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HIDIFIRA, A. M UTILIZAGAO DOS MECANISMOS ENDOGENOS DE REPARO
GENETICO PELO SISTEMACRISPR-Cas9. 49.Dissertacéo (Trabalho de Conclusao

de Curso em Biomedicina) Centro Universitario Sao Camilo / CUSC. Sao Paulo. 2019.

Do momento em que estrutura do DNA foi proposta por Watson e Crick a ideia de que
haveria a possibilidade de manusear o DNA, realizando modificacées em locais
especificos foi dada e assim pesquisas foram iniciadas. As bactérias, possuem um
certo tipo de maquinaria responséavel pelo processo de reparo do DNA e isso parte de
um dos mecanismos do seu sistema imune adaptativo, responsavel pela memoria
imunolégica contra certos tipos de infecgoes virais. Nesse sistema encontrado dentro
dos organismos procariotos, encontra-se 0 CRISPR-Cas9, que basicamente séo
regides do genoma onde se encontram pequenas repeticoes interespagadas do
genoma bacteriano intercaladas com o genoma viral. Partindo dessa descoberta, 0
uso do sistema CRISPR-Cas9 foi colocado em pratica como ferramenta de edigao
génica, pois por meio dela é capaz de se criar uma quebra na dupla fita de DNA,
induzindo as vias de reparo endégeno do DNA, conduzidas tanto por homologia
quanto por ndo homologia. Essas vias séo responsaveis, entao, por realizar certos
reparos ao longo do DNA que podem acarretar em corregbes de certas doengas ou
resultar em mutacdes indesejaveis.

Palavras-Chave: Edicao de genes. Reparo do DNA. Sistemas CRISPR-Cas.
Terapia genética




HIDIFIRA, A. M USE OF ENDOGENOUS MECHANISMS OF GENETIC REPAIR BY
THE CRISPR-CAS9 SYSTEM. Dissertation (Term paper in Biomedicine) Centro
Universitario Sdo Camilo / CUSC.

From the moment that DNA structure was proposed by Watson and Crick the idea that
there would be the possibility of mafipulating the DNA, making modifications in its
specific locations was given and so searches were initiated. Bacteria have a certain
type of machinery responsible for the DNA repair process and this is part of one of the
mechanisms of their adaptive immune system responsible for immune memory against
certain types of viral infections. In this system found within the prokaryotic organisms,
we find CRISPR-Cas9, which are basically regions of the genome where small
interspaces of the bacterial genome are interspersed with the viral genome. Based on
this finding, the use of the CRISPR-Cas9 system has been put into practice as a
genomic editing tool, because it is able to create a break in the DNA double strand,
inducing endogenous DNA repair pathways, conducted both by homology as by non-
homology. These pathways are then responsible for performing certain DNA repairs

that may result in corrections of certain diseases or result in undesirable mutations.

Keywords: Genetic Editing. CRISPR- Cas9. Repair pathway. Gene therapy
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1. © INTRODUCAO

1.1 O surgimento da Biol.ogia Molecular

“...] A vida depende da capacidade das células de armazenar, recuperar e traduzir as
instrucdes genéticas necessarias para manter o organismo vivo [...]" (ALBERTS, 2017
p.173).. '

A

Essa frase, contida no livro Biologia Molecular da Célula, nos da uma breve
nocao de quéo importantes s&o as caracteristicas genéticas presentes em nossas
células. Sao caracteristicas hereditarias, portanto, suas informagoes séo passadas de
uma célula as suas células-filhas e de uma geragao a outra. Todos 0s organismos sao
constituidos por estruturas denominadas células, que representam a menor unidade
de vida e que contém as principais caracteristicas morfolégicas e fisiologicas dos
organismos vivos (ZAHA, 2014; ALBERTS, 2017).

O termo “biologia molecular’ foi proposto por Warren Weaver, da Fundacgéao
Rockefeller, em um relatério publicado na revista Science, em 1938. Nessa
publicacdo, Weaver destaca a importancia no conhecimento das estruturas das
moléculas para, assim, compreender os fenomenos biolégicos. Aos poucos, esse

termo foi sendo relacionado a pesquisas relacionadas aos genes (SCHEID, 2005).

O modelo de dupla hélice (Figura 1), atualmente utilizado para descrever a
estrutura do DNA, ¢ atribuido a James Watson e Francis Crick, e foi divulgado no
artigo Molecular Structure of Nucleic Acids na revista Nature, em 1953 (SCHEID;
FERRARI; DELIZOICOV, 2005).




Figura 1- Modelo de Dupla Hélice do DNA

Modelo da dupla hélice proposto por Watson e Crick.

Fonte: (WATSON; CRICK, 1953)

Um método importante para a interpretagdo do genoma é a pesquisa das
sequéncias de DNA semelhantes em diferentes espécies como por exemplo, entre
humanos e camundongos, partindo-se do principio de que se uma sequéncia de DNA
possui uma fungéo, sera conservada gerando regibes similares. Todos os mamiferos
possuem entre 70.000 e 100.000 genes presentes ao longo de seus cromossomos,
de forma linear, em cerca de 3,2 bilhdes de pares de nucleotideos. O mapeamento do
gene foi realizado em humanos e em cerca de outras 30 espécies de mamiferos, com
dois objetivos gerais: (1) possuir em recurso para localizar determinadas

caracteristicas genéticas hereditarias, comportamentos e fenétipo e (2) possuir um



modelo de interpretagdo de padrées genéticos que podem estar relacionados a

evolugdo. A realizagéo da pesquisa das sequéncias do DNA envolvem o mapeamento
genético e para ser realizado é necessario uma integracdo de 3 categorias de
marcadores: (1) o do tipo | codificam genes que por meio da comparagao entre as
sequéncias de DNA realiza a ident_ificagéo de genes ortologs, (2) os marcadores do
tipo 1l, também conhecidos como marcadores VNTR (VNTR — “variable number of
tandem repeats”) sao altamente informativos em avaliagbes de populagbes e
pesquiéas forenses, assim, individuos podem ser diferenciados por meio das
sequéncias VNTR, baseando-se na ideia de que mutagdes podem alterar a sequéncia
de DNA de um individuo, sendo necessario o uso de enzimas de restricédo, de modo
perdem a sua capacidade de clivar regiées do DNA em regides ainda susceptiveis a
clivagem no DNA de outros individuos, (3) os marcadores do tipo 11l sdo do tipo SNP
(SNP- “single nucleotide polymorphism”) e tem como base modificagoes elementares
nas bases nitrogenadas ( adenina, citosina, timina e guanina), sao abundantes no
genoma Assim, o estudo evolutivo pode levar a descoberta de adaptacdes
moleculares, que permitem aos organismos de adquirir novas caracteristicas
(OBRIEN,1999; CAETANO, 2009).

Uma ferramenta muito bem-sucedida & a modelagem por homologia, também
conhecida como modelagem comparativa. Essa abordagem baseia-se em padrbes
gerais, em nivel molecular: (1) a homologia entre as sequéncias de aminoacidos, que
implica semelhanga estrutural e funcional, (2) proteinas homologas, que possuem
regides internas conservadas e (3) diferencas estruturais externas, que se ligam a
estruturas secundarias (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003). .

O genoma pode ser dividido em duas regides: (1) regides conservadas € (2)
regides pouco conservadas. As regides conservadas, por definicdo, sao aquelas
responsaveis pelos genes codificantes de proteinas e constituem aproximadamente
5% do genoma total. Também s&o aquelas nas quais as mutagdes sao capazes de
prejudit:ar funcdes nos individuos, podendo assim, em casos exiremos, resultar na
provavel eliminagéo da espécie. Essa “evolugao” do genoma depende de acidentes e
sobrevivéncia ndo aleatoria, podendo ocorrer devido a falhas nos mecanismos que
copiam e mantém o nosso DNA. Erros durante a fase de replicacdo do DNA, na

recombinagdo ou ho proprio reparo, podem causar alteragoes locais chamadas



mutacdées pontuais, ou alteragbes em larga escala, como duplicagéo, delegao,
inversao e translocacoes do cromossomo. (GREGORY, 2005; ALBERTS, 2017).

As les6es mais comuns no DNA s&o as de base, aglcar e danos em fita Unica
de DNA, resultantes de oxidagao, alquilagdo, desaminagéo e hidrolise. Ao mesmo
tempo, as células do organismo gstéo constantemente sob estresse exégeno
(radiagao ultravioleta e ionizante e prociutos quimicos) ou endégeno (espécies reativas
de oxigénio e nucleases). Esses agentes podem modificar a estrutura do DNA de
forma que ocorram mutagées durante a transcricdo do RNA e replicacao do DNA,
alterando a fungao das proteinas regulatorias do DNA e levando a morte celular. As
lesdes podem ocorrer em quase todas as regides da estrutura do DNA e seu alcance
pode variar desde lesdes menores a maiores, lesdes na fita simples ou na fita dupla,
que podem ser na maior parte, letais. (BAUER, CORBETT e DOETSCH, 2015).

1.2  Mecanismo de Reparo do DNA

No ano de 2015, o Prémio Nobel de Quimica foi outorgado aos cientistas Tomas
Lindahl, Paul Modrich e Aziz Sancar pela relevancia de seus estudos sobre os
mecanismos de reparo do DNA. Essas vias apresentam um alto grau de conservagao,
o0 que sugere que nao foram substituidas durante o processo de evolugdo, mas sim,
mantidas e ampliadas. Na auséncia de alguns desses mecanismos, o colapso da
célula seria inevitavel, assim, a presenca de alteragdes nos mecanismos de reparo de
DNA esta diretamente ligada ao aparecimento de tumores. Por outro lado, sabe-se
que, ao mesmo tempo, células tumorais fazem o uso desses mecanismos de reparo

para a sua sobrevivéncia (MENCK, 2015).

Paul Modrich, em 1959 (Figura 2a), relata um reparo de pareamentos
incorretos, no qual as células eram capazes de corrigir erros de pareamento durante
a replicagdo do DNA durante a divisdo celular. Aziz Sancar, em 1996 (Figura 2b),
demonstrou um mecanismo de reparo que age por meio da excisao de nucleotideos,
no qual as células agem em resposta a lesdes causadas, por exemplo, por radiagao
ultravioleta ou induzidas quimicamente por substéncias mutagénicas. E, por fim, os
experimentos de Tomas Lindahl, que se iniciaram a partir da década de 1970 (Figura
2c), demonstraram que durante o processo de degradacdo do DNA, mecanismos
moleculares e um processo de reparo por guiado por exciséo de bases, conseguiam
reparar eficientemente um dano ao DNA (MENG e OSBORNE, 2015).



Figura 2- Prémio Nobel de Quimica 2015
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Fonte: (MENG e OSBORNE, 2015)
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Fonte: (MENG e OSBORNE, 2015)

Segundo Meng e Osborne (2015), na maioria dos casos, os danos no DNA
podem ser reparados devido a grande eficiéncia desses mecanismos, porém, quando
um processo de reparo falha, durante o reparo de uma quebra na fita dupla, pode

desencadear um evento que pode se tornar nocivo e até ser fatal.

As quebras na dupla fita de DNA também sdo geradas para iniciar o processo
de recombinagdo homéloga dos cromossomos durante os estagios da meiose.
Embora as células possam se adaptar a certos niveis de danos, a presenca de quebra
na dupla fita pode ser suficiente para que uma célula seja morta por meio da inativagao
de um gene ou desencadeamento do apoptose. Porém, se reparado incorretamente,
podem levar a um processo de carcinogénese por meio de translocacdes, inversoes
ou delecdes. As quebras na dupla fita de DNA s&o biologicamente importantes devido
ao seu reparo ser mais trabalhoso, quando comparada aos outros (KHANNA,;
JACKSON, 2001).

Sabe-se que a maioria das células eucaritticas realizam o reparo de uma

quebra na dupla fita de DNA, primariamente, por meio de duas vias geneticamente




distintas, a via de recombinagcdo ndo homologa (NHEJ) e a via de recombinacao

homologa (HR). Basicamente, a via NHEJ repara extremidades quebradas sem a
necessidade de homologia entre as sequéncias, enquanto a via HR realiza o reparo

por meio de uma intensa homologia entre as sequéncias (ROTHKAMM et al., 2003).

Estdo incluidas na classe de Qlutagées todas as alteracbes permanentes na
sequén-cia de DNA. Desde as mais simples, como as substituicdes de bases como
transicdes e transversoes, até mutacées onde ocorrem modificagdes mais drasticas
no DNA, como insercoes, delegdes e rearranjos, como por exemplo, a insergao de um
transposon, que usualmente adiciona milhares de nucleotideos de DNA exégeno nas

sequéncias codificadoras ou reguladoras de um gene (WATSON, 2015).

Na via de recombinacgé@o ndo homologa, as extremidades da quebra da dupla
fita sdo blogqueadas a partir do sentido 5° e mantidas proximas por um complexo
formado por uma proteina de ligagdo e o DNA de cadeia dupla (dsDNA). Essa via
propicia uma ligagao direta das extremidades de uma quebra de fita dupla, entretanto,
ha ainda a possibilidade de que haja resultados erréneos, como por exemplo,
insert;éés, delecdes, substituicbes e translocagdes (CHAPMAN; TAYLOR;
BOULTON, 2012).

Em contraste com a via NHEJ, a via por recombina¢do homdloga requer o uso
de sequéncias que possuem homologia entre si para que ocorra o alinhamento das
extremidades onde as quebras na dupla fita se encontram, antes da ligagao. Essa via
esta mais presente apos a replicagédo do DNA durante a fase S, quando ha uma
cromatide irma replicada que podera ser usada como molde para o reparo do DNA
(APARICIO; BAER; GAUTIER, 2014). |

As vias de reparo por NHEJ ou HR, basicamente, consistem em métodos de
reparo endogeno de uma quebra na dupla fita do DNA. No entanto, esses mecanismos
podem ser explorados e usados, a partir do momento em que, intencionalmente, sao
adicionadas quebras na dupla fita. Sendo assim, é necessario o uso das chamadas
nucleases programaveis para que sejam adicionadas quebras em pontos especificos
da fita de DNA (LISTIK; CARMO, 2016).




Devido aos grandes avangos na engenharia genética, novos metodos de

edicdo do DNA estdo se tornado cada vez mais utilizados, principalmente as
nucleases artificiais que induzem quebras especificas na dupla fita de DNA, que tém
sido usadas especialmente para a estimulagdo da via por recombinag&o homéloga.
Recentemente, uma nova nuclease foi desenvolvida a partir de um sistema de defesa
bacteriano que utiliza um RNA guia contra um DNA exdégeno. Esse RNA guia, junto
com a proteina Cas9, liga-se a sua sequéncia alvo de DNA complementar e realiza
uma clivagem especifica. Essa alteragéo de sequéncia de 20 pares de bases € capaz

de redirecionar a Cas9 para determinados locais cromossomicos (AUER et al., 2013).

Assim, o sistema CRISPR-Cas emprega um sistema de defesa unico, que
envolve a incorporacao de fragmento de DNA viral entre as repetigdes do CRISPR e,
posteriormente, o uso dos produtos da transcricdo dessas insergbes, como sgRNA
para clivar o DNA exdgeno. Apesar de representar um genuino meétodo de defesa
proveniente do sistema imune adaptativo, € de extrema importancia que haja o
conhecimento referente & distingao entre o CRISPR- Cas e o proprio sistema imune.
Essa diferenca se da pela capacidade do CRISPR-Cas em modificar o genoma do
organismo em resposta a uma infecgdo, promovendo uma memoria imunologica
(KOONIN; MAKAROVA, 2013).



2. OBJETIVO

2.1 . Objetivo Geral

Realizar uma reviséo bibliografica sobre os processos de reparo do DNA, com
foco no sistema CRISPR-Cas9. ¥

2.2  Objetivos Especificos:

1. Descrever as vias de reparo do DNA

2. Descrever a utilizagéo das vias de reparo na terapia génica por meio do sistema
de nucleases programaveis CRISPR-Cas9

3. Realizar uma breve discussao sobre as abordagens clinicas em neoplasias e

doencas cardiovasculares



3. © METODOLOGIA |

A dissertacao propde uma revisdo bibliografica descritiva, com abordagem

tedrica sobre as vias de reparo utilizadas na técnica do CRISPR-Cas9.

Para a pesquisa na literatura foram utilizados artigos cientificos relacionados
a0 tema retirados e selecionados através do acesso em livros, revistas eletronicas e
base de dados. Os artigos utilizados foram filtrados entre os publicados durante os
anos de 2000 a 2018, com contetido na lingua inglesa e nacional, cujo tipo de

pesquisa é aplicado.



4. ° DESENVOLVIMENTO

41 Fundamentos da Edi¢do Génica

O progresso no conhecimento sobre a genética basica das doengas tem
possibilitado um melhor entendimento sobre o seus mecanismos, resultando em
novas estratégias terapéuticas e tornando mais precisos os métodos de alteragao do
genoma de células eucariéticas (COX: PLATT; ZHANG, 2015).

Tecnologias que possibilitam a modificagao do genoma sao poderosas
ferramentas para a area da biologia molecular. Os avangos na pesquisa sobre a
edicdo do genoma nas ultimas trés décadas tém possibilitado o compreendimento da
relacdo do genoma e a fisiologia, € como uma pode influenciar a outra (ROCHA-
MARTINS et al., 2013).

A terapia génica, primariamente, envolve a manipulagido do DNA ou RNA com
o objetivo de tratar ou prevenir doencas nos seres humanos. Diversas s&o as
estratégias utilizadas, compreendendo correcoes, delecdes e substituicoes de genes
responsaveis pela doenca. A edic&o génica com nucleases programaveis como alvo
de atuacao possibilita 0 manuseio do genoma de diversas maneiras. Diferentemente
das ferramentas antecessoras de terapia génica, nas quais se inseriam copias de DNA
exégeno para atingir o genoma ou nucleo celular, 0 que poderia ocasionar efeitos
colaterais, foi desenvolvida uma nova ferramenta de edicao, que utiliza um RNA guia,
denominada CRISPR-Cas9 (XIAO-JIE et al., 2015).

Com as descobertas sobre os mecanismos de reparo do DNA, muitos campos
de aplicagao foram beneficiados, pois sabe-se que o reparo eficiente esta diretamente
associado ao envelhecimento e progressao de doengas como, por exemplo, doengas
neurodegenerativas e cancer. Na auséncia de equilibrio entre os mecanismos de
reparo, como resultado surge o esiresse oxidativo que por fim, causa diversos danos
ao DNA, quebras na fita tnica e/ou fita dupla, modificagdo de bases, entre outros
(MENG e OSBORNE, 2015).




4.2 Inicio da Terapia Génica — DNA Recombinante

Desde o século XIX, por meio dos experimentos de Johann Gregor Mendel, ate
os dias atuais, a evolugdo da genética possui um espaco de destaque na ciéncia. A
partir do momento em que o genoma humano foi completamente sequenciado, a
medicina moderna evoluiu e, a cada dia, importantes descobertas sao realizadas, tais
como o desenvolvimento de novos tratamentos de doengas (LINDEN, 2010; LANDER
et al., 20186).

A partir de 1940, houve um grande impulso no ramo da genética e diversas
descobertas sobre a natureza, composicdo quimica e propriedades do material
genético foram propostas. Em meados de 1960, levantou-se a possibilidade de utilizar
virus para transferir genes aos seres humanos e, assim, curar doengas genéticas
(LINDEN, 2010).

Uma década depois, Berg e colaboradores (1975) conseguiram manipular uma
molécula de DNA criando, assim, a tecnologia de DNA recombinante. Naquele
momento, as novas técnicas empregadas permitiram a combinagao da informacéo
genética de diferentes organismos, impulsionando uma area da biologia ainda pouco
conhecida. A criagdo de um vetor seguro ao organismo humano foi essencial e
encorajador pois, assim, poderiam reduzir os riscos bioldgicos e aprimorar a
metodologia.

Os resultados de seus experimentos, representaram um grande pésso na
engenharia genética, ao criar a primeira molécula de DNA recombinante. Berg e
colaboradores (1975) criaram um método que possibilitou unir duas moléculas de DNA
in vitro utilizando um vetor, o SV40, uma abreviatura para virus vacuolizante simio 40,
um poliomavirus que pode ser encontrado em espécies de macacos e humanos e que

possui certo potencial para o desenvolvimento de tumores.

Assim, desenvolveu-se um método que permitiu unir de forma covalente duas
moléculas de DNA (Figura 3) envolvendo: (1) a conversao do DNA circular SV40 para
a forma linear, (2) a adicéo de extensdes nas extremidades 3’ de uma das cadeias de

DNA (3) adicionando outras extensdes complementares na outra fita de DNA, (4)




juncéo das duas moléculas de DNA (5) preenchendo as lacunas com Escherichia coli,

por meio da DNA polimerase e DNA ligase, retornando a estrutura circular. No final da

década de 1980, o National Institutes of Health (NIH) aprovou o primeiro protocolo de
teste de terapia génica em humanos, onde seriam transferidos genes do sistema

imune em pacientes em estados avangados de neoplasia (JACKSON; SYMONS;
BERG, 1972; AZEVEDO, 2009). ST

Figura 3 - Construgédo da Molécula de DNA Recombinante
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Método utilizado para a construgao da molécula de DNA SV40 — A phage
recombinante, unindo duas moléculas de DNA de modo covalente,
permitindo a transferéncia de material genético por meio de vetores.

Fonte: (BERG; MERTZ, 2010)
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A medicina moderna apresenta, a cada dia, novas descobertas em areas
destinadas ao desenvolvimento de novos tratamentos para doencas que até o
momento sdo incuraveis. Essa expectativa na cura de certas doencas possui grande
relagdo com a identificacdo dos genes responsaveis por sua patogénese e sobre o
avangol no conhecimento da tecnologia do DNA recombinante, que assim permite o

manuseio especifico do genoma de foerma cada vez mais segura (LINDEN, 2010).

A area que envolve a terapia génica é relativamente nova na biomedicina,
porém, vem apresentando grandes avangos, e acredita-se que represente uma
possibilidade de fratamento efetivo para algumas doengas cujo tratamento

convencional, até o momento, é pouco eficaz (LEANDRO et al., 2007).

O conhecimento de genes responsaveis por caracteristicas normais ou
patolégicas permite a terapia génica. O principio desse método inicialmente visa
substituir um gene, considerado defeituoso, por um gene normal, o que envolve a
infroducéo de genes que serao responsaveis pela formacio de proteinas que podem
ser benéficas ao paciente. Em contrapartida, a remo¢ao de um gene geralmente &
mais complicada, sendo desnecessaria na maioria das vezes (NARDI; TEIXEIRA;
SILVA, 2002).

Os procedimentos basicos para a terapia génica sao: (1) isolamento do gene e
suas sequéncias reguladoras; (2) obtengdo do nimero necessario de células para
colocar no paciente; (3) disposicao de mecanismos de insercao de genes (vetores);
(4) incorporagao do gene ao genoma celular,e (5) a auséncia de efeitos colaterias
(AZEVEDO, 2009).

O desenvolvimento de vetores genéticos dependentes de virus visou a
resolugéo dos problemas iniciais da terapia génica. O vetor ideal deve ser facil de se
produzir e ndo induzir nenhuma resposta imunologica ao virus ou transgene pelo
paciente. A ideia de usar virus como veiculos de transporte e indugéo de genes propde
o aperfeicoamento da “entrega genética”. A partir do inicio do século XXI, apés o
término do sequenciamento do genoma humano, foi possivel realizar a comparacao
dos genomas com o apoio fundamental da bioinformatica. Quando os pesquisadores,

realizaram a primeira correcdo génica em células in vitro, a ideia de utilizar virus nao



patogénicos para transportar genes gerou diversas pesquisas e nos anos de 1983 e

1984 foram propostos os primeiros sistemas de vetores a partir de virus: retrovirus,
adenovirus e virus adenoassociados. Entretanto, apesar de serem boas propostas e
apresentarem alta eficiéncia, ainda possuem algumas limitagdes como, por exemplo,
a inducdo de uma alta resposta imune ou a inativagdo de um proto-oncogene
(MENCK, 2007).

43 Nucleases Programaveis: CRISPR-Cas9

A edicdo génica a partir de nucleases programaveis € um método da
engenharia genética que utiliza as nucleases como “tesouras moleculares” (Figura 4)
para, assim, atingir e digerir o DNA em seu local especifico, no genoma. Sua agao &
definida pela indugdo de ruptura ou quebra na cadeia dupla do DNA (DBS) no local-
alvo que, posteriormente, é reparado pelos processos da via de recombinacao
homéloga ou nao homdloga (OSAKABE; OSAKABE, 2014).

Figura 4- Nucleases Programaveis

f
7
) i
j" = Nucleases programaveis

Edicao génica utilizando nucleases programaveis que induzem uma quebra na dupla
fita de DNA em regides especificas do gene de interesse. Essas quebras séo
reparadas pelas vias de recombinacao homologa (HR) e via de jungéo de extremidade
nao homdloga (NHEJ).

FONTE: (OSAKABE; OSAKABE, 2014)




16

As modificagbes de sequéncia podem ocorrer nos locais clivados. Estao
incluidas na classe de mutacgdes todas as alteragées permanentes na sequéncia de
DNA, desde as mais simples, como as substituicbes de bases como transicoes e
transversées até mutagdes onde ocorrem modificagoes mais drasticas no DNA, como
insercdes, delegbes e rearranjos, como por exemplo, a insergdo de um transposon,
que usualmente adiciona milhares de nucleotideos de DNA exdgeno nas sequéncias

codificadoras ou reguladoras de um gene. (WATSON, 2015)

A partir do momento em que a estrutura do DNA foi descoberta, mais
especificamente, a estrutura em dupla hélice, diversas pesquisas foram iniciadas com
a ideia de que havia a possibilidade de se realizar modificacbes em sitios especificos
do genoma. A partir do DNA de bactérias, foi observado que as células possuiam uma
magquinaria endégena responsavel pelo processo de reparo de quebras na dupla fita
de DNA (Figura 5). Assim, em meados dos anos 2000, o sistema CRISPR-Cas9
comegou a ser investigado por alguns laboratérios de microbiologia e bioinformatica.
Esse sistema ja havia sido descrito anteriormente por alguns pesquisadores
japoneses, em especial Ishino e colaboradores, em 1987. Eles encontraram
repeticdes curtas, interespagadas com curtas sequéncias no genoma da bactéria
Escherichia coli e observaram que as regides em que 0 CRISPR estava presente
possuiam um numero especifico de moléculas que se derivavam de genomas virais
ou plasmideos. (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; KHADEMPAR et al., 2018).

As bactérias podem ser bastante susceptiveis a fatores de estresse como
infeccdo por bacteriéfagos e outros elementos genéticos. Esses eventos podem
resultar na transferéncia de informagdes genéticas, o que pode ser benéfico para a
sua adaptagédo e sobrevivéncia como, por exemplo, os genes que codificam uma
resisténcia a um antimicrobiano especifico. Por outro lado, esse contato pode
acarretar em vulnerabilidade celular, que pode resultar em comprometimento de
populagéo, como no caso dos plasmideos. Tendo em vista uma maneira de se manter
um equilibrio, as células bacterianas desenvolveram alguns métodos de regulagao a
uma introdugdo de material genético a fim de resistir a uma infeccdo, como, por
exemplo, o sistema CRISPR (RICHTER; CHANG; FINERAN, 2012); (MCGINN;
MARRAFFINI, 2018).
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O sistema CRISPR-Cas9 é baseado em nucleases modificadas que sao
manipuladas por um RNA guia, que age por meio do emparelhamento de bases
complementares para reconhecer sequéncias de DNA em regibes alvo (OSAKABE;
OSAKABE, 2014).

Figura 5- Maquinaria do Sistema CRjSPR-CasQ
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Etopa 2: Processamento do RNA guia

Mecanismos de progressdo do Sistema CRISPR-Cas9. Possui trés estagios
importantes que promovem a degradagédo do DNA viral: adaptacéo, expressao e
segmentagdo. Por meio deles ha a incorporagéo de um DNA exbgeno, e
posteriormente a sele¢éo dos protoespacadores, que s&o inseridos na extremidade
inicial do CRISPR. Apos isso, hé a expressao e processamento do crRNA, agrupado
na proteina Cas, que ira degradar o material genetico.

Fonte: (The Doudna Lab, 2012)

A palavra CRISPR é um acrénimo para Grupos de Repeticdes Palindrémicas
Curtas Regularmente Espagadas-CAS9 e consiste em um sistema de fragdes de DNA
bacteriano constituidas por repeticdes de nucleotideos. Faz parte de um dos

mecanismos do sistema imune adaptativo bacteriano, que utiliza um RNA-guia e
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nucleases para clivar estruturas genéticas exdgenas, geralmente bacteriéfagos ou
plasmideos (LISTIK; CARMO, 2016).

O aparecimento do sistema CRISPR- Cas9 como uma ferramenta de edigao
génica tem revolucionado a forma como as caracteristicas genéticas de muitos
organismos tém sido manipuladas. A'ag_!_gptagéo desse sistema para a forma de edi¢ao
génica consiste na utilizagao da endonuclease Cas9, capaz de criar uma lacuna entre
as sequéncias de DNA ou RNA alvo. Ao utilizarem o CRISPR-Cas9, bactérias
protegem o seu genoma contra o material genético derivado de fagos e plasmideos
invasores degradando o material genético exdgeno por meio nucleases Cas e,
posteriormente, inserindo parte dele no CRISPR entre duas sequéncias, repetidas ou
espacadores. Esses espagadores servem como molde para da produgao de crRNA,
formando um complexo com a molécula de crRNA transativante (tracrRNA), que
juntos, agindo como guia, direcionam a proteina Cas9 para o DNA exo6geno. Ao se
ligar ao DNA, a Cas9 cliva a cadeia de DNA complementar a sequéncia de crRNA e
sua sequéncia oposta. Basicamente, esse complexo & capaz de reconhecer uma
sequéncia de DNA- alvo e produzir uma quebra da dupla fita de DNA, levando a
mudancas na sequéncia do genoma. A ligagdo ao DNA necessita de um
protoespagador (protospacer adjacente motif- PAM) 5- NGG, que flanqueia a
extremidade 3’ do DNA alvo (LANDER; CHIURILLO; DOCAMPO, 2016; TORRES;
PESSOA, 2018; KHADEMPAR et al., 2018).

Os espacadores sdo regides curtas que possuem sequéncias variaveis
intercaladas entre as repetigdes curtas de DNA das sequéncias bacterianas CRISPR.
Se uma infecgao viral ameaga a célula bacteriana, o sistema CRISPR pode entrar em
acdo. Neste caso, os espacgadores serdo derivados do DNA viral, resultante da
meméria adquirida pela célula bacteriana devido a um primeiro contato do DNA viral,
que adiciona um espagador a cadeia de espacadores. Se por um acaso ocorrer uma
nova infecgao, o sistema de defesa CRISPR ira atuar, clivando qualquer sequéncia
de DNA viral combinado a sequéncia espagadora, protegendo a bactéria do ataque
viral (NANOCELL, 2016).

O RNA guia Cas9, é uma ferramenta que age estimulando uma quebra na dupla
fita de DNA em células eucaribticas. A nuclease Cas9 é direcionada para um loci por

meio de uma sequéncia de 20 nucleotideos, porém, se houver erro durante o




emparelhamento com o DNA alvo, hd a chance de serem gerados processos de
mutagénese (RAN et al., 2013).

Todas as células de individuos possuem em grande parte, em certas regiées o
mesmo DNA e as diferengas funcionais entre cada tipo de célula estdo altamente
relacionadas as regides do genoma que sao transcricionalmente ativos. Assim, o RNA
transcrito pode ser determinante para a identificacéo e distingdo entre estados
“saudaveis” e estados “doentes” de uma célula. O RNA possui uma grande papel no
estado cellular, portanto, seu processamento tornou-se muito importante. Apos a fase
de transcricdo, os RNA codificadores de proteinas passam por diversas etapas que
sao mediadas por proteinas de ligagao. Fatores capazes de realizar o reconhecimento
do RNA podem ser responsaveis por gerar respostas como um sinal a deteccgao de
uma “invasao’ promovendo uma associagido de proteinas sinalizadoras e seus
substratos. Esse potencial motivou o desenvolvimento de sistemas de
reconhecimento de RNA capaz de produzir uma ligagéo forte e especifica a RNAs
endogenos. O desenvolvimento de um RNA guia unico (single- guide RNA- sg RNA),
resultado da fusdo do crRNA e tracrRNA possibilitou uma maior versatilidade desse
sistema, adaptando-o para outros sitios gendmicos pela modificagéo da sequéncia do
vetor de expressdao do sgRNA. Também ha a possibilidade de usar diversas
sequéncias de sgRNA em um Unico CRISPR, permitindo uma edi¢ao simultanea de
varios sitios genédmicos. (NELLES et al., 2015: TORRES; PESSOA, 2018)

O Sistema CRISPR-Cas bacteriano reconhece o material genético invasor por
meio de RNAs guias para assim atingir o DNA invasor. Em bactérias e arqueas, 0
CRISPR-Cas constitui o ntcleo funtional do sistema imune adaptativos que sado
compostos por nucleases associadas a um par de crRNA e tracrRNA (RNA de
CRISPR transativante). Ambos os RNAs guiam as nucleases para 0 plasmideo ou
DNA invasor, por pareamento de bases para a clivagem. O sistema CRISPR-Cas do
tipo Il, proveniente de S. pyogenes, foi reaproveitado para o desenvolvimento sintético
de uma combinacéo de um tracrRNA e crRNA, que & chamada de sgRNA (RNA guia
“tinico”). O desenvolvimento do sgRNA foi necessaria devido as diferencas entre os
organismos procariotos e eucariotos. A maquinaria presente em procariotos exige
uma ligacao entre o crRNA e tracrRNA, que € indisponivel em organismos eucariotos

e isso tornava esta técnica irreprodutivel (NELLES et al., 2013)
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A clivagem realizada pela Cas9 segue duas vias de reparo do DNA. A primeira
é a via NHEJ e, a segunda, a via HDR, sendo que ambas podem ser utilizadas para
se obter uma alteragéo génica (Figura 6). A via NHEJ pode ser usada para se obter
genes knockout devido a sua capacidade de deixar uma “cicatriz” na forma de
insergdes e/ou delegdes. Nos termos do reparo do DNA, as quebras da dupla fita estdo
relacionadas ao NHEJ, portando um nimero considerével de quebra da dupla fita de
DNA pode ser responsavel por uma Iargé escala de delecdes no genoma. A via HDR
pode ser considerada uma via alternativa de reparo que ocorre em menor escala e
frequéncia quando comparada com a NHEJ. Por meio dela, pode-se obter uma
mudanca mais precisa no locus-alvo pela formagao de extremidades 3’ livres nas fitas
danificadas, com a subsequente busca por sitios homologos na fita de DNA do
cromossomo, a qual é usada como fita molde para o processo de reparacéao (RAN et
al., 2013).

Figura 6- Vias de Reparo do DNA mediadas pela Cas9
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O reparo da quebra da dupla fita (DSB) é normalmente realizado por ambas vias de

reparo endégeno. A via NHEJ, que n&o necessita de homologia, € a via e HDR, via de

reparo direcionado pela homologia.
Fonte: (HSU; LANDER; ZHANG, 2014)



21

O sistema CRISPR-Cas pode ser classificado em trés tipos (I, Il e Ill) a partir
da combinacdo da comparacdo de uma proteina Cas, genes Cas e a organizagao
gendmica dos loci do CRISPR-Cas, sendo que para cada tipo existe um gene
especifico que permite a sua identificagao (KOONIN; MAKAROVA, 2013).

Esses sistemas podem ser ‘dejinidos por um loci gendémico, constituido pela
matriz CRISPR, correspondente a uma; série de repetigdes de 20 a 50 pares de bases,
separadas por um unico espagador de comprimento similar, seguido por uma regiao
rica em sequéncias de AT (WRIGHT; NUNEZ; DOUDNA, 2016).

A heterogeneidade entre os genes Cas e sua localizagdo € a base principal
para a sua classificagdo. O sistema do CRISPR-Cas € divido em duas classes
principais, onde cada uma delas possui tipos e subtipos. A primeira classe é
encontrada nas bactérias e arquea, sendo composta pelos tipos |, lll e IV, enquanto a
segunda classe & encontrada apenas em bactérias, sendo composta pelos tipos Il e
V (MAKAROVA et al., 2015; KARIMIAN et al., 2019).

Para que cada subsistema possua atividade, sdo necessarios certos tipos de
proteinas, que variam entre os organismos. A diversidade entre o sistema do CRISPR-
Cas esta crescendo rapidamente e, consequentemente, existe urgéncia de uma
classificagdo e nomenclatura dos genes cas. A classificagao original (Figura 7) e mais
utilizada foi proposta em 2005 por Haft e colaboradores e se baseava na analise do
genoma de bactérias (MAKAROVA et al., 2011).




Figura 7- Classificagdo do Sistema CRISPR-Cas9
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Figura ilustrativa do sistema de classificacao do CRISPR/Cas. Losango azul:
unidades de repeticdo. Circulo verde: sequéncia de espacadores. Retangulo cinza:
complexo modulatério efetor.

Fonte: modificado de (KARIMIAN et al., 2019)

O processo mediado pelo sistema CRISPR-Cas envolve trés estagios (Figura
8), adaptacéo, expressao e segmentacéo, que podem ser separados em duas fases:
a fase de processamento da informagao, que abrange o estagio de adaptagao, e a
fase de execucgdo, que abrange os estagios de expressao € segmentacao (KOONIN;
MAKAROVA, 2013); (NANOCELL, 2016).

O estagio de adaptagao ocorre ap6s a introdugao de uma molécula de DNA
exégeno. Uma vez introduzido uma molécula de DNA exogeno, a magquinaria
seleciona protoespacadores e os insere na extremidade inicial do loci do CRISPR. No
estagio de expressao e processamento do cr RNA, o loci é transcrito e as sequéncias
presentes nas repeticoes processam o pré-crRNA em crRNA, cada um possuindo o
seu proprio espagador. O crRNA, pode ser entao agrupado com as proteinas Cas,
formando o complexo efetor que atua no reconhecimento da molécula genética, o
acido nucleico exogeno e, assim, degrada-lo (WRIGHT; NUNEZ; DOUDNA, 2016).
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Figura 8 - Funcionamento do Sistema CRISPR-Cas9
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Estagio do processo mediado pelo CRISPR-Cas9 (adaptagdo, expressao €
segmentagéo) para que ocorra a degradagao do acido nucleico

Fonte: (WRIGHT; NUNEZ; DOUDNA, 2016)

4.4 Uso das Vias de Reparo do DNA pela CRISPR-Cas9

O sistema CRISPR-Cas9 opera a partir da realizagéo de rupturas ou quebras
diretas na fita dupla do DNA, por meio das vias de reparo mencionadés, NHEJ e HDR
(Figura 9). A primeira via, NHEJ, introduz mutagoes que podem gerar problemas
durante o processo de reparo, e na regiao onde ocorre a quebra na dupla fita havera
uma insercdo ou delegdo que causa os chamados frameshift ou stopcodons
prematuros. Estes tipos de mutacdes sao também denominados indel, e ha uma
alteracdo da regido de leitura, acarretando um defeito na leitura das bases
nucleotidicas. Enquanto isso, a via de reparacéo por recombinagao homdloga, por
meio de insercées mais precisas de pontos de mutacéo ou fragmentos desejados

entre as sequéncias, leva a uma reparagao por pareamento utilizando a homologia,




restaurando o gene alvo e produzindo um produto correto (LINS; MELLO,;
GONGCALVES, 2018; KARIMIAN et al., 2019).

Figura 9 - Vias de Reparo usada pela CRISPR-Cas9
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Vias de reparo utilizadas pela CRISPR-Cas9, onde podera ser obtido um produto
reparado ou nao.

Fonte: (KARIMIAN et al., 2019)

Em grande parte dos casos, a via HDR proporciona os resultados desejaveis,
enquanto a via NHEJ resulta em produtos indesejaveis, como mutagdes indel ou
mutacdes incontrolaveis. Em estudos realizados por Wu e colaboradores (2013), no
grupo de camundongos tratados geneticamente por CRISPR- Cas9 e que passou pelo
processo de reparo pela via HDR, observou-se a alteragao génética correta,
corrigindo-se os defeitos genéticos, enquanto que apenas uma pequena parte do
grupo que passou pelo processo de NHEJ obteve um resultado de corregéo génica
satisfatoria. Assim, a confiabilidade da metodologia aplicada por meio do CRISPR-
Cas9 é devida ao aumento das taxas de processos mediados pela via HDR, que
podem melhorar a eficiéncia deste tratamento, além reduzir efeitos gendmicos
prejudiciais (WU et al., 2013).

Sabe-se que a maioria das células eucaridticas realizam a reparagao de uma

quebra na dupla fita de DNA, primariamente, através de duas vias geneticamente
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distintas, a via de recombinagdo homologa (NHEJ) e a via de recombinacdo n&o
homologa (HR). Basicamente, a via NHEJ repara extremidades “gquebradas”, sem a
necessidade de homologia entre as sequéncias e envolve o complexo XRCC4-LIG4 e
a proteina quinase dependente do DNA (DNA-PK), enquanto a via HR realiza a
reparagdo por meio de uma intensa homologia entre as sequéncias, atraves de
processos que utilizam proteinas Rad52 (Figura 10)(ROTHKAMM et al., 2003).

Figura 10- Proteinas presentes nas vias de reparo do DNA
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A via NHEJ: o complexo Ku se liga a quebra na dupla fita do DNA, seguida
do recrutamento e ativacdo de DNA-PKs. A via HR: a reagao catalisada pela
Rad52 através das interacoes diretas.

Fonte: modificado de KHANNA; JACKSON, 2001

Proteinas, como a Rad51 na via HDR s&o usadas como alternativa devido a
sua capacidade de unir as extremidades resultantes da quebra da dupla fita durante
a fase inicial do processo de reparo, recrutando proteinas e fatores acessorios que
ajudam a direcionar a recombinag&o génica de forma homologa. Em contrapartida, a
via NHEJ é propensa a grandes erros: os heterodimeros Ku se ligam as extremidades
resultantes da quebra da dupla fita, servindo como molde molecular para as proteinas
de reparo associadas a ela. Assim, os indels adicionados aos filamentos
complementares acabam sofrendo um reparo nao totalmente correto devido a sua
pouca homologia, levando a mutagoes no estilo frameshift e knockout génico (HSU;
LANDER; ZHANG, 2014).
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Apbs a quebra na dupla fita do DNA nas regides alvo, ambos 0S Cromossomos
homélogos realizam o reparo pela via NHEJ, por meio do complexo Cas9/sgRNA,
podendo produzir mutagdes heterozigoticas, homozigéticas (duas mutagdes idénticas,
porém independentes) e bialélicas (mutagoes distintas) (Figura 11a). Tambem &
possivel obter uma mutagéo homozigética por uma via que utiliza ambos mecanismos
de reparo, NHEJ e HDR. Nesse processo, a quebra na dupla fita do DNA ocorre em
duas regiées do cromossomo, produzind'o ma mutacao. Entéo, a quebra na dupla fita
do DNA é feita em outra regido e seguida por um processo de reparo pela via HDR,
utilizando o cromossomo mutado como molde, como mostrado na Figura 11 b (MA et
al., 2016).

Figura 11- Mutagdes Geradas pelas vias de reparo
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Apébs a_quebra na dupla fita, os cromossomos realizam o reparo pelas vias NHEJ e

HR, porém por meio delas também & possivel obter certos tipos de mutagdes.

Fonte: (MA et al., 2016)
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4.5 - Aplicagbes da CRISPR-Cas9

Até o momento, a edicdo génica por meio do CRISPR-Cas9 tem sido usada
para o tratamento da modulagao de canceres. Aplicagdes onde ha a otimizagao dos
sistemas de entrega, os vetores, e a eficiéncia e seguranca desse sistema ja
despontam por um tempo (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Um dos principais objetivos no usb'da CRISPR-Cas9 é a remogao de mutagcoes
malignas e a substituigao por sequéncias de DNA normais. Para que isso seja possivel
é ideal-que haja um profundo conhecimento da fisiopatologia e biologia do cancer,
mas o obstaculo mais significante & saber como realizar o transporte da Cas9 em
modelos in vivo bem como a forma mais segura para realizar testes humanos
(KARIMIAN et al., 2019).

A eficiéncia no transporte e na edigdo génica tem sido um ponto crucial
relacionado a aplicagdo do CRISPR-Cas9 como medida de terapia génica. Entretanto,
a terapia génica realizada no combate ao cancer requer metodologias de maior
eficiéncia de edicdo do DNA, onde o CRISPR-Cas9 ainda ndo possui um alcance
adequado. Solugdes para problemas deste tipo estao sendo desenvolvidas e umas
das principais apostas no futuro é o uso de vetores mais eficientes como, por exemplo,
o sgRNA e uma Cas9 mais potente (XIAO-JIE et al., 2013).

Em pesquisas e ensaios clinicos, 0 uso de vetores de adenovirus associados €
o mais utilizado devido a sua seguranca e eficiéncia. Mas, para ele, é necessario 0
uso de orthologs Cas9, que basicamente s&o duas ou mais sequéncias homoélogas de
genes derivados de outros sistemas menores, pois a Cas9 usual possui um tamanho
maior do que vetor suporta (XIAO-JIE et al., 2015; KARIMIAN et al., 2019)

A aplicabilidade mais simples do sistema CRISPR-Cas9 s&o as técnicas
relacionadas a modificagdo de certas bases nucleotidicas em genes com relagao
alélica definida. Sendo assim, & importante que a relacdo da dominancia mendeliana
seja bem definida durante a terapia, considerando que 0 principal objetivo desta
metodologia é atingir, em nivel molecular, as fungdes génicas para ativa-las ou inibi-
las. Sabe se também que modificagdes bialélicas também sfo possiveis e a
aplicabilidade do CRISPR-Cas9 tem sido proposta para modificagdes no estagio

embrionario em alguns modelos animais, onde & esperada a geragao de organismos




contendo mutagdes alélicas e assim, ao efeito nocaute ou diminuigéo da expressao
(AREND; PEREIRA; MARKOSKI, 2016).

Assim, nesse contexto, a partir do desenvolvimento da engenharia genética,
novas possibilidades foram propostas em relagéo as tecnologias de edigao génica. O
sistema CRISPR-Ca9 por ser capaz de remover direta e especificamente um
fragmento de DNA do genoma, vem sgndo amplamente utilizado para a modificagéo
de genbmas em diversos tipos celulares. Atualmente, ha também diversas aplicagdes

estudadas em doencgas cardiovasculares (TIAN et al., 2019).

O cancer é uma doenca caracterizada por grandes alteragGes genéticas e
epigenéticas em oncogenes e supressores de tumor. Pesquisas em relacao a essa
doenca possuem, geralmente, o objetivo de alcangar a manipulacéo de genes e
células que seriam vitais para o seu desenvolvimento. O uso do CRISPR-Cas9, neste
caso, é responsavel pela pesquisa dos mecanismos moleculares responsaveis pelo
desenvolvimento da doenga. Uma das estratégias que vem aumentando a eficiéncia
do tratamento é a introdugéo de quebras na dupla fita do DNA em um Jocus genémico,
podendo usar ambas as vias de reparo. Estudos destinados ao entendimento do papel
de oncogenes e supressores tumorais tém utilizado modelos de ratos transgénicos
fazendo com que superexpressem cDNA e RNA, porém, na maioria das vezes suas
limitagdes podem levar a expressdo de cDNA a niveis suprafisiologicos, onde ha a
possibilidade de gerar efeitos aberrantes sobre as vias de sinalizacao (SANCHEZ-
RIVERA; JACKS, 2015).

Ja o uso do sistema CRISPR-Cas9 em doencas cardiovasculares baseia-se no
estudo de potenciais alvos moleculares que podem estar envolvidos no progresso da
doenca. Neste cenario, portando, faz-se o uso de ferramentas adicionais, como por
exemplo, a bioinformatica, bancos de dados de sequéncias gendmicas, proteinas e
polimorfismos. Apés a analise e escolha do alvo, & necessaria a revisao das funcées
dos éxons para que o RNA guia seja projetado adequadamente (AREND; PEREIRA;
MARKOSKI, 2016).

As doencgas cardiovasculares encontram-se entre as maiores causas de
morbidade e mortalidade mundialmente. Sdo influenciadas, principalmente, por
conjuntos de modificagbes em fatores de risco, aqueles nao controlaveis e outros

modificaveis, que interferem na doenga por mudangas no estilo de vida, como por




exémplo, dieta e exercicios. Sabe-se que um dos principais problemas na manutengao

e controle de uma doenga cardiaca s&o os niveis elevados de LDL pela inibicéo da
pro-proteina convertase subtilisina 9 (PCSKO), responsavel pelo auxilio na
degradacao de receptores do LDL, o que provoca um aumento dos niveis plasmaticos
do mesmo (RIQUE; SOARES; MEIRELLES, 2002; AREND; PEREIRA; MARKOSKI,
2016).

A perda da fungdo da PCKS9 por meio do CRISPR-Cas9 com o uso de
adenovirus como transportadores é responsavel pela inibigdo da fungao do gene no
figado e, em certos estudos, foi comprovado que alem da diminuicao dos niveis de
LDL, a susceptibilidade em formar uma placa ateromatosa & menor devido a
realizacdo de nocautes em genes da ApoE (AREND; PEREIRA; MARKOSKI, 2016).

46 Questdes Eticas

O desenvolvimento de mecanismos de edigdo genética a partir dos
mecanismos moleculares do sistema endégeno imune adaptativo de organismos
procaribtos como, por exemplo as bactérias, tem resultado em diversas discussoes,
principalmente as relacionadas a bioética. Os avancos biotecnologicos podem ser
motivo de grandes transformagoes na vida e salde dos humanos e, em alguns casos,
os beneficios obtidos por cada metodologia advém de certas técnicas que possuem
riscos desconhecidos, e isso os torna alvos de divergéncias e discussoes. Um
exemplo é o uso do CRISPR-Cas9 como objetivo de terapia génica por meio da
introdugdo de mutagdes especificas no genoma humano (LAUXEN; GOLDIM, 2015;
GONCALVES; PAIVA, 2017). '

A possibilidade de alterar o cédigo genético a partir de uma técnica simples e
precisa como o CRISPR partiu inicialmente de bacteriofagos, sendo aplicada
industrialmente na producdo de queijos e iogurtes a fim de retardar processo de
deterioragao. Por meio de testes em camundongos, possibilitou-se a criacdo de
macacos geneticamente modificados com o objetivo de investigar certas doencas que
acometem seres humanos e, recentemente, a aplicagao deste método em embrides
humanos para corrigir e prevenir algumas doengas genéticas (LAUXEN; GOLDIM,
2015).



O principal argumento contra os métodos de edigdo génica em embrides € o

fato de implicarem na realizagdo de modificacdes em linhagens germinativas. Em
alguns paises, esse tipo de alteracéo € proibido mesmo que conselhos de diversos
paises nao entrem em consenso sobre a validacao da edicao génica. Além disso, ha
o argumento de que a realizagdo dessas modificagbes ndo seria consentida pelas
geragdes futuras, afetadas durante a“*concepgao. Entretanto, a maior preocupacéo &
a pela seguranga das criancas. A responsabilidade de introduzir e aplicar a pesquisa
genética uma nova metodologia & grande e a necessidade de reflexdes acerca de seu
uso em relagao a irreversibilidade das ac¢bes deve ser levada em consideragao
(LAUXEN; GOLDIM, 2015; VASSENA et al., 2016).



5. ° CONSIDERAGOES FINAIS

O termo biologia molecular, proposto em 1938, por Warren Weaver destaca, e

sua publicagdo a importancia de possuir o conhecimento basico das estruturas
moleculares presentes nos organismos, para assim compreender sua funcéao
fisioldgica.

S

A possibilidade de manusear o genoma apenas foi possivel com as primeiras
descobertas sobre a estrutura do DNA. Isso possibilitou o levantamento de diversas
hipéteses sobre como cada caracteristica era passada por meio da hereditariedade.
Assim, iniciou-se o processo de interpretagéo do genoma. Um grande avango na area
da biologia molecular e quimica foram os estudos feitos para o entendimento das vias
de reparo endégeno por meio de ledes genéticas. Isso permitiu que o conhecimento
desenvolvido na criagdo da molécula de DNA recombinante fosse uma porta para que

novas técnicas de edigdo genética fossem propostas.

O Sistema CRISPR-Cas9 é oriundo de um dos mecanismos do sistema imune
adaptativo de bactérias que o utiliza para adquirir uma memoria imunolégica para
posteriores infecgdes virais que possam ocorrer. Foi observado, entdo, que sua

maquinaria trabalhava principalmente por meio de duas vias de reparo: NHEJ e HDR.

Ambas as vias foram intensamente estudadas por pesquisadores, incluindo
Tomas Lindahl, Paul Modrich e Aziz Sancar, os quais foram ganhadores do Prémio
Nobel de Quimica em 2015 por suas contribuigdes nos estudos sobre o mecanismo
de reparo. Essas vias, quando usadas intencionalmente, geram rupturas na cadeia
dupla do DNA levando a corregéio genética ou supresséo de certa caracteristica. Para
isso, necessitam ser usadas as chamadas nucleases programaveis, a' Cas9, para que

as quebras sejam realizadas em pontos especificos da fita de DNA.

Toda essa informagéo proporcionou novos caminhos para o tratamento de
doengas que até entdo eram incuraveis ou possuiam diversas limitagcbes em um
tratamento efetivo. Por empregar um sistema de defesa, ocorre a incorporagao de
diversos fragmentos de DNA viral entra as repeticbes do CRISPR e os produtos
dessas insercoes por fim, acabam clivando o DNA exdgeno. Ou seja, ela acaba por
obter um reconhecimento da sequéncia- alvo, produzir a quebra na dupla fita,

modificar o genoma e clivar o DNA-alvo.
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O CRISPR-Cas9, portanto, € uma ferramenta promissora, com inUmeras
aplicabilidades, sendo que ha muitas novas possibilidades de tratamento a serem
propostas. Alguns de seus principais usos compreendem o tratamento de neoplasias
e de doencas cardiovasculares, onde h& a remogado de mutagbes malignas por
substituicdes de sequéncias. Para isso, ocorrem modificagoes em bases nucleotidicas
ou mesmo a introdugéo de quebras na dupla fita do DNA em locais denominados alvos

moleculares.

Por fim, a utilizagao de um mecanismo de edigao genetica desse nivel entrou
em diversas discussoes éticas. O uso do CRISPR-Cas9 como método de terapia
génomica é bastante criticado pela capacidade de mudanga em linhagens
germinativas de embrides, pois ndo seria algo consentido pelas geragdes futuras,
além de haver a possibilidade de ocorrer problemas durante o seu desenvolvimento,

comprometendo a sua seguranca.
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