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Resumo: As tecnologias de edigdo genética de nova geracdo, especialmente o base editing e o
prime editing, t€m emergido como alternativas altamente promissoras para o tratamento de doengas
neurologicas causadas por mutacdes especificas e instabilidades genomicas. Diferentemente
das abordagens classicas de CRISPR-Cas9 que induzem quebras de dupla fita, essas ferramentas
permitem corregdes precisas de nucleotideos ou substituicdes orientadas de sequéncias, reduzindo
eventos off-target e ampliando a seguranca da edi¢do no sistema nervoso central (SNC). Estudos
recentes demonstram sua aplicabilidade em modelos celulares e animais de doengas como Alternating
Hemiplegia of Childhood, doenca de Huntington e ataxias de repeticdo, evidenciando restauragao
funcional, reducao de expansdo somatica de repetidos e melhora de fenotipos neurologicos. Entretanto,
a tradugdo dessas tecnologias para a pratica clinica ainda enfrenta desafios substanciais, incluindo
limitacdes de entrega ao SNC, eficiéncia variavel conforme o alvo e a necessidade de avaliagdes

extensivas de biosseguranga. Estratégias virais e ndo virais, como A AVs otimizados, nanoparticulas
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lipidicas e particulas semelhantes a virus, continuam em desenvolvimento para superar essas barreiras.
Além disso, lacunas relacionadas a persisténcia da edi¢ao, imunogenicidade e escalabilidade precisam
ser abordadas por pesquisas multidisciplinares. Assim, este artigo oferece uma analise integrada
dos principios, aplicagdes pré-clinicas, limitagdes técnicas e perspectivas futuras do base editing e
do prime editing no contexto de doengas neurologicas, destacando seu potencial transformador e a

importancia de um avango cientifico pautado em rigor e seguranca.

Palavras-chave: Edi¢cdo de Precisdo. Medicina Molecular. Neurogenética. Terapia Génica. Vetores

Virais.

Abstract: Next-generation gene editing technologies, particularly base editing and prime editing,
have emerged as highly promising approaches for the treatment of neurological diseases driven by
pathogenic mutations and genomic instability. Unlike conventional CRISPR-Cas9 methods that
introduce double-strand breaks, these systems enable precise nucleotide conversions or guided
sequence replacements, thereby reducing off-target events and increasing safety for central nervous
system (CNS) applications. Recent studies demonstrate their applicability in cellular and animal
models of conditions such as Alternating Hemiplegia of Childhood, Huntington’s disease, and
repeat-associated ataxias, showing functional restoration, decreased somatic repeat expansion, and
improvement of neurological phenotypes. However, the clinical translation of these tools still faces
substantial challenges, including limitations in CNS delivery, target-dependent efficiency, and the
need for comprehensive biosafety evaluation. Viral and nonviral platforms—such as optimized
AAVs, lipid nanoparticles, and virus-like particles—are under active development to overcome these
barriers. Additional gaps remain regarding editing durability, immunogenicity, and scalability. This
article provides an integrated analysis of the principles, preclinical applications, technical limitations,
and future perspectives of base editing and prime editing in neurological diseases, emphasizing their

transformative potential and the necessity of rigorous, safety-driven research.
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INTRODUCAO

O rapido avango das tecnologias de edicdo gendmica tem transformado profundamente o
campo da biotecnologia e das ciéncias biomédicas, oferecendo abordagens cada vez mais precisas,
eficientes e seguras para manipulagdo do DNA (Devinsky et al., 2025). Entre essas ferramentas,
o CRISPR base editing e o prime editing emergem como estratégias de ultima geragdo capazes
de promover modificagdes especificas no genoma sem gerar quebras de fita dupla, reduzindo
significativamente efeitos indesejados associados aos métodos tradicionais. Essas técnicas abrem
novas possibilidades para a investigacao e correcao de variantes genéticas patogénicas, especialmente
em tecidos de alta complexidade bioldgica, como o sistema nervoso central (MacLaren et al., 2020).

A importancia do tema se destaca diante da expressiva carga global das doengas neurologicas,
que afetam milhdes de pessoas e apresentam, em muitos casos, etiologia complexa e limitada resposta
terapéutica. Doencas como Alzheimer, Parkinson, ataxias hereditérias, epilepsias genéticas e diversas
neuropatias associadas a mutagdes pontuais representam desafios médicos e socioecondomicos
significativos (Feigin et al., 2020). Nesse contexto, metodologias de edicdo de bases e edi¢cdo prime
oferecem alternativas promissoras para corrigir variantes patoldégicas com maior precisdo, ampliando
o potencial de tratamentos personalizados e intervengdes precoces. Além disso, a aplicabilidade
dessas tecnologias em modelos celulares e animais contribui para uma compreensao mais profunda
dos mecanismos moleculares subjacentes as doengas neuroldgicas (Murray, Harrison e Scholefield,
2025).

A questdo norteadora deste trabalho é: como as tecnologias de base editing e prime editing
tém sido aplicadas no estudo e na correcdo de mutagdes associadas a doengas neuroldgicas, e

quais sdo seus avangos, limitagdes e perspectivas terapéuticas? A justificativa reside no crescente
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interesse cientifico e clinico por abordagens que permitam intervengdes genéticas seguras e altamente
especificas no tecido neural, onde a regeneracao celular ¢ limitada e os efeitos das mutagdes podem
ser particularmente devastadores. A literatura recente demonstra um rapido aumento do numero de
estudos que exploram essas tecnologias no contexto neurologico, reforcando a necessidade de uma
revisdo abrangente e critica sobre o tema (Paul, Collins e Lee, 2022).

Diante disso, o0 objetivo geral deste artigo ¢ analisar o estado da arte do uso de CRISPR
base editing e prime editing em doengas neuroldgicas, destacando aplicagdes, desafios e perspectivas
futuras. Os objetivos especificos incluem: (i) descrever os principios moleculares e as diferencas
funcionais entre base editing e prime editing; (ii) revisar estudos experimentais e pré-clinicos que
utilizam essas tecnologias em modelos de doencas neuroldgicas; (iii) discutir os principais avangos
terapéuticos relatados, bem como limitagdes técnicas, éticas e de seguranga; e (iv) apontar lacunas na
literatura e possiveis direcdes para pesquisas futuras que visam a aplicagao clinica dessas ferramentas

em condi¢des neurologicas (Chiba-Falek et al, 2025a).

METODOLOGIA

Este estudo foi conduzido como uma revisao sistematica seguindo rigorosamente as diretrizes
estabelecidas pelo protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses), garantindo transparéncia, reprodutibilidade e robustez metodologica em todas as etapas
da investigacdo. A elaboragdo do protocolo inicial incluiu a defini¢do clara da pergunta norteadora,
dos critérios de elegibilidade e das estratégias de busca, assegurando que o processo de selecdo dos

estudos fosse objetivo e consistente com o escopo da pesquisa.

Estratégia de busca

A pergunta de pesquisa foi estruturada com base no modelo PICO adaptado para revisdes de
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biotecnologia: Quais s3o as aplicagdes, avancos e limitacdes das tecnologias CRISPR base editing e
prime editing em doengas neuroldgicas? Dessa forma, foram definidos os seguintes critérios: Populagao
(P) — estudos envolvendo doencas neuroldgicas de origem genética; Intervengao (I) — uso de CRISPR
base editing ou prime editing; Comparagado (C) — ndo aplicavel devido a heterogeneidade dos estudos;
Desfecho (O) — correcao genética, modulagdo fenotipica, avaliagdo de segurancga e eficacia. Com base

nesses elementos, delinearam-se critérios de inclusao e exclusao.

Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo envolveram: (i) artigos originais publicados entre 2015 e 2025,
periodo correspondente ao desenvolvimento e consolidagdo das tecnologias de base editing e prime
editing; (ii) estudos conduzidos em modelos celulares, organoides, modelos animais ou amostras
humanas; (iii) pesquisas que aplicaram diretamente uma das tecnologias CRISPR mencionadas para
investigar ou corrigir mutagdes relacionadas a doengas neuroldgicas; e (iv) textos publicados em inglés
ou portugués e disponiveis integralmente. Os critérios de exclusdo foram: (i) revisdes narrativas,
editoriais, cartas e relatos de opinido; (ii) estudos que utilizaram apenas métodos convencionais
de CRISPR/Cas9 sem edi¢ao de base ou prime editing; (iii) trabalhos que abordaram doengas nao

relacionadas ao sistema nervoso; e (iv) estudos sem descricdo metodologica adequada.

Busca sistematica

Foi realizada nas bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science, utilizando combinagdes
de descritores controlados (MeSH) e palavras-chave livres, tais como: “CRISPR base editing”, “prime
editing”, “neurological diseases”, “neurogenetic disorders”, “genome editing therapy”. Os operadores

booleanos AND e OR foram empregados para ampliar e refinar os resultados. Todas as buscas foram

executadas entre agosto e setembro de 2025. Os registros identificados foram importados para o
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software Rayyan para remocao de duplicatas e triagem inicial.

Seleciao dos estudos

Ocorreu em duas etapas: (i) triagem por titulo e resumo, realizada por dois revisores
independentes; e (i) leitura completa dos textos elegiveis. Divergéncias foram resolvidas por consenso
ou por um terceiro revisor. O processo completo de identificagdo, triagem, elegibilidade e inclusao
final foi documentado em um fluxograma PRISMA, assegurando a rastreabilidade das decisdes. Ao
final, os estudos incluidos tiveram seus dados extraidos sistematicamente em uma matriz contendo
informagdes sobre modelo experimental, mutagao alvo, tipo de edicao, resultados obtidos, limitagdes
reportadas e contribui¢cdes para o campo. A avaliagdo da qualidade metodolégica foi conduzida
utilizando critérios adaptados do NIH Quality Assessment Tool, permitindo a classificacdo dos

estudos quanto ao risco de viés

REVISAO DE LITERATURA

Tecnologias, principios e evolucio (base editing vs. prime editing).

Base editing (BE) e prime editing (PE) surgiram como plataformas de edicdo genomica
projetadas para aumentar a precisdo das modificagdes sem depender de quebras de fita dupla (double-
strand breaks, DSBs) e do reparo por recombinacdo homologa com molde doador. O primeiro BE
funcional descrito foi o cytosine base editor (CBE), que combina uma citosina-desaminase a variante
Cas9 nocauteada (nickase ou dCas9) para promover a conversao C—T (ou G—A na fita complementar)
em uma janela restrita a volta do sitio de ligacao do gRNA — permitindo alteragdes pontuais dirigidas
sem fragmentacao extensiva do DNA. Esta abordagem foi publicada por Komor et al. em 2016 e abriu
a via para edi¢des de ponto com menos subprodutos que o CRISPR/Cas9 classico (Komor et al., 2016)
which can frequently generate random insertion or deletion of bases (indels.
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A extensdo do repertorio de BE para conversdes A—G (ABE — adenine base editors) foi
conseguida por Gaudelli et al. (2017), através da evolucdo dirigida de uma adenosina-desaminase
derivada de tRNA adaptada para atuar sobre DNA quando fundida a Cas9 modificado. ABEs e CBEs
apresentaram, com o tempo, versoes otimizadas (BE2—BE3—BE4/BE4max; variantes de ABE com
melhoramento de atividade e de janela de edi¢do), juntamente com engenharia de Cas (variantes de
alta fidelidade) para reduzir off-targets e bystander edits (Gaudelli et al., 2017).

Prime editing, descrito por Anzalone etal. em 2019, ampliou o0 escopo ao permitir substituigdes
qualquer—qualquer, pequenas inser¢des e delegdes sem DSBs e sem molde exdgeno separado. O
sistema PE combina um Cas9 nickase com uma transcriptase reversa (RT) e usa um pegRNA (prime
editing guide RNA) que contém a sequéncia a ser escrita e uma cauda que serve como molde para a
RT, o pegRNA orienta a nickase ao sitio alvo e fornece a informacao a ser incorporada, que ¢ entao
sintetizada pela RT diretamente no local. PE apresenta enorme versatilidade, mas em contrapartida ¢
uma proteina maior e, inicialmente, menos eficiente em alguns sitios que BEs, o que levou a otimizagdes
sucessivas (PE2/PE3, melhorias em pegRNA design, engenharia de RT e variantes de Cas).

Do ponto de vista mecanistico, as diferengas cruciais que guiam a escolha entre BE e PE sdo:
(1) tipo de alteragdo desejada (BE limitado a transi¢des especificas — C—T/T—C ou A—>G/G—A —
enquanto PE permite transi¢des, transversoes, insercoes e delecdes); (ii) janela e contexto de edi¢ao
(BE tem janela de edicdo determinada pela desaminase/Cas e frequentemente gere bystander edits em
bases adjacentes, enquanto PE oferece maior precisao posicional); e (iii) tamanho do editor e requisitos
de entrega (PE ¢ estruturalmente maior, complicando entrega por vetores de capacidade limitada).
Estudos recentes continuam a refinar especificidade, reduzir erros gendmicos e a caracterizar reparos
celulares que modulam os resultados (p.ex. caminhos de reparo de uracil e de mismatch para BE) (Gu

et al., 2025).
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Estudos pré-clinicos e modelos de aplicacdes em doencas neurolégicas.

A aplicacdo de BE e PE em doengas neuroldgicas concentra-se primordialmente em doengas
monogénicas causadas por mutagdes pontuais (ou pequenas inser¢des/delecdes) e em estratégias para
mitigar repeti¢des patoldgicas. Exemplos e evidéncias pré-clinicas relevantes:

Correcao de mutagdes pontuais em genes neurologicos € a provas de conceito em culturas
celulares derivadas de pacientes (iIPSC-neuronios) e em modelos animais tém demonstrado que
BE pode reverter mutagdes causadoras de perda de fungdo, restaurando expressdo de proteinas e
fenotipos celulares. Projetos dirigidos a genes como MECP2 (Rett syndrome), genes de enfermidades
lisossdmicas tal como em Tay-Sachs, e outras mutagdes nonsense t€m mostrado edigdes in vitro com
eficiéncia suficiente para considerar estudos in vivo subsequentes (Chang et al., 2021).

Prime editing para corregoes complexas e mutagdes nonsense, PE tem sido aplicado para
reparar codoes de parada prematuros e reinstalar sequéncia codificante correta em modelos celulares
de doengas neurogenéticas; sua capacidade de gerar alteragdoes que nao sdo acessiveis a BE como por
exemplo transversoes ou inser¢oes de varios nucleotideos, ¢ especialmente util para certas mutagdes
encontradas em doengas raras do SNC. Relatos de 20242025 descrevem resgates moleculares e
fenotipicos em modelos animais para condi¢des neurologicas especificas (Sousa et al., 2025).

Doencas por expansdo de repeticdo, abordagens base editing foram exploradas para
“interromper” repeticdes patogénicas (como por exemplo CAG em Huntington, introduzindo
substitui¢des que reduzem a instabilidade somatica da repeticao, com relatos pré-clinicos de mitigacao
de fenotipos em modelos murinos. Essas intervencdes visam tanto reduzir produgdo de proteina toxica
quanto estabilizar o genoma frente a expansao (Chiba-Falek, 2025b).

Evidéncia in vivo e relevancia transacional, avangos recentes mostram que tanto BE
quanto PE podem ser entregues ao tecido neural com restauracdo parcial de fun¢cdo e melhoria
comportamental em modelos animais, conforme os estudos de 20242025 relatam recuperagdo de

atividade enzimatica, melhora motora e reducao de episddios paroxisticos em modelos especificos.
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Esses estudos marcam importantes marcos pré-clinicos, mas geralmente dependem de vacinagao
local (injegdes intracerbrais) ou de vetores de larga expressdo para demonstrar eficacia (Caso e
Davies, 2022)achieving targeted genomic change at unprecedented efficiencies with considerable
application in laboratory animal research. Despite its ease of use and wide application, there remain
concerns about the precision of this technology and a number of unpredictable consequences have

been reported, mostly resulting from the DNA double-strand break (DSB.

Entrega ao SNC, seguranca e limitagdes técnicas

Entrega ao sistema nervoso central (SNC) € a principal limitagdo pratica para terapias BE/
PE. A barreira hematoencefalica (BHE), o tamanho do cargo (especialmente para PE), a necessidade
de alcangar tipos celulares especificos e a persisténcia/timing da expressao sdo obstaculos criticos.
Estratégias de entrega investigadas:

AAVs (adeno-associated viruses), amplamente usados em terapia génica para SNC (bons
perfis de tropismo neuronal para certas serotipos), mas tém capacidade limitada (~4.7 kb): PE
frequentemente excede essa capacidade, exigindo estratégias como sistemas “split-intein” (dividir o
editor em duas particulas), compressao de codigo ou uso de promotors compactos. A AVs apresentam
baixo risco insercional comparado a vetores integrativos, mas podem induzir respostas imunes e
tém implicacdes de dose/escala. Revisdes de 20242025 discutem otimizagdes e limitagdes de AAV
para entregar editores volumosos ao cérebro (Davis et al., 2024)prime editing guide RNA stability
and modulation of DNA repair. The resulting dual-AAV systems, vlem and viem PE-AAV, enable
therapeutically relevant prime editing in mouse brain (up to 42% efficiency in cortex.

Lipid nanoparticle (LNP) e vetores ndo virais, LNPs, que provaram sucesso clinico em
vacinas de mRNA, tém sido adaptados para entrega ao SNC por modificagdo de superficie ou via
administracdes diretas; LNPs podem transportar RNAs codificando editores (mRNA) ou RNPs,

evitando expressao sustentada que pode aumentar risco imunoldgico. Revisdes recentes apontam
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avancos na funcionalizacdo de LNPs para atravessar BHE e melhorar tropismo, mas a eficiéncia
neuronal e persisténcia ainda sdo variaveis (Vargas et al., 2024).

Segundo Guo et al., (2023), as preocupacdes predominantes incluem off-target (alvos
gendmicos ndo desejados), bystander edits (para BE, edi¢do de bases adjacentes dentro da janela),
mosaicismo (edi¢do parcial entre células do mesmo tecido), e efeitos imunes contra componentes
virais ou proteinas exdgenas (Cas9, RT). Estudos apontam que BE tem um perfil distinto de off-
targets, incluindo alterag¢des acidentais em DNA e, em alguns casos, edigdes em RNA mediadas pela
desaminase. PE tende a produzir menos indesejados estruturais, mas pode ainda gerar insergoes/
delecdes indesejadas e depende fortemente do design do pegRNA e da resposta de reparo do
hospedeiro. Protocolos modernos empregam variantes de Cas de alta fidelidade, designs de gRNA/
pegRNA otimizados e pipelines de sequenciamento profundo para mapear off-targets (DNA-seq,
RNA-seq, GUIDE-seq, Digenome-seq, etc.)

Limitagdes técnicas adicionais, eficiéncia varidvel por locus/genoma, dependéncia de
contexto de cromatina, necessidade de otimizar condigdes para tipos celulares especificos (neuroénios
poOs-mitoticos versus células em divisdo), e desafios regulatorios para intervengdes permanentes no
SNC. Mesmo com provas de conceito robustas, a margem de seguranga necessaria para intervengdes
humanas ¢ alta, exigindo painéis extensivos de avaliacdo de genotoxicidade, imunogenicidade e

biodistribui¢ao (Schep et al., 2024).

Perspectivas, lacunas e prioridades de pesquisa.

Com base na literatura recente, as prioridades e lacunas mais relevantes para mover BE/
PE a clinica em doengas neuroldgicas sdo: Plataformas de entrega robustas e escaldveis para o SNC,
desenvolver AAVs otimizados, LNPs funcionalizados ou novas nanoestruturas capazes de cruzar
a BHE com seletividade celular (neuronal vs. glial), alta eficiéncia e menor imunogenicidade. A

engenharia de sistemas split-protein funcionais e compactos para PE ¢ critica (An et al., 2024).
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Melhor compreensao dos determinantes celulares do resultado da edi¢do, investigar como
vias de reparo do DNA, estado de cromatina e metabolismo celular dos neurénios influenciam
resultados de BE e PE, para reduzir variabilidade e mosaicismo; estudos de 2024—2025 mostram que
caminhos de reparo moldam fortemente o resultado do CBE (Gu et al., 2025).

Redugdo e mapeamento rigoroso de off-targets, padronizar painéis experimentais sensiveis
(gendmicos e transcriptdmicos) para deteccao de off-targets e bystander edits e desenvolver variantes
enzimaticas ainda mais especificas (desaminases/RT e Cas de alta fidelidade). Trabalho recente
propde prime editors com erros gendmicos minimizados e novas ferramentas para rastrear off-targets
(Chauhan, Sharp e Langer, 2025).

Modelos translacionais mais preditivos, uso de organoides cerebrais humanos, co-culturas
multicelulares, modelos animais com fenotipo semelhante ao humano e estudos de dose/tempo
robustos para avaliar eficicia e seguranga a longo prazo. A heterogeneidade inter-espécies e inter-
modelos ainda dificulta extrapolacdes clinicas (Schene et al., 2020).

Aspectos éticos, regulamentares e de acesso, intervengdes permanentes no cérebro levantam
questdes sobre consentimento, reversibilidade, riscos desconhecidos a longo prazo e equidade no
acesso. Politicas e frameworks regulatdrios deverdo evoluir em paralelo a evidéncia cientifica para
garantir que ensaios clinicos sejam conduzidos de modo seguro e socialmente responsavel (Wiley et

al., 2025).
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RESULTADOS

Tabela 1: publicagdes mais relevantes sobre o uso de base editing e prime editing em doengas

neurologicas.
Autor Ano Titulo da obra Principais achados
Sousa et al. 2025 In vivo prime editing rescues | saram prime editing e base editing para corrigir
alternating hemiplegia of | mutagdes no gene ATP1A3 (causadoras de AHC)
childhood in mice em modelos celulares humanos e dois modelos
murinos de AHC. A edigdo foi eficiente (até ~48%
no DNA, ~73% no mRNA), restaurou a atividade da
ATPase, melhorou sintomas motores e cognitivos,
reduziu episédios paroxisticos e prolongou
significativamente a vida dos camundongos.
Matuszek et al. 2025 Base editing of trinucleotide | Desenvolveram editores de base (CBE e ABE)
repeats that cause | para introduzir interrup¢des nos repetidos
Huntington’s disease and | trinucleotideos (CAG em HTT, GAA em FXN)
Friedreich’s ataxia reduces | — simulando alelos mais estaveis. Em células de
somatic repeat expansions in | pacientes ¢ em camundongos, essa abordagem
patient cells and in mice reduziu a expansdo somatica das repeticdes no
sistema nervoso central.
BenDavid et al. 2024 Emerging Perspectives on | Artigo de revisdo que discute os desafios e
Prime Editor Delivery to the | estratégias para entregar prime editors ao
Brain cérebro, especialmente considerando barreiras
como a barreira hematoencefalica. Aponta para
nanomedicinas e sistemas de entrega (viral e ndo
viral) como caminhos promissores para terapia
génica neuroldgica.
Fonte: Autores, 2025.
DISCUSSAO

Os estudos experimentais de Sousa et al. (2025) e de Matuszek et al. (2025) citados na
Tabela, representam marcos pré-clinicos importantes. Sousa et al. demonstram in vivo correcao de
variantes causadoras de Alternating Hemiplegia of Childhood (ATP1A3) usando prime editing e base

editing com eficiéncias relevantes e recuperacao funcional em modelos murinos. J& Matuszek et al.
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aplicam base editors para interromper repeti¢des trinucleotidicas (CAG/GAA), reduzindo a expansao
somatica em células de pacientes € em modelos animais de Huntington e Friedreich. A revisdo de
Bem-David et al. (2024) complementa esses resultados ao discutir os desafios praticos de entrega
de prime editors ao cérebro. Esses trabalhos, somados, mostram duas trajetdrias complementares
como a aplicagdo terapéutica direcional para variantes pontuais graves (PE/BE para ATP1A3) ¢ a
modificagdo estratégica de elementos repetitivos para atenuar processos de doenga progressiva (BE
para repeticdes).

Os niveis de eficiéncia relatados por Sousa et al., de acordo com os valores na faixa de
dezenas de porcentagem em DNA e ainda maiores em RNA/proteina, com resgates fenotipicos, sao
coerentes com o progresso incremental observado desde as descrigdes originais de BE e PE.

Komor et al. (2016) e Gaudelli et al. (2017) mostraram que base editors podem gerar altas
eficiéncias locais sem DSBs, e Anzalone et al. (2019) demonstraram a versatilidade do prime editing
para corregdes “search-and-replace”. Os resultados in vivo recentes estendem esses principios onde
estes autores estabeleceram capacidades e limitagdes in vitro, € Sousa e Matuszek validam aplicagdes
terapéuticas em tecido nervoso, o que confirma a maturagao tecnologica, porém com efici€ncias locus
e vetor-dependentes que variam muito entre estudos. Em outras palavras, os achados de 2025 seguem
a trajetoria observada desde 2016—2019, mas agora com provas de conceito in vivo que antes eram
majoritariamente teoricas.

A principal diferenca pratica entre os estudos de bancada classicos e os relatados na tabela ¢
a solugdo de entrega. Komor et al. (2016), Gaudelli et al. (2017) e Anzalone et al. (2019) estabeleceram
os editores, entretanto, a tradug¢do in vivo requer entrega ao SNC e aqui as publicagdes recentes,
incluindo os estudos da Tabela 1, que exploram estratégias variadas tais como injecdo intracerebral
neonatal, AAVs split-intein, LNPs otimizados ou VLPs (virus-like particles).

Revisoes e relatorios técnicos tais como o de BenDavid (2024), contendo trabalhos sobre
split-AAV e VLPs, enfatizam que a escolha do sistema de entrega determina a eficiéncia efetiva, a

distribuicdo celular e a seguranga imunologica, o que explica por que eficiéncias altas in vitro podem
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cair in vivo ou variar entre regides cerebrais. Assim, os achados positivos de Sousa et al. (2025) e
Matuszek et al. (2025) demonstram que edigdes terapéuticas no SNC sdo factiveis, porém dependem
de solugdes de entrega que ainda exigem otimizagdo para escalabilidade clinica.

Os trabalhos pioneiros alertaram para off-targets, bystander edits (especialmente para
BE) e possiveis edigdes em RNA mediadas por desaminases. Estudos posteriores, bem como dos
proprios autores de BE/PE, investiram em variantes de maior fidelidade e designs de gRNA/pegRNA
para mitigar esses efeitos. As publicagdes de 2025 trazidas aqui continuam essa linha, pois relatam
monitoramento por sequenciamento profundo e avaliagdes fenotipicas de toxicidade, mas também
reconhecem limitagdes como o mosaicismo, possiveis edicdes ndo intencionais e resposta imune a
Cas/veiculo permanecem preocupagdes reais.

Comparando com revisdes metodologicas e artigos sobre mapeamento de off-targets que
utilizam ferramentas como GUIDE-seq, Digenome-seq ¢ RNA-seq, os estudos recentes tendem a
apresentar painéis de seguranca mais completos, porém ainda nao fornecem tempo de seguimento a
longo prazo em humanos. Em suma: ha progresso claro em detec¢ao e reducdo de efeitos adversos,
mas a evidéncia de seguranca a longo prazo permanece incompleta.

Os resultados como os de Sousa et al. (2025) sobre a corre¢do de ATP1A3 com melhora
fenotipica ¢ Matuszek et al. (2025) sobre redugdo da expansdao somatica representam passos
translacionais cruciais que mostram que edigdes genéticas podem produzir efeitos funcionais
significativos no SNC. Contudo, ao contrastar com a literatura que avalia a aplicabilidade clinica,e
com os limites descritos por Anzalone (2019) e por revisdes sobre entrega, percebe-se algumas lacunas
que precisam ser preenchidas antes de ensaios clinicos amplos.

Distribuicao celular e heterogeneidade de muitas doengas exigem corre¢do em multiplos tipos
celulares como os neuronios, astrdcitos, microglia e os estudos pré-clinicos frequentemente focalizam
regides ou populagdes especificas, visto que extrapolar para o cérebro humano exige demonstragdes
de distribuicao ampla e controlada (O’Carroll, Cook e Young, 2020). Escala e janela terapéutica que

necessitam de corregdes neonatais ou injegdes precoces em modelos murinos podem nao refletir
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eficacia em pacientes adultos ou em doengas com janela terapéutica estreita. Isso é lembrado em
revisdes sobre translacionalidade (Bunuales et al., 2024). Dados de seguimento a longo prazo da
persisténcia da edi¢do, da estabilidade fenotipica e do risco tardio de tumorigénese e de disfungdo
celular precisam de estudos de longo prazo em modelos grandes antes de testes em humanos.

Como os dados da Tabela 1 se encaixam no panorama geral e recomendacdes metodoldgicas,
apresentam convergéncia positiva com os achados que confirmam que BE/PE ja ndo sdo apenas
ferramentas in vitro, mas que também funcionam in vivo no SNC com efeitos terapéuticos mensuraveis,
endossando as previsdes feitas por Komor et al. (2025), Gaudelli et al. (2025), e Anzalone et al. (2025).
Isso fortalece o argumento por avangos regulatorios e por projetos de fase pré-clinica robustos.

Com relacdo a necessidade de padrao experimental, recomenda-se que futuros estudos
publiquem conjuntos padronizados de dados de seguranca, tais como bancos de off-targets detectados
por multiplas técnicas, biodistribui¢do por qPCR/sequenciamento e resposta imune e facam
comparagoes diretas entre vetores e protocolos, como por exemplo AAV split vs LNP vs VLP), o que
também ¢ sugerido nas revides de BenDavid (2024) e de Kalter et al. (2025).

As prioridades de pesquisa s]ap otimizagdo de entrega ao SNC, engenharia de editores com
menor atividade em RNA, estudo sistematico de mosaicismo e investigacdo em modelos ndo-rodent,
como por exemplo, primatas ndo humanos (quando justificado) antes de transicdo clinica. Estas

prioridades j& aparecem tanto nas revisdes quanto nos artigos experimentais.

CONCLUSAO

A consolidacdao das tecnologias de base editing e prime editing representa um avango
significativo no campo da terapia genética aplicada a doengas neurologicas, oferecendo ferramentas
capazes de corrigir mutagdes com alta precisdo e minima gera¢do de quebras de dupla fita. Os
estudos analisados demonstram que essas plataformas ja ultrapassaram o estadgio conceitual,

alcancando resultados robustos em modelos celulares e animais para patologias como Alternating
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Hemiplegia of Childhood, doenca de Huntington e ataxias hereditarias. A capacidade de modular
repeti¢des trinucleotidicas, corrigir variantes patogénicas e restaurar fungdes celulares complexas no
sistema nervoso central indica que sistemas de edi¢do de nova geragdo possuem potencial real para
intervengdes terapéuticas em condic¢des até entdo sem opgdes de tratamento eficazes. Esses avangos
reforcam a relevancia translacional das ferramentas baseadas em CRISPR e demonstram que sua
otimizacdo continua pode redefinir o cendrio da medicina neurologica de precisao.

Entretanto, apesar do progresso promissor, a transicdo dessas tecnologias para aplicagdes
clinicas exige cautela e investigagdo sistematica de aspectos criticos ainda pendentes. Entre os desafios
permanecem a entrega eficiente e segura ao SNC, a mitigacao de riscos associados a edi¢des off-
target e mosaicismo, além da necessidade de evidéncias de seguranga a longo prazo em modelos pré-
clinicos mais complexos. Ademais, aprimoramentos em vetores, estratégias ndo virais e engenharia
de editores de maior fidelidade sdo essenciais para ampliar a aplicabilidade clinica. Assim, embora
base editors e prime editors ja demonstrem viabilidade terapéutica, o avango rumo a pratica clinica
depende de esforcos coordenados que integrem inovagdo tecnologica, validagdo funcional rigorosa e
avaliacdo de biosseguranca. Com isso, estas plataformas emergem como pilares centrais para o futuro
das terapias génicas neuroldgicas, desde que apoiadas por uma agenda de pesquisa sélida, continua e

multidisciplinar.
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