda direcionada da copia extra
do cromossomo 21 em células humanas portadoras da trissomia 21, o que demonstra um
avanco de propédsito funcional celular e de precisdo estratégica em larga escala. A
convergéncia entre os trabalhos revela que o campo evoluiu para uma edigdo
geneticamente individualizada e biologicamente intencional, na qual o sucesso ndo se
restringe a nuclease ou ao RNA guia, mas a engenharia do efeito celular e cromoss6mico
desejado, estabelecendo a aneuploidia como um problema editavel no nivel funcional

celular, ainda que, por ora, restrito a modelos in vitro.
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3 Conclusao

A analise do potencial terapéutico da técnica CRISPR-Cas9, ao possibilitar
intervencGes especificas sobre o cromossomo 21 excedente, seja por meio da abordagem
alelo-especifica ou pela utilizacdo do gene XIST, oferece novas perspectivas para a
compreensdo e, futuramente, o tratamento das manifestagdes clinicas da Sindrome de
Down. Embora ainda em estagios experimentais, tais estratégias demonstram a
capacidade de restabelecer o equilibrio génico, o que pode representar um marco na busca
por terapias moleculares direcionadas.

Entretanto, a aplicacdo clinica da técnica enfrenta desafios técnicos expressivos,
como o controle rigoroso de efeitos off-target, a baixa eficiéncia das vias de reparo do DNA
e a necessidade de sistemas de entrega mais seguros e especificos. Esses entraves
reforcam que, apesar do avango conceitual, a transposicdo dos resultados laboratoriais
para o contexto humano requer pesquisas adicionais, validacdo em modelos bioldgicos
complexos e protocolos padronizados que assegurem a estabilidade gendmica e a
previsibilidade terapéutica.

Além das barreiras cientificas, a CRISPR-Cas9 desperta reflexdes éticas e bioéticas
profundas. A possibilidade de modificar o genoma humano levanta questionamentos sobre
os limites da intervencao biotecnoldgica, o risco de praticas eugénicas e as implicacbes
sociais da manipulacdo genética. Nesse sentido, é imprescindivel que a evolugdo dessa
ferramenta seja acompanhada por regulamentagodes internacionais rigorosas e por uma
ética de precaucgdo, conforme preconizado pela UNESCO, garantindo que o progresso
cientifico se mantenha em consonancia com os principios de dignidade, equidade e respeito
a vida humana. Logo, a técnica CRISPR-Cas9 representa um grande potencial para o futuro
da medicina aplicada a Sindrome de Down, contudo, sua consolidagdo como terapéutica
dependera de um equilibrio entre inovagdo e responsabilidade. Somente com a integragao
entre rigor cientifico, reflexdo ética e compromisso social sera possivel transformar o
potencial dessa tecnologia em beneficio real e seguro para a humanidade.

Portanto, o progresso cientifico ocorrido na Ultima década adicionou novas camadas
de intencionalidade bioldgica, escala de edicdo e refinamento do alvo, permitindo que
aneuploidias, antes classificadas como intrataveis geneticamente, fossem passiveis de
modelagem e corregdo funcional em laboratério. Assim, reafirma-se que o principal
patamar evolutivo do CRISPR-Cas9 esta na capacidade de projetar intervengées genémicas
funcionais que produzam consequéncias celulares previsiveis, estaveis e seguras, para
que, dessa forma, no futuro, o reequilibrio cromossdémico observado in vitro possa orientar

terapias moleculares responsaveis para a Sindrome de Down.
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