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Resumo

O tema edigdo genética € algo que ainda traz muitas dlvidas as pessoas, afinal, o material genético é
tudo aquilo que forma uma pessoa, tudo aquilo que se herdou e que ira passar de geragdo em geragao.
Este trabalho traz uma revisdo sobre ferramentas da edigdo. A técnica CRISPR/Cas9 é uma das
ferramentas que faz o impossivel parecer possivel. E um mecanismo anélogo ao sistema imunoldgico
encontrado em diversas bactérias para se defenderem de um DNA estranho, como o de virus, por
exemplo. Os estudos iniciais foram feitos, em especial, com bactérias de espécie gram-positivas, com
morfologia de coco, denominadas Streptococcus pyogenes. Diante da revisdo exposta, com a
descoberta dos métodos e o funcionamento da técnica CRISPR/Cas9, acredita-se que serdo possiveis
grandes avancos cientificos, até mesmo para o tratamento de doencas que atualmente ndo se tem

cura.

Palavras-chave: Material genético. Defesa. Streptococcus.

Abstract

Genetic editing associated with the use of new CRISPR/Cas9
technique, a defense tool used by bacteria against invasive DNA

The issue of genetic editing is something that still brings many doubts to people, after all, genetics is
everything that forms a person, everything that has been inherited and that will pass from generation to
generation. It's a review about editing tools. The CRISPR/Cas9 technique is one of the tools that makes
the impossible seem possible. It is a analogous mechanism of the immune system found in several

bacteria to defend themselves against a foreign DNA, such as viruses, for example. The initial studies
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were done in particular with gram positive bacteria with coccus morphology, called Streptococcus
pyogenes. In the light of the review, with the discovery of the methods and the operation of the
CRISPR/Cas9 technique, it is believed that great scientific advances will be possible, even the treatment

for diseases that currently do not cure.

Keywords: Genetic material. Defense. Streptococcus.

Introducao

A edicdo genética € um assunto que causa muitas discussdes no mundo atual, onde se pode
ouvir que é possivel modificar uma parte especifica do Acido Desoxirribonucleico (DNA) ou até mesmo
uma sequéncia, com a edi¢do é possivel remover aquilo que é indesejado ou até mesmo acrescentar
e modificar aquilo que é desejado. Muitas discussdes entram em questao, pois seria mesmo possivel
modificar algo que para muitos seria impossivel?

Sim, é possivel, e o0 estudo da edi¢do genética traz cada vez mais novas técnicas que podem
nos ajudar muito, pois € uma ferramenta importante para estudos funcionais de genes, bem como a
melhoria de uma determinada situagéo (GAO et al., 2017). A edi¢cdo genética tem um proveitoso uso
de novas tecnologias que podem ser introduzidas na quebra de uma determinada regido da dupla fita
de DNA, sendo que essa quebra do DNA é bastante Util, pois ativa o sistema de reparo de DNA natural
da célula, que pode ser explorado para melhorar significativamente a eficiéncia de introduzir alteracdes
da qual o individuo seja favorecido com a mutagdo realizada no genoma, € ndo uma mutacéo
indesejavel levando a complicagdes. (MUSURUNU, 2017).

Com todo o avanco tecnolégico, as pesquisas e experimentos realizados foram possiveis o
descobrimento de uma nova técnica, denominada CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats). O sistema formado por repeti¢cdes palindrdmicas curtas, interespacadas e
regularmente agrupadas (AREND et al., 2016), € uma ferramenta poderosa para modificacdo genética,
onde é capaz de reconhecer uma regido e realizar a edicao (MEN et al., 2017). Com base no grande
progresso da compreensao da técnica, a tecnologia CRISPR/Cas9 foi ampliada em cenarios crescentes
para investigacdo. Como a tecnologia de sequencia¢do avanc¢ada identificou uma vasta base genética
causadora de doencas humanas, os kits de ferramentas CRISPR agora podem mediar uma corre¢éo
genética ou até mesmo uma interrupcao (LIN et al., 2017).

Assim, é possivel imaginar que com o grande avanco da tecnologia ha esperanca de que
existird uma possivel cura para doencas que atualmente ndo tem uma grande taxa de sucesso, ou até
mesmo o fim de determinada doenca que pode ser passada de geracdes em geragdes entre familiares.
Portanto, este trabalho tem como objetivo fazer uma revisdo bibliografica para compreender o
funcionamento dessa nova técnica, bem como possibilitar o acesso a informacéo, para que todos que
possuem interesse possam adquirir mais conhecimento sobre esse tema, que é um grande avanco na

area da saude e na Genética Humana.
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Material e Métodos

Trata- se de um estudo de revisdo, onde as buscas foram realizadas em duas bases de dados
bibliograficos Scientific Eletronic Library OnLine — Scielo e Public Medline — Pubmed. Foram
selecionados artigos em portugués e inglés, sendo que os mais utilizados foram os artigos em inglés.
O levantamento de dados foi realizado durante o ano de 2017, priorizando informacdes dos ultimos

” o«

cinco anos, a partir das palavras chaves “Crispr”, “Crispr/Cas9”, “Gene editing” e “Crispr/Cas9 system”.

Reviséo bibliografica

Edicdo genética

A edicao genética € uma familia de tecnologias que permite que o DNA direcionado sofra
alteracdes em sua sequéncia dentro dos genomas de células eucariéticas. O uso da edi¢éo transformou
muitos dominios da pesquisa bioldgica e é uma grande promessa para a medicina e a agricultura no
futuro proximo (DEWITT et al., 2017).

O termo "edicdo" implica em um processo preciso e previsivel pelo qual o genoma pode ser
alterado, e nos ultimos anos as pesquisas para o desenvolvimento de uma melhor ferramenta que
possa realizar a edi¢cdo genética foi entdo iniciado (NICHOLSON, 2016); sendo uma das ferramentas
usada atualmente, pela engenharia genética em que o DNA pode ser removido, substituido ou inserido
de um genoma em uma determinada regido (ZHENG et al., 2017). E um assunto que desde o inicio
dos estudos gerou grande discussdo por modificar algo que teoricamente seria impossivel a alteragao.
Gerar uma nova espécie a partir de uma modificagdo no préprio genoma ainda é um grande obstaculo
para muitos pesquisadores (HUIJBERS, 2017), pela questéo ética, onde deve passar por uma série de
aprovacdes e experimentos in vitro para que somente assim possa ser realizada in vivo.

E assim, a identificacdo de uma ferramenta para mudar o genoma comecou lentamente, mas
durante os Ultimos anos cresceu e, finalmente parece haver uma tecnologia com potencial genuino
para revolucionar o campo da engenharia do genoma (NICHOLSON; PEPPER, 2016). Ao longo da
Ultima década, as pesquisas vém avancando, e com isso novas descobertas de diferentes técnicas
para realizar a edicdo e com o0s avancgos, o sistema CRISPR/Cas9 é considerado o mais notavel na
tecnologia de edicdo do genoma (ZHENG et al., 2017), que veio a atencao geral ainda no inicio de
2013 e desde entdo criou grande atencado na comunidade biomédica, por causa de sua facilidade de
uso e sua eficacia comparada com as outras ferramentas (MUSUNURU, 2017).

Novo sistema

No final da década de 80, quando o pesquisador Ishino e colaboradores analisaram uma
determinada sequéncia do gene iap da bactéria Escherichia coli, foi possivel encontrar uma estrutura

incomum, diferente do que se é costumado a observar. Posteriormente, repeticdes similares foram
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identificados pelo sequenciamento aleatério de todo o genoma em numerosas outras bactérias. Essas
sequéncias de repeticdo agrupadas, que sdo regularmente espacadas por sequencias interativas
Unicas de comprimento constante, denominadas "Short Regular Spaced Repeats (SRSRs)”, foram
eventualmente classificadas como uma familia genética Unica, presente no sistema imunitario
procariético, que proporciona resisténcia adquirida contra virus. A unidade repetida e as repeticdes
invertidas curtas sao caracteristicas semelhantes aos sitios reconhecidos para certas proteinas de
ligacdo ao DNA. No entanto, essas descobertas levantaram um grande questionamento se a sua
presenca é uma reminiscéncia das antigas sequéncias ou um sinal de que estaria evoluindo. Em
meados do século 20, pesquisadores designaram isso sendo uma nova familia repetitiva “CRISPR”
(WU et al., 2017). O qual foi descoberto sendo um mecanismo imune adaptativo bacteriano, que pode
ser alvo de sequéncias especificas de acidos nucleicos estranhos. O CRISPR consiste em sequéncias
espacadoras Unicas delineadas por sequéncias curtas, repetitivas, palindrdmicas e codificacao de
sequéncias de Proteinas Cas (KOLLI et al., 2017), que através de estudos e analises, foi possivel entdo
gue pudessem descobrir varios genes localizados adjacentes ao cluster de repeticdo e posteriormente
os referiu como genes associados a CRISPR, ou Cas genes. Esses sistemas foram sugeridos para
desempenhar papéis no DNA como reparagdo e regulacdo, e na prote¢éo contra agentes estranhos,
como virus em procariotas.

Com o passar dos anos, o interesse foi ficando cada vez maior, e o que se pode descobrir é
que o sistema CRISPR/Cas é na verdade categorizado em trés grandes tipos (I, Il e Ill), sendo que do
tipo 1l € o mais utilizado e é composto por proteinas multifuncionais como a prépria Cas9. O produto
dos genes Cas representa um tipo de proteina que ajuda no estabelecimento de uma memoria
molecular nas células bacterianas, na forma de uma integracdo de sequéncia gendmica (viral) nas
regides presentes na matriz CRISPR (KOLLI et al., 2017). A proteina Cas9 é derivada da cepa de
bactéria Streptococcus pyogenes (SpCas9) ou Staphylococcus aureus (SaCas9) que, teoricamente,

conseguem clivagem de DNA em qualquer locus genémico de interesse (WU et al., 2017).

Como as bactérias fazem uso desse recurso

Os virus infectam as bactérias e se propagam integrando a informacdo genética no DNA
bacteriano. CRISPR/Cas9 é um tipo de mecanismo imune adaptativo presente na maioria das bactérias
e as ajudam a proteger da invaséo viral. O sistema CRISPR/Cas9 é capaz de incorporar sequéncias
derivadas de DNA/RNA em um Idcus ja encontrado pela Cas9. Sobre transcricdo e traducao deste
l6cus CRISPR, é formada juntamente com as proteinas Cas um complexo, entdo a Cas9 liga ao RNA
gue guia para a sequéncia de DNA viral alvo. Sobre reinfecgéo, as bactérias utilizam a sequéncia viral
armazenada, a fim de destruir 0 4cido nucleico patdgeno invasor (KOLLI et al., 2017).

Ao longo dos ultimos anos, o CRISPR foi capturando a atencdo da comunidade cientifica de
varias maneiras, abrangendo seu papel na conducédo da interacdo co-evolutiva entre bactérias e seus

virus, e o desenvolvimento das tecnologias baseadas nesse sistema (BIKARD; BARRANGOU, 2017).
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Figura 1- Etapas envolvidas na imunidade mediada por CRISPR em procariotas. 1 — Invaséo do virus; 2—Aquisi¢éo
da informacao genética; 3 — Incorporagdo da informacao genética nas regifes espagadas existentes, denominadas
I6cus, onde ocorre 0 armazenamento dessa informacgdo; 4 — Em uma segunda invaséo, é entdo que acontece a
expressao do CRISPR/Cas9; 5 — Forma-se moléculas curtas de RNA guia (JRNAs) — Cas complexos enzimaticos
O complexo gRNA-Cas combina com a sequéncia alvo no virus invasor e o separa; 6 — O DNA viral é cortado,
tornando-se instavel e destruido. (KOLLI et al., 2017)

O funcionamento da técnica

Através dos estudos e de todo conhecimento adquirido do sistema, foi possivel entender como
€ 0 mecanismo imune que as bactérias utilizam para se protegerem de um DNA estranho. E sendo
assim, atualmente é possivel utilizar como um mecanismo de edi¢cdo genética. Todas as plataformas
de edic&o do genoma, tais como: ZFNs (Zinc-Finger Nucleases), TALENSs (Transcription Activator-Like
Effector Nucleases) e CRISPR/Cas, operam fazendo rupturas direcionadas no DNA cromossdmico,

que utiliza DSB (Double-Strand Breaks). Como mostra a figura 2.
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Figura 2 - Processos de reparo do DNA. Os processos de reparo celular converte as rupturas nas mutagées locais
de insercéo e delecéo por jungéo final ndo-homogénea (NHEJ) ou incorporam sequencias de um DNA doador para
modificar o locus alvo por reparo homologicamente independente (HDR).

Fonte: <http://www.sinobiological.com/crispr-cas9-genome-editing.html>. Acesso em: 07 out. 2017.

As nucleases de edicdo do genoma devem ser introduzidas eficientemente nas células e,
finalmente, no ndcleo. No caso do CRISPR, envolve a introducéo de um efetor Cas, como por exemplo,

Cas9 (DEWITT et al, 2017), que usa um RNA guia (QRNA) para reconhecer e clivar alvos de DNA
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cognatos de uma maneira especifica de sequéncia, onde o gRNA contém a sequéncia complementar
do alvo (MITSUNOBU et al., 2017).

O CRISPR/Cas9 do tipo Il foi descoberto através de estudos com bactérias Streptococcus
pyogenes, e foi adaptado para edicdo genética. Se trata de uma quebra direcionada da endonuclease
Cas9 complexado com um RNA guia, séo reparados pela juncdo ndo homologa, causando assim uma
mutacdo, como uma delecao, por exemplo, e um gene que interrompe sua fungdo. Na presenca de um
doador de homologia, as pausas induzidas por Cas9 podem ser reparadas por uma recombinagéo
homologa, resultando em integragdo especifica do sitio. Coletivamente, as ferramentas de edi¢éo e
regulacao do genoma CRISPR/Cas9 permitem a capacidade de controlar a edicdo genética da forma
desejada (SCHWARTZ et al., 2017).

As outras técnicas de edicdo genética, ZFNs e TALEN, reconhecem sequéncias de DNA
especificas através de interac¢des proteina-DNA, enquanto que a especificidade do DNA das proteinas
Cas, o0 RNA é guiado. Comparado com ZFNs e TALENs, o CRISPR/Cas9 permite uma maior
especificidade através do uso de RNAs de guia Unico (sgRNAS), com a vantagem de que a sequéncia
pode seja projetado facilmente e gerado rapidamente. Outra vantagem principal do sistema
CRISPR/Cas9 sobre ZFNs e TALENSs é que multiplos podem ser editados simultaneamente com o0 uso
de diferentes sgRNAs. Essas caracteristicas tornam CRISPR/Cas9 muito Gtil para estudar interagdes
genéticas de multiplos genes de controle (WU et al., 2017). Na figura 3, sdo mostrados os diferentes

mecanismos de edi¢cdo genética citadas.
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Figura 3 - As diferentes classes de editores do genoma. A — ZFN e B — TALEN: usam proteinas para detectar e
ligar a sequéncia do DNA alvo, o que torna a sintese das nucleases de DNA uma abordagem mais dificil, em
comparagdo com a C — CRISPR/Cas9 que usa RNA, sequéncias curtas para se ligar a sequéncia de DNA
direcionada, tornando este sistema mais economicamente acessivel e facil de utilizar. (PETERSEN, 2017).

Desde a primeira descricdo do uso bem-sucedido do CRISPR/Cas para segmentacdo de um
locus genbmico especifico, 0 nimero de relatérios com experimentos tem aumentado e a grande parte
dos centros de pesquisa passaram a utilizar o novo sistema CRISPR /Cas9 como editor de genoma
para o propésito que eles buscam. (PETERSEN, 2017).
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O uso da técnica relacionada ao tratamento do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV)

Até a data, a infeccdo pelo HIV continua a ser uma das pandemias mais evasivas que o mundo
ja viu. Dados da OMS indicam que mais de 37 milhdes de pessoas vivem com HIV em todo o mundo e
HIV foi responséavel por mais de 1 milhdo de 6bhitos em 2015, dos quais a maioria € causada por
insuficiéncia de acesso a combinacdo de farmacos para manter a infeccdo por HIV sob controle,
predominantemente no mundo em desenvolvimento. Essa combinacdo suprime eficientemente a
replicacdo viral, mas ndo é capaz de eliminar o virus completamente, tornando o HIV uma doenca
gerenciavel e incuravel. O HIV se integra de forma estavel dentro do genoma das células infectadas e

permanece quiescente como um reservatorio latente que €, no entanto, totalmente capaz de
reabastecer a replicacdo viral quando o tratamento é interrompido. Portanto os pacientes exigem
criticamente um tratamento vitalicio para assegurar um controle viral sustentado e eficiente. Melhorias
na eficacia do tratamento diminuiu drasticamente a probabilidade de doengas que definem a AIDS,
prolongando substancialmente a expectativa de vida das populac¢fes infectadas pelo HIV. No entanto,
o fardo diario dos farmacos, suas toxicidades associadas e seus recursos limitados, tornam a vida util
e acessivel a todos os tratamentos extremamente desafiador (HUYGHE et al., 2017)

A terapia genética esta sendo considerada também uma soluc¢édo para doencas infecciosas
graves, liderado por um foco no virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Embora a terapia anti-
retroviral (ART) possa controlar a infec¢éo pelo HIV na maioria dos pacientes, atualmente ndo ha vacina
ou cura para o virus devido a sua alta taxa mutagénica, subversdo do sistema imunolégico do
hospedeiro e capacidade de permanecer latente por longos periodos de tempo em células T de longa
duracdo. A Unica excecdo a esta realidade é o chamado paciente de Berlim, que parece ter sido curado
devido a um transplante de medula 6ssea de um doador com duas c6pias de um gene CCR5 defeituoso,
CCR5D32. Embora CRISPR/Cas9 seja semelhante em acéo e eficacia para nucleases direcionadas
baseadas em proteinas, como nucleases de zinco (ZFNs) e as nucleases efetoras do tipo ativador da
transcricdo (TALENS), a facilidade de concepc¢ao e teste destes reagentes através da construcao de
um Unico guia RNAs (sgRNAs) disponibilizou a edig&o de genes para uma maior variedade de usuarios
e aplicagBes. As nucleases direcionadas podem cortar ou vincular o DNA de uma maneira especifica
de sequencia, e tornaram possiveis varias novas aplicacdes que ndo eram anteriormente vidveis em
seres humanos. Essas técnicas, juntamente com abordagens de terapia genéticas mais classicas,
utilizam vetores para expressar genes ou reguladores de RNA, fornecem uma variedade de abordagens
para o tratamento do HIV e outras doencas infecciosas. No contexto da infeccdo pelo HIV, as
tecnologias de interrupcéo de genes oferecem o potencial para replicar o caso do paciente de Berlim.
As nucleases direcionadas também podem ser projetadas para reconhecer diretamente o material
genético viral, para a codificac@o de regides no genoma viral, para inativar genes virais essenciais, ou
para o flanqueamento longo repeticdes terminais (LTRS) que controlam transcricdo e replicagcdo viral.
A inativacao do HIV pode entdo ocorrer como resultado da formacéo de dele¢des que perturba a regiao

alvo, ou alternativamente porque as nucleases direcionadas as LTRs podem consumir a maior parte
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do HIV genoma criando DSBs em ambos os extremos do genoma proviral. Embora a formacéo de
delecdes resultante da acdo de nucleases direcionadas possa levar a inativacao proviral do HIV,
evidéncias sugerem que o HIV também pode mutar e escapar de tais nucleases especificas de
sequéncia. A resisténcia pode ocorrer por causa da taxa de mutagénese naturalmente alta, ou porque
os indels gerados durante o reparo do NHEJ podem destruir a sequéncia de reconhecimento de
nuclease. E provavel que este seja um grande mecanismo de fuga viral, particularmente se a sequéncia
editada pode ser tolerada.Como o HIV, a infeccao crbnica pelo virus da hepatite B (VHB) pode
atualmente ser controlada por drogas que inibem a replicacdo viral. No entanto, estes nédo eliminam o
covalente fechado genoma de DNA circular (cccDNA), que podem permanecer dentro de hepatocitos
infectados. (ROGERS; CANNON, 2017).

Numerosos investigadores demonstraram a capacidade de CRISPR/Cas9, ZFNs ou TALENs
para limpar cccDNA de VHB de células infectadas in vitro, bem como modelos in vivo com base no
cédigo de DNA de VHB e CRISPR/Cas9 a hepatdcitos via hidrodinamica injecdo de plasmideos. Outros
virus nos quais os genomas de DNA foram alvo da CRISPR/Cas9 incluem virus do papiloma humano,
virus Epstein-Barr, herpes virus simplex e virus John Cunningham. Deve-se notarque estes sao todos
latentes ou infec¢des persistentes, continuando o tema de alinhar material genético que o sistema
imunoldgico ndo pode erradicar. Também é possivel clivar os genomas de RNA. O Streptococcus
prototipico pyogenes Cas9 requer uma sequéncia de motivos adjacentes protospacer (PAM). No
entanto, ao fornecer o PAM no trans como um oligonucle6tido de DNA, é possivel também direcionar
as moléculas de RNA, que esta abrindo estas abordagens para outras familias de virus. Em alternativa,
outros membros do CRISPR/Cas9 foram identificados por possuir capacidade de direcionamento de
RNA e pode atingir o virus da hepatite C (genoma de 1RNA) em células eucariéticas. (ROGERS;
CANNON, 2017).

As terapias genéticas destinadas a melhorar a funcdo imunoldgica sdo outra area intrigante
sendo considerado para o tratamento de doencas infecciosas. Uma estratégia particularmente
interessante envolve redirecionar as células T CD81 para direcionar as células infectadas pelo HIV
através de modificagbes ex vivo que levam a expressado de receptores de células T especificos de
patégenos (ROGERS; CANNON, 2017)

Conclusao

O desenvolvimento da presente pesquisa da literatura publicada possibilitou uma analise do
gue é a edicao genética, o que se pode obter através dela e como essa agéo pode trazer melhorias
para as pessoas, por meio de uma tecnologia cada vez mais avancada; oferecendo, no futuro grandes
mudancas. Além disso, também permitiu o conhecimento de ferramentas de edicdo podendo entender
o funcionamento e diferencas entre as mesmas. Destacando o sistema CRISPR/Cas9, que esta sendo

bastante estudado pelos pesquisadores e sendo testada para diversos tipos de tratamentos de algumas
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doencgas. Essa técnica foi descoberta através de estudos com bactérias, onde foi possivel perceber que
€ um meio de defesa utilizado pelas bactérias contra DNA invasor. Entdo, o sistema age da seguinte
maneira: a Cas9 é uma enzima que corta DNA, e a CRISPR é uma colecao de sequéncias de DNA que
dizem a Cas9 onde exatamente deve cortar, que juntamente com o RNA guia formam um complexo e
vao até o sitio exato para realizar a edicdo. Dada a importancia do assunto, torna-se possivel acreditar
gue sera possivel futuramente grande avanco cientifico, e podendo existir até mesmo o tratamento para

doencas que atualmente n&o existe cura.

O nuimero de experimentos utilizando a técnica esta avancando cada dia mais, a fim de que se

possa concretizar a técnica e encontrar solugdes para situagées que atualmente néo existe.
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