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THOMAZ, L.D. Técnicas de edicdo de genoma: sistema CRISPR-Cas9 e a
terapia génica. 2018, 66f. Trabalho de conclusdo de curso (Graduacdo em
Biomedicina), Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2018.

O CRISPR é um mecanismo de defesa de bactérias contra DNAs
invasores. Quando de sua descoberta, pouco se sabia sobre o seu envolvimento
com a imunidade bacteriana e, com o passar dos anos, diversos trabalhos
caracterizaram a técnica. O CRISPR tipo Il é o mais usado. As bactérias copiam
fragmentos de DNA invasor para o loci do CRISPR e usa a maquinaria do
CRISPR para formar uma dupla quebra no DNA e inativar invasores. A aplicagao
do CRISPR-Cas9 na genética médica melhorou tratamentos de doencas
genéticas e virais e tem sido usado na edicdo genética tanto em animais quanto
em células humanas. O uso em células humanas abriu o debate ético e discute
a importancia da imposicéo de limites no seu uso para o beneficio da sociedade,
levando em conta os efeitos de seu uso a longo prazo e a sua irreversibilidade.
Além da preocupacdo com aumento do preco dos tratamentos que podera nao
estar disponivel para todas as camadas sociais. Buscou-se aqui descrever a
técnica e seu uso na terapia génica com seus pros e contras usando a pesquisa
bibliografica em diversos livros e artigos académicos. Por fim a técnica tem o
potencial de ajudar a melhorar e a desenvolver novos tratamentos para diversas
doencas genéticas ou virais e € bastante importante para pesquisa basica e
clinica.

Palavras chaves: Genética. Genoma. Nucleases dos efetores semelhantes a
ativadores de transcricdo. Quebras de DNA de cadeia dupla. Repeticdes
palindrémicas curtas agrupadas e regularmente espacadas.



THOMAZ, L.D. Genome editing techniques: CRISPR-Cas9 system and gene
therapy. 2018, 66f. Final paper (Graduation in Biomedicina), Centro
Universitario S&o Camilo, Séo Paulo, 2018.

CRISPR is a mechanism of defense of bacteria against invaders DNA.
When the mechanism was discovered little was known about its involvement with
bacterial immunity and over the years several works characterized the technique.
The CRISPR type Il is the most used. Bacteria copy the invasor DNA fragments
into the CRISPR loci and uses the CRISPR machinery to perform a double
stranded break in DNA, inactivating invaders. The application of CRISPR-Cas9
in medical genetics has improved treatments of genetic and viral diseases and
has been used in genetic editing in animals and human cells successfully. The
use in human cells has opened the ethical debate and discusses the importance
of imposing limits on its use for the benefit of society, taking into account the
effects of its long-term use and its irreversibility. In addition to the concern with
increased price of treatments that may not be available for all social layers. This
work sought to describe the technique and its use in gene therapy with its pros
and cons using bibliographic research in several books and academic articles.
Finally the technique has the potential to help improve and develop new
treatments for various genetic or viral diseases and it is quite important for basic
and clinical research.

Key Words: Genetic. Genoma. Transcription Activator-Like Effector Nucleases.
Double stranded break. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats.
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1 INTRODUCAO

O sistema CRISPR é um mecanismo de defesa das bactérias contra
DNAs externos e consiste numa sequéncia de DNA que se repete, intercalado
por sequéncias altamente variaveis chamadas de espacadores. Este sistema €
originalmente chamado de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR) (AL-ATTAR et al., 2011). Essas sequéncias palindréomicas
foram primeiramente descritas pelo grupo de Mojica (2000) e a elas foi dado o
nome de SRSRs (Short Regularly Spaced Repeats. Mais tarde o grupo de
Jansen (2002) o renomeou para CRISPR, porém ainda nao se sabia sua funcéo.
Mais tarde o grupo de Barrangou (2007) demonstrou experimentalmente a

ligacdo entre o sistema CRISPR e a imunidade bacteriana.

Existem trés tipos de CRISPR: I, Il e Ill, sendo o tipo Il 0 mais usado,
também conhecido como CRISPR-Cas9 que age em conjunto com a
endonuclease Cas9 (NABAIS, 2015). As bactérias sao capazes de se defender
de invasores copiando um segmento de aproximadamente vinte pares de bases
do DNA invasor para um local do genoma do hospedeiro por meio de repeticdes

palindrémicas curtas espacadas entre si (NABAIS, 2015).

De acordo com NABAIS (2015) e WEISS; SAMPSON (2014) o CRISPR-
Cas9 é composto pela endonuclease Cas9, duas moléculas de RNA curtas;
crRNA (CRISPR RNA) e tracrRNA (trans-activating CRISPR RNA), assim como
uma RNase lll para maturar os crRNAS, cuja funcéo € orientar a endonuclease
Cas9 para o DNA alvo. O sistema funciona da seguinte forma: Adaptacéo - o
DNA é encontrado pela maquinaria do sistema e um fragmento curto do invasor
é incorporado a matriz deste sistema; Expressdo — a matriz é transcrita e a
transcricdo é processada pela Cas; Interferéncia - os acidos nucleicos do
invasor sao reconhecidos por complementaridade pelo crRNA neutralizando-os
(Fig. 1). Os crRNA emparelha com os tracrRNA especificos da sequéncia,
orientando as Cas9 para certos “protospacers” localizados no DNA alvo,
conseguindo assim o seu silenciamento (NABAIS, 2015). Em suma, o complexo
€ capaz de reconhecer e clivar acidos nucleicos complementares ao crRNA com

o auxilio das endonucleases Cas9 (SHAFIE et al., 2014).
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Segundo NABAIS (2015) crRNA sdo RNAs que foram submetidos a um
ou dois eventos de processamento originando uma cadeia curta de RNA obtida
a partir da transcricdo de pequenos segmentos de DNA exdogeno, interligados
entre si dentro do loci genémico do CRISPR (AL-ATTAR et al., 2011) que pode
ser usado em todos os tipos de CRISPR. O tracrRNA atua como um ativador
necessario para processar todo o crRNA para o CRISPR tipo Il e € um fator
importante na funcao reguladora da expressdo em genes enddgenos (NABAIS,
2015). Ja a Cas9 é uma DNA nuclease guiada por RNA capaz de introduzir
mutacdes sitio dirigidas para perda de funcdo de locais especificos no genoma,
gerando quebras duplas nas fitas de DNA de loci gendmicos especificos
(SHAFIE et al., 2014).

A aplicacdo desse mecanismo bacteriano em genética médica abriu a
possibilidade de aprimorar o tratamento de doencgas genéticas e virais tais como
o HIV, HBV, HPV, fibrose cistica, entre outras (NABAIS, 2015). A tecnologia de
edicdo de genoma é uma ferramenta nova usada para introduzir modificacdes
dirigidas no genoma. Atualmente existem trés tecnologias sendo usadas para
este fim: nucleases dedo de zinco (ZFNs), nucleases efetoras semelhantes a
ativador de transcricdo (TALENS) e Repeticbes de palindromos regularmente
intercaladas em grupos (CRISPR). Os dominios de ligacao local especificos do
DNA dos sistemas ZFN e TALEN tem como base o uso de proteinas quiméricas,
enquanto que o CRISPR usa moléculas de RNA (SHAFIE et al., 2014).

Para terapia génica usando o sistema CRISPR-Cas9 precisamos de um
RNA guia — sgRNA, composto por uma sequéncia de vinte nucleotideos capaz
de dirigir especificamente a proteina Cas9 para o seu destino, contendo um
crRNA e um tracrRNA parcialmente complementares (SHAFIE et al., 2014). E
um sistema de facil desenho, altamente especifico, eficiente e adequado para
producdo em larga escala de edi¢cdo mdultipla de genes para uma grande gama

de organismos vivos e diferentes tipos celulares (SHAFIE et al., 2014).

O espacador € composto por 20 nucleotideos localizados na extremidade
final 5 do sgRNA que direciona a enzima Cas9 para os 20 nucleotideos
complementares da sequéncia alvo e entdo estes hibridizam. O PAM (proto

espacador adjacente motif) precisa ser reconhecido pelo complexo Cas9 antes



14

gue haja a quebra pela mesma. O PAM € uma estrutura secundaria altamente
conservada composta por poucos nucleotideos que fica a frente do espacador
(SHAFIE et al., 2014). Para aplicagéo deste sistema como um editor de genoma,
existe a necessidade de criar endonucleases que sejam extremamente eficientes
e que facam quebras (Double stranded breaks - DSB) especificas na dupla fita
de DNA, em locais definidos pelo pesquisador e que posteriormente ative as vias
celulares envolvidas nos processos de reparo de DSB que podem ser: via
recombinacdo homologa (HDR - Homology directed repair) mediada por genes
reparadores ou via juncdo de extremidade ndo homodloga (NHEJ - Non-
homologous end joining). HDR usa uma fita de DNA invasora e requer um molde
de DNA homologo para editar precisamente uma sequéncia gendmica ou inserir
DNA exogeno, resultando no silenciamento ou ndo de genes. Enquanto que o
sistema de reparacdo NHEJ é um processo de ligacdo propenso a erros que
resulta em pequenas insercdes ou dele¢cbes (mutacao do tipo indel), envolvendo
a religacdo das duas extremidades que foram rompidos nos respectivos locais
de clivagem, e € um processo catalisado por DNA ligases. A formacéao de indels
€ explorada como um método conveniente para silenciar genes (desligamento
de genes). Em suma, o sistema CRISPR-Cas9 é altamente capaz de modificar
o alvo cromossdmico através de mutacdes indel, permitindo simultaneas edicbes
de vérias sequéncias de DNA através da edicdo multipla de genes tendo o
potencial de substitui-los, pois visa simultaneamente as sequéncias que

flanqueiam um determinado l6cus génico (SHAFIE et al., 2014).

Segundo SHAFIE et al., foram feitos experimentos usando o sistema
CRISPR em diversos modelos bioldgicos. Dentre eles, uma cepa de Toxoplasma
gondii, cujo o0 gene que codifica a proteina serina treonina quinase ROP18 foi
desligado (SHEN et al., 2014). Num peixe-zebra, foi reportada alta taxa de
eficiéncia na mutagénese (75-99%), testando a perda de fungdo de mdultiplos
fendtipos no mesmo peixe (5 loci genémicos) resultando em vérias inativagdes
bi alélicas (JAO et al., 2013). Foi feita também uma interrupgéo simultanea de 5
genes em células tronco de rato. Além disso foi feita uma co-injecdo de RNAmM
para Cas9 e sgRNA mirando os genes Tetl e Tet2 em zigotos, gerando ratos
com mutacdes bi alélicas em ambos os genes com uma eficiéncia de 80%,

demonstrando que o sistema é altamente eficiente em mirar em multiplos genes
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tanto em células tronco quanto em ratos (WANG et al.,, 2013). O sistema
CRISPR-Cas9 também tem sido usado para gerar linhagem de células humanas
desligadas (endometriais, células leucémicas mielbides e células de melanoma)
para rastreio genético, sugerindo que este sistema também pode ser usado para
complementar os modelos de desligamento de genes em ratos, oferendo uma
nova estratégia para investigar a funcdo dos genes em diferentes tipos celulares
e tecidos (MA et al., 2014). O complexo induziu eficientemente mutacdes no
gene Prkdc de ratos em mais de 93% dos recém-nascidos com um minimo de
toxicidade, o que sugere que o objetivo de mutagénese mediada em modelo
animal foi alcancado (SUNG et al., 2014). Com o CRISPR-Cas9 também foi
possivel corrigir uma mutacdo em ratos no gene Crygc que causa cataratas
coinjetando o RNAmM da Cas9 juntamente do sgRNA tendo como alvo o gene
Crygc obtendo poucas mutacdes off-target (WU et al., 2013). Por fim o grupo de
Bassett (2013) conseguiu induzir mutacées em Drosophila melanogaster (mosca
de fruta) usando o CRISPR com uma eficiéncia de 88%. As mutagbes foram

induzidas injetando sgRNA nos embrides das moscas.

Por sua vez a terapia génica em humanos usando o sistema CRISPR-
Cas9 foi feita e conseguiu-se corrigir mutacées que levam a doencgas, como em
células de pacientes com beta-talassemia, através da correcao de células tronco
pluripotentes que restaurou a fungdo normal e proporcionou uma fonte rica de
células para transplante (SHAFIE et al., 2014). H4 uma grande promessa desta
tecnologia no uso contra o virus HIV, que pode ser capaz de interromper o pré
virus e erradicar o genoma viral em individuos infectados através da edicao do
genoma viral (tendo como alvo o gene LTR no virus, um promotor e também
responsavel pelo aumento da sua atividade do virus) promovendo o bloqueio da
expressao do material genético do virus (EBINA et al., 2013). ZHEN et al. (2014)
recentemente demonstraram bons resultados usando o sistema e tendo como
alvo o promotor de oncogenes E6 e E7 do Papiloma virus humano, resultando
num acumulo da proteina p53 e p21 e obtendo claramente a supressao da

proliferacéo de células cervicais cancerosas in vitro e in vivo.

O grupo de Schwank (2013) obteve sucesso ao corrigir, in vitro, o gene CFTR
(responsavel pelo funcionamento do regulador de condutancia transmembranar

de fibrose cistica (CFTR) que em condi¢cdes normais se abrem quando ha
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aumento do AMPc, o que ndo ocorre em pacientes com a doenca) em células
tronco da mucosa intestinal de pacientes com fibrose cistica que depois foram

transformadas em células epiteliais organoides.

Figura 1 — Fases do funcionamento do CRISPR-Cas9 em bactérias
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2 OBJETIVO

Descrever as técnicas envolvidas na edicdo de genoma: Sistema
CRISPR-Cas9 e terapia génica, visando cobrir todos os aspectos positivos e
negativos envolvidos o tema, discutir as questbes éticas inerentes a ela e
explorar os diversos tipos de doencgas que podem ser tratadas por meio desta

ferramenta.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado por meio de pesquisa bibliografica em
livros de Microbiologia, Bioética, Biologia Molecular e Engenharia Genética da
Biblioteca Padre Inocente Radrizzani, artigos, periodicos e teses académicas
nas bases de dados, bibliotecas eletronicas e ferramentas de buscas
académicas, tais como: Scielo, PubMed, LILACS, BIREME, Medline e Google
Académico usando os seguintes descritores: CRISPR-Cas9, CRISPR, Cas9,
NHEJ, HDR, ethic CRISPR, delivery CRISPR-Cas9, gene therapy, genetic
therapy, ZFN, TALENS, edicdo de genoma, terapia génica, CRISPR-Cas9 gene
therapy.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Etica

N&o ha somente pontos positivos nesta ferramenta, conforme BASTIDA
(2016), ela tem um grande potencial de aplicacdo na correcdo de pequenas
mutacdes no embrido podendo reverter o gendtipo selvagem ligado a uma
doenca, porém uma outra escola de pensamento poderia considerd-la uma
violacdo da ordem natural da vida, devendo ser usada apenas para corrigir um
fendtipo que comprometa seriamente a saude de um individuo que ira se
desenvolver. Ja segundo GOLDIM (2015), as reflexbes bioéticas sé&o
importantes nesta era técnico-cientifica, especialmente quando uma nova
tecnologia € introduzida e aplicada a pesquisa genética sem maiores estudos
sobre os problemas éticos e sociais inerentes a ela. A chave para essa discusséo
€ a irreversibilidade das acdes envolvendo a introdugcédo de novos aspectos no
grupo de genes que sao trazidos pela edicdo de genoma. Uma dessas técnicas
€ 0 CRISPR e, desde a sua introducdo em 2002, até o momento presente, mais
de 1300 artigos foram publicados e poucos falavam sobre a ética envolvida ao
uso da técnica.

De acordo com BIOTEC (2016), com a possibilidade da alteracdo do
genoma com o CRISPR surgem questbes éticas, principalmente quanto a
modificacdo do genoma humano. O National Institutes of Health informou que
eles continuariam a financiar estudos cientificos envolvendo edicdo gendmica
desde que essa técnica ndo fosse usada em embrides humanos. Em dezembro
de 2015, foi realizado um encontro internacional para discutir o uso de
ferramentas de edicdo genbmica e, apos 3 dias de debates, eles chegaram a
uma conclusdo: pesquisas basicas e pré-clinicas podem continuar desde que
sujeitas a aprovacao de comités, e embrides ou células germinativas que tiverem
seus genes editados ndo deverdo ser usados para gravidez. O problema ético
estd relacionado ao tipo de células que sera modificado, pois células
germinativas e embrides podem ser editados para corrigir uma mutagao e como
resultado teriamos um organismo com essa alteragcéao presente em todas as suas

células, inclusive nas células germinativas que poderéo ser herdadas por seus
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descentes. Se essas alteragcbes fossem somente para corrigir doencas,
provavelmente, todos concordariam com 0 seu uso, porém esta mesma técnica
poderia ser usada para modificar caracteristicas fisicas e aumentar as
capacidades humanas, o chamado desenho de bebés. Portanto, surgem os
guestionamentos éticos, tais como: quem determina quais genes podem ser
modificados? Que vantagem ou desvantagens essas alteracbes dardo para
estes individuos e como isso afeta toda a sociedade? Por isso é importante a
discusséo sobre as consequéncias do uso dessas tecnologias, que, infelizmente,
podem se tornar vilds se nao houver limites bem desenhados.

A continuacdo das pesquisadas é importante, pois ainda pouco sabe-se
sobre como essas ferramentas funcionam, sobre a sua seguranga e sobre o0 seu
real potencial. Ndo se pode simplesmente barrar o uso dessas tecnologias, pois
irlamos abandonar uma ferramenta que poderia ajudar muitas pessoas que
enfrentam as mais diversas doencas (BIOTEC, 2016).

Caplan et al. (2015) afirmam que, com a rapida aplicacdo do CRISPR-
Cas9 na pesquisa clinica, torna-se importante considerar as implicacdes éticas
desses avancos. Alguns problemas pertinentes incluem acessibilidade e custos,
necessidade de estudos clinicos controlados com revisao adequada e politicas
para uso compassivo. Os custos para terapias celulares por si sO ja séo altos e
tendem a aumentar ainda mais somando o CRISPR-Cas9 a eles, tornando essas
terapias indisponiveis para aqueles com meios financeiros médios e com
convénio médico, sem contar aqueles que ndo possuem estas condicbes
financeiras e dependem exclusivamente de politicas publicas de saude.

As politicas europeias e corporativas fornecem alguma orientacéo sobre
guando e como permitir 0 uso compassivo ou ampliar o acesso a tratamentos
experimentais, mas estes ainda precisam ser adaptados para abordar a edigcéo
de genes.

Conforme temos visto com terapias de células estaminais, ha sempre
agueles dispostos a promover a desinformacgao ou exagerar, a fim de lucrar com
0s pacientes desesperados e suas familias. Portanto garantir que o CRISPR-
Cas nao seja tratado como a cura para todas as doencas genéticas € crucial
para a aplicacdo e divulgacdo adequada desta tecnologia. Ainda segundo
Caplan et al. (2015) muito mais preocupante, atualmente, € a aplicacdo

emergente de CRISPR aos organismos ndo-humanos. A capacidade de projetar
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organismos geneticamente modificados com caracteristicas desejadas com a
tecnologia do CRISPR pode incentivar o desenvolvimento sem mecanismos de
contencdo suficientes, ou resultar na liberacdo ambiental prematura desses
organismos e perda de controle sobre sua propagacéo. A facilidade e eficiéncia
dele levanta a preocupacdo de que qualguer pessoa com o0 equipamento
adequado poderia projetar um virus da gripe vacina-resistente ou espécies
invasoras em um laborat6rio clandestino podendo uséa-lo para fins terriveis, como
o bioterrorismo ou bioguerra.

Embora a nova tecnologia tenha trazido um importante debate sobre a
possibilidade de proceder com a engenharia da linha germinal humana, os riscos
das aplicacbes em outros organismos vivos devem servir como uma chamada
para discutir a regulamentacao nacional e internacional de diretrizes para o uso
do CRISPR como ferramenta de edicdo genbmica.

Em suma, a técnica representa um grande avanco cientifico para toda a
comunidade, porém deve-se agir com cautela no que sera desenvolvido com ela,
uma vez que o uso desta ferramenta implica em alteracbes que podem ser

permanentes e perigosas para a saude da populacao a curto e longo prazo.
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4.2 Ferramentas de edicdo de genoma

A primeira ferramenta conhecida na edicdo de genoma de eucariotos € a
Zinc Finger Nuclease (ZFN), também chamada de nucleasse dedo de zinco. ZFN
sdo enzimas que se ligam ao DNA dupla fita alvo e o cortam. Uma ZFN funcional
€ composta de duas proteinas individuais monoméricas, que se ligam em DNA
dupla fita de até 15-18 nucleotideos. Quando dois monémeros de ZFN estdo sob
a sequéncia alvo, os dominios de clivagem de DNA da Zinc finger dimerizam e
criam uma quebra de dupla fita (HANSEN et al., 2012).

Sdo proteinas planejadas para reconhecer sequéncias alvo de
nucleotideos no DNA, fazendo a mutagénese sitio dirigida. Seu dominio
funcional é constituido por cerca de 30 residuos de aminoacidos, formando
arranjos modulares de trés a sete dominios Zinc Finger (ZF) que se estabilizam
estruturalmente fazendo pelo menos uma ligagdo com o atomo de zinco. Os
dominios ZF ligam-se aos outros por meio de uma regido conservada de
aminoacidos chamada de TGEKP. Os dominios ZF possuem estruturas
secundarias em alfa-hélice e duas fitas beta (3fa), que se unem pelo 4tomo de
Zinco, formando uma estrutura tridimensional tetraédrica que se assemelha a um
dedo, dando este nome a elas (Fig. 1.1A). Dois ou mais dominios ZF se ligam a
nucleases Fokl por um peptideo flexivel. A enzima de restricdo Fokl tem atividade
catalitica apenas quando dimerizada, por isso a necessidade da sua ligacao com
o dominio ZF. Para o seu funcionamento, € necessario um par de ZFNs, que se
ligam de modo invertido e em cadeias opostas no DNA clivando-o e gerando
DSBs (Fig. 1.1B) (VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2016).

Proteinas com multiplos dedo de zinco ligados aumentam o tamanho do local
de ligacdo e reconhecimento do DNA, bem como pequenas alteracdes nos
aminoacidos das cadeias laterais da a hélice que fazem contato com o DNA
alteram a especificidade das mesmas (VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2016).
A producéo de DSBs ativa os mecanismos de reparo do DNA lesado com a ajuda
de sistemas NHEJ ou HDR.
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Figura 1.1 - Estrutura da nuclease dedo de zinco (ZFN):

(A) Proteina de zinco formando um complexo com o DNA alvo (cinza). Residuos
superficiais (-1, 2, 3 e 6) que estdo em contato com o DNA sdo mostrados em bastdes.
Cada dominio dedo de zinco entra com contato com 3 ou 4 pares de base na ranhura
maior do DNA. As cadeias laterais dos residuos conservados de Cys e His sao descritos
como bastées em complexo com o ion Zn?* (roxo).

(B) Dimero de nucleases dedo de zinco (ZFN) ligadas ao DNA. O local alvo da ZFN
consiste de dois dedos de zinco ligados em locais diferentes por uma sequéncia
espacgadora de 5-7 pb reconhecidas pelo dominio de clivagem Fokl. As proteinas dedo
de zinco podem ser desenhadas para reconhecer unicamente os lados esquerdo e
direito em cada metade do sitio.
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Para substituir o uso do sistema ZFN, surgiu o sistema de edicdo de
genoma TALEN — Transcription Activator-Like Effector Nucleases ou ativador de
transcricdo similar a nucleases efetoras, contando com o dominio TALE que se
liga ao DNA alvo. O TALE é constituido de um conjunto de repeti¢cdes de 33-35
aminoacidos. Sua sequéncia se diferencia de outras nos aminoacidos de posi¢cao
12 e 13, que sdo altamente varidveis, e estes formam uma matriz de
reconhecimento de nucleotideos especificos no DNA alvo. A fabricagdo dessa
sequéncia de aminoacidos é desafiadora, devido a necessidade de juntar
sequéncias de repeticdo quase idénticas. Para facilitar a customizacdo dessas
sequéncias, foram criadas diferentes plataformas de desenho de plasmideo que
codificam matrizes de repeticAdo do TALEN. Existem quatro cadeias de
aminoacidos que se repetem, denominados RVD (repeat variable di-residue),
que sao: Asn-Asn, Asn-lle, His-Asp, Asn-Gly, sendo suficientes para o
reconhecimento especifico de um dos quatro pares de base do DNA: guanina
(G), adenina (A), citosina (C) e timina (T), gerando uma TALE com propriedades
Gnicas. Além destes aminoacidos que reconhecem as diferentes bases
nitrogenadas do DNA, temos o dominio de fusdo das endonucleases Fokl ou
outro dominio funcional, capazes de realizar a mutagénese. A juncdo do dominio
de repeticdes TALE com um dominio de endonucleases de Fokl da origem ao
sistema TALEN (Fig. 2) (NABAIS, 2015).
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Figura 2 - TALEN e os sistemas de Reparacédo de DNA:
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Modificado de Nery, 2015

Assim como o sistema ZFN, o sistema TALEN também é um dominio de
nucleases ndo especifica fundida com um dominio Fokl que se ligam ao DNA e
formam DSBs num local alvo do DNA de aproximadamente 30-40 pares de base,
podendo ser usada para silenciar genes ou induzir mutacées (NABAIS, 2015;
DING et al., 2013; VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2015). Em comparacao
ainda com o sistema ZFN, os TALENs sdo muito mais faceis e rapidos de
projetar, devido ao uso do cédigo RVD, levando apenas dois dias para a sua
construcdo e rendendo centenas por vez. A sua facilidade de projeto e rapidez,
aliados a sua alta taxa de clivagem a tornam uma potencial abordagem
terapéutica, além de serem menos toxicas e de apresentarem maior flexibilidade
devido ao seu dominio de ligagdo ao DNA, pois a matriz de repetigcdes pode ser
estendida para qualguer comprimento desejado. Porém, mesmo com todas
essas vantagens sobre o sistema ZFN, as repeticdes extensas do TALEN podem
ser vistas como um problema, porque elas podem acabar sendo idénticas. Outro

ponto a ser discutido é quanto maior as repeticbes do TALEN, mais dificil se
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torna encontrar vetores que o carreguem para as celulas, sendo necessario usar
um vetor viral para a entrega eficiente e funcional deles as células. Para a
utilizacdo da técnica em células humanas sdo necessérios vetores que facam a
replicacdo, reparacdo e recombinacdo de forma estavel, devido grande
sequéncia dos TALENS, limitando ainda mais os vetores que podem ser usados
para este fim (NABAIS, 2015).

Porém esses dois sistemas quando comparados ao CRISPR-Cas9,
apresentam as seguintes desvantagens: O CRISPR-Cas9 é capaz de introduzir
DSBs em varios locais simultaneamente, usando a Cas9 e varios gRNAs; ele
pode ser facilmente adaptado a qualquer sequéncia alvo, ja os sistemas ZFN e
TALEN necessitam de uma proteina diferente para cada sequéncia alvo e
guando comparados ao CRISPR apresentam uma menor eficiéncia formacgéao de
DSBs; além de nédo precisar de nucleases ligantes de DNA customizadas para
cada alvo, o CRISPR-Cas9 é mais simples e adaptavel, por isso se tornou
rapidamente uma das mais populares abordagens para a engenharia gendmica
(Fig. 3). Em suma o CRISPR quando comparado aos outros sistemas de edigéo
de genoma supracitados apresenta maior versatilidade, eficacia, especificidade
e facilidade de uso (NABAIS, 2015; LOURENCO, 2016, ADDGENE, 2017).
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Figura 3 - Vantagens e desvantagens dos sistemas atuais de edicdo de

genoma.
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4.3 Hist6ria do CRISPR

Em 1987, Ishino e seus colegas sequenciaram um gene da Escherichia
coli K12 que era responsavel pela producdo de uma proteina denominada iap. A
frente do gene iap existia uma curiosa repeticdo motif de 29 nucleotideos diretos
repetidos e idénticos interespacados por um espacador de 32 nucleotideos
variaveis, porém até entdo ndo se sabia sua funcéo biologica (ISHINO et al.,
1987). Em 1993 Groenen e seus colegas descobriram uma repeticdo de 36
multiplos e diretos pares de bases interespacados por 35 a 41 nucleotideos
espacadores no Mycobacterium tuberculosis e deram um nome a ele:
Repeticbes diretas variaveis (Direct Variable Repeats) (GROENEN et al., 1993).
Em 1995, Mojica e colaboradores estudaram esse mesmo tipo de repeticdo nos
organismos Haloferax volcanii e Haloferax mediterranei. Elas continham uma
sequéncia de 30 pares de bases com simetria dupla (incluindo 5 pb com
repeticdes invertidas), estavam invertidos em tandem e interespacados por 33-
39 nucleotideos de sequéncia Unica, cuja sequéncia é altamente conservada e
aparece igualmente no genoma de ambos organismos. Estas repeticbes foram
denominadas de Repeticbes em Tandem (TREPs — Tandem repeats) (Mojica et
al., 1995).

Em 1997, Goyal et al., estudaram a diversidade destes espacadores
através de uma técnica denominada spoligotyping, que era originada do spacer
oligotyping usada pelo grupo para diferenciar cepas de Mycobacterium
tuberculosis, de modo mais rapido por ndo precisar de cultura das mesmas e
assim determinar a origem dos surtos mais rapidamente. Também pode ser util
para o estudo da histdria das epidemias usando DNA antigo. Esse método foi
estabelecido com sucesso e € uma técnica baseada no CRISPR (GOYAL, et al.,
1997).

Logo em seguida, no ano de 2000, o grupo de Mojica continuou o estudo
sobre os TREPs em bactérias e arqueas. Eles acreditavam que essas repeticdes
constituiam uma nova familia de procariotos e renomearam a sequéncia para
SRSRs (Repeti¢des curtas regularmente espacadas), por serem comuns nesses
seres com similaridade média de 85%. Porém a davida sobre a sua funcéo

bioldgica continuava. Em 2002 o grupo de Jansen em conjunto com o de Mojica,
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introduziram um novo nome para essa repeticdo: CRISPRs. Jansen e seu grupo
além de denominarem essas repeticdes como CRISPRs, também conseguiram
fazer a ligacdo entre o gene Cas (“Associado a CRISPR”, localizado,
invariavelmente, adjacente ao loci CRISPR) e o CRISPR. Além disso,
identificaram também a existéncia de 4 variantes dos genes Cas entre as
espécies de bactérias estudadas e que alguns organismos procariotos ndo o
possuiam. Foi proposto, portanto, que esses genes associados ao sistema
recém denominado, tinham uma relacao funcional e esses genes poderiam estar
envolvidos no metabolismo de DNA ou na expressdo de genes nos
microrganismos com o CRISPR (JANSEN et al., 2002). Pouco tempo depois,
HAFT et al., encontraram 41 familias de genes associadas ao CRISPR (Cas),
aumentando a gama de Cas que se conhecia de 4 para 6 (adicdo das familias
de Cas 5 e 6). Além destas descobertas eles descobriram que as repeticdes
pareciam ser transcritas e processadas em pequenos fragmentos de RNA e
estas poderiam ter diversas funcgdes, sendo resisténcia a fagos uma dessas
funcdes (HAFT et al., 2005).

Mesmo com todos avancos até entdo ndo se sabia ainda qual a
real funcéo biolégica do CRISPR nos microrganismos. Segundo Al-Attar et al.,
muitos grupos de pesquisa acreditavam em diversas funcdes para ele desde a
regulacédo do desenvolvimento, reparticdo de replicon durante a diviséo celular e
até mesmo na reparacao do DNA. Porém esse cenario mudou em 2005 quando
3 grupos de pesquisadores (BOLOTIN et al.,, 2005; MOJICA et al., 2005;
POURCEL et al., 2005) descobriram que varios espacadores do CRISPR eram
homélogos a elementos méveis como fagos e plasmideos levando-os a crer que
esses espacadores tinham origem extra cromossomal e, possivelmente, a
memoria de um sistema imune. O primeiro de todos a ir nessa direcao foi o grupo
de Pourcel, que através do estudo da bactéria Yersinia pestis para
caracterizagdo de suas cepas atraves do CRISPR descobriu que os
espacadores recém adquiridos da bactéria tinham regides homologas em seu
genoma e que a maioria estava dentro de profagos inativos. Esta foi a primeira
vez que se falou na origem desses espacadores e que eles apresentavam um
grande potencial de se tornar uma Otima ferramenta para identificacdo de
microrganismo (POURCEL et al., 2005). Bolotin e colaboradores propuseram
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que a formacéao das estruturas do CRISPR envolvia a fragmentagcédo por genes
da familia Cas e que sua presenca no DNA das bactérias se devia a sua funcéo
protetora contra DNAs estranhos (BOLOTIN et al., 2005). J& o grupo de Mojica,
em 2005, mostrou que o os espacadores do CRISPR derivavam de sequéncias
pré-existentes cromossomais ou de elementos de transmissdo genética como
bacteriéfagos ou plasmideos. Eles demonstraram que esses elementos de
transmissdo genética ndo conseguiram infectar bactérias que possuiam
espacadores especificos para eles, sugerindo a relacdo do CRISPR e da
imunidade contra DNA alvo (MOJICA et al., 2005).

No ano seguinte Makarova e seu grupo lancam a hipotese de que o
sistema CRISPR era parecido com o sistema de silenciamento de genes por
RNA em eucariotos, como por exemplo os RNA de interferéncia (SIRNA). O
mecanismo de silenciamento de genes por micro RNA de interferéncia consiste
da producédo destes tendo como base o RNA dupla fita de virus e de elementos
transponiveis. Estes entdo sao processados pela nuclease Dicer, que cliva
longos fragmentos de RNA dupla fita em curtos duplexos de nucleotideos que
séo desenrolados pela RISCs para a producdo de siRNAs maduros. E entéo
formado um complexo entre a RISCs e o siRNA que se liga ao RNAm alvo
ativando a clivagem deles pela nuclease Slicer para liberar o RISCs-siRNA que

age como catalisador de reciclagem.

Apesar de todas as hipéteses acerca do CRISPR atuar junto das Cas para
conferir imunidade para as bactérias, até entdo nenhum experimento
comprovando-as havia sido realizado. Em 2007, o grupo de Barrangou analisou
a bactéria S. thermophilus e as infectou com dois tipos de fagos bastante comuns
na industria de laticinios. Logo eles notaram que foram inseridas novas
sequéncias aos espacadores no gene do CRISPR que conferiu as bactérias
resisténcia aos bacteridfagos. Seus resultados em conjunto com os de Marakova
impulsionaram outros pesquisadores a explorarem essas hipoteses e
determinar, de fato, qual o papel biolégico do sistema CRISPR-Cas. Nos anos
seguintes, diversas descobertas acerca do assunto contribuiram para comprovar
que se trata de um sistema imune ativo de procariotos contra a propagacgao de
virus e elementos conjugativos (HE; DEEM, 2010 apud AL-ATTAR, 2011, p.
278).
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Em 2011, o grupo de Emannuelle Charpentier caracterizou o 0s
mecanismos do amadurecimento da molécula crRNA (DELTCHEVA et al.,
2011). Em 2012, o grupo de Jennifer A. Doudna e Emannulle Charpentier deram
continuidade a busca de como funcionava o mecanismo do CRISPR-Cas9,
demonstrando que o ativador tracrRNA e o localizador crRNA podem ser unidos
formando apenas uma unica fita de RNA que guia e ativa a Cas9 a realizar as
quebras nas duplas fitas de DNA. Uma das quebras é feita pelo dominio HNH e
a outra pelo dominio RuvC da Cas9, estabelecendo pela primeira vez o que se
conhece hoje como single guided RNA (sgRNA) (JINEK, M. et al., 2012).

Em 2013, o grupo de Jennifer A. Doudna estabeleceu o CRISPR-Cas9
como um sistema que pode ser usado como ativador ou silenciador de genes,
através da versatilidade da Cas modificada (dCas9) que pode recrutar proteinas
afim de aumentar a expressédo de um determinado gene ou ser acoplado a ela
um dominio repressor e impedir a transcricdo de um determinado gene de forma

especifica e flexivel em células eucariotas (GILBERT et al., 2013).

Em 2014, o grupo de Jennifer A. Doudna desvendou o mecanismo por
trds do reconhecimento da Cas9 e RNA guia com o DNA para identificar as
sequéncias alvos. Concluiram que o complexo gRNA-Cas9 somente se liga ao
DNA caso ele tenha uma sequéncia PAM adjacente e somente h4 a clivagem na
dupla fita caso este seja localizado. Portanto, a Cas9 usa o reconhecimento da
sequéncia PAM para escanear rapidamente a sequéncia alvo em meio a grandes
moléculas de DNA (STERNBERG, et al., 2014).
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4.4 O CRISPR e o seu funcionamento

O CRISPR é um sistema de defesa de bactérias (eubactérias e
arqueobactérias), cujo principal papel é bloquear fases de vida de um fago que
tenta invadir a célula bacteriana, impedindo a adsorcéo e prevenindo a injecédo
do DNA viral, garantindo a bactéria protecdo contra elementos genéticos méveis
(EMG), tais como plasmideos e fagos, que tentam incorporar seu DNA ao da
célula hospedeira no locus do CRISPR. O locus do CRISPR € uma sequéncia
de repeticbes idénticas no DNA bacteriano inter espacadas por uma sequéncia
altamente variavel chamada de espacadores. O gene CRISPR juntamente com
0 gene das enzimas Cas codificam proteinas conservadas e RNAs que sao
responsaveis pela defesa de células procariotas contra invasores (AL-ATTAR,
2011). O CRISPR é formado entdo pela aquisicdo de DNA exdgeno, que sera
inserido nos espacadores entre as repeticdes e a imunidade conferida pelo
CRISPR pode ser passada de geracao em geracao pelas bactérias.

Para que esse sistema possa agir no DNA exdgeno, é necessario que 0s
genes Cas associados ao CRISPR estejam presentes. Os genes Cas ficam
adjacentes ao CRISPR e codificam proteinas, cuja funcéo é identificar os genes
invasores e incorpora-lo no gene do CRISPR. Quando o gene invasor €&
incorporado nos espagadores do CRISPR, uma nova infec¢cdo pelo mesmo nao
€ mais possivel. Novos espacadores podem ser incluidos na extremidade do
CRISPR, fazendo com seja possivel rastrear cronologicamente as infeccdes
sofridas por determinado organismo. Apés a transcricdo do gene do CRISPR,
sao formados pequenos fragmentos de RNA (sRNA) que em conjunto com as
enzimas Cas, expressas do gene Cas adjacente ao CRISPR, formardo um
complexo ativo que se ligara ao DNA alvo exdégeno por complementaridade de
bases e este complexo clivar4d a regido alvo do DNA exdgeno, inativando
qualquer tipo de EMG (LOURENCO, 2016).

O locus do CRISPR sera transcrito numa cadeia percussora de RNA néo
codificante (pre-crRNA), estas hibridizam com um segundo RNA né&o codificante,
o trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA), formando uma dupla cadeia de RNA
que é quebrada e processada pela host fator ribonuclease Ill (RNAse). Essa

dupla cadeia entéo se associa com a nucleasse Cas9, formando um complexo
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gue reconhecera e destruirda DNAs invasores. Esta estrutura formada, que tem o
crRNA com o espacador, tem afinidade pela sequéncia alvo ligando-se a ela por
complementaridade, levando junto a Cas9. O dominio HNH da Cas9 cliva a
cadeia complementar e o dominio RuvC cliva a cadeia ndo complementar,
gerando um duplo corte na dupla cadeia de DNA. Esse corte sG ocorrera se
estiver presente uma pequena sequéncia alvo denominada PAM adjacente a
sequéncia alvo (RAMOS, 2016).

A edicdo de genoma é uma possibilidade recente e que pode ser feita
atualmente gracas a ferramentas novas que nos permitem fazer modificacfes no
DNA. As ferramentas mais utilizadas atualmente s&o: Zinc Finger Nucleases
(ZFNs), Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALENS) e o
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) tipo II. A
mais recente, promissora e de maior destague dentre as anteriores € a CRISPR
Cas9 tipo Il (LOURENCO, 2016).
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4.5 Componentes do CRISPR

4.5.1 Matriz

O sistema do CRISPR em bactérias € composto por uma matriz, que se
alterna entre os espacadores. Cada matriz € composta por cerca de duas a cem
repeticdes, podendo existir matrizes mais longas como na bactéria Haliangium
ochraceum, cuja matriz possui 588 repeticGes. Essas repeticbes em sua grande
maioria se encontram no DNA bacteriano podendo ser encontradas também em
plasmideos (LOURENCO, 2016).

4.5.2 Sequéncia lider

Além da matriz, é necessaria uma sequéncia lider, que sdo sequéncias
gue se encontram inseridas na matriz e se orientam para a sequéncia de
repeticdo adjacente ao CRISPR. N&o codificam proteinas e tem baixa
complexidade. Sua funcao é conter o principal promotor para a transcricdo do
locus anexo ao CRISPR. Caso a sequéncia lider ndo esteja presente é
observado baixos niveis de transcricdo, usando como promotor regides
aleatorias dos espacadores ou do interior de uma repeticdo. Uma outra funcéo
da sequéncia lider é ser o local de aquisicdo onde 0s novos espacadores sdo

incorporados, perto da primeira repeticdo (LOURENCO, 2016).

Figura 4 - Matriz e sequéncia lider:
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45.3 Cas9

E uma endonuclease n&o especifica associada ao CRISPR.
Estruturalmente ela contém dois dominios enziméticos independentes: o
dominio HNH e o dominio RuvC. Cada dominio € responsavel pela quebra de
uma das cadeias de DNA. O dominio HNH, é estruturalmente simples e cliva a
cadeia complementar do DNA. Ja4 o dominio RuvC tem estrutura mais complexa
e cliva a cadeia ndo complementar do DNA dupla fita (Fig. 5). A Cas9 também
possui dois lI6bulos com func¢des diferentes: o I6bulo REC de reconhecimento e
o I6bulo NUC, de nuclease. No dominio REC a Cas9 interage com o0 RNA/DNA
de varias variadas, dependendo da conformacédo adquirida e logo ndo possui
direcionamento sem o crRNA-tracrRNA para poder exercer sua atividade.
Porém, mesmo possuindo o crRNA-tracrRNA o seu processo de clivagem néo é
totalmente especifico, podendo ocorrer clivagens off-target (fora da sequéncia
alvo) (RAMOS, 2016).

4.5.4 Nickases Cas9/ variantes da Cas9

Pode-se produzir diversas variacdes da Cas9 inativando um dos seus
dominios (HNH ou RuvC). Por meio de pequenas mutacfes pontuais gera-se as
nickases, que sdo Cas9 com apenas um dominio catalitico. As nickases sao
muito Uteis na engenharia genética, por clivarem apenas uma das fitas do DNA
alvo (RAMOS, 2016).

Para aumentar a especificidade da Cas9 e diminuir regides off-target foi
produzido um complexo com duas nickases, conhecida como nCas9, seguindo
a analogia dos dimeros do sistema ZFN e TALEN, aumentando o nimero de
bases reconhecidas e criando um corte n&o reto. O complexo cliva o DNA em
duas regides, assim como a Cas9 sem alteracdo, porém 0 seu uso aumenta a
eficiéncia e a correcdo na reparacdo e qualquer clivagem off-target € reparada
de forma mais precisa, além de tornar possivel a inser¢cdo de fragmentos de
interesse, uma vez que este tipo de quebra deixa livre algumas bases que se
ligardo mais facilmente ao fragmento inserido (RAMOS, 2016; BIOTEC, 2017).

Abaixo podemos ver os diferentes tipos de Cas9. Caso os dois dominios sejam
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inativados, ela perde a sua funcéo catalitica, sendo chamada de dead Cas9 ou
dCas9 podendo ser usada para ensaios que nao necessitem clivagem pela
Cas9, como por exemplo, localizacg&o in situ, ativacdo ou supressdo de um gene,
entre outros (RAMOS, 2016; BIOTEC, 2017).

Figura 5 — Variantes do Cas9
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Modificado de (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014)
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4.5.5 sgRNA

sgRNA é uma sequéncia sintética curta de RNA composto por uma
sequéncia molde necessaria para a Cas9 se ligar e uma sequéncia de 20
nucleotideos chamada espacador ou alvo definida pelo usuério que define o alvo
a ser modificado. Para modificar o alvo da Cas9, basta alterar a sequéncia do
sgRNA (ADDGENE, 2017).

Para que o sgRNA se ligue a sequéncia alvo € necessario que adjacente
a ele exista uma sequéncia de 20 nucleotideos chamada PAM, que é essencial
para o desenrolamento da Cas9 até o alvo (Fig. 6). Na auséncia do PAM, a Cas9
ndo reconhece o sitio alvo mesmo que a sequéncia de sgRNA seja
complementar a ela, pois € por meio da interacdo entre um sitio da Cas9 e o
PAM gue ocorre a separacdo da dupla fita de DNA, permitindo a clivagem em
seguida. Diferentes sistemas CRISPR requerem diferentes PAMs bem como
diferentes Cas9 necessitam de PAMs especificos. A Cas9 tem a capacidade de
reconhecer varios PAMs, porém com eficiéncia diferente podendo gerar regifes
off-target, devido a essa alta versatilidade (RAMOS, 2016).
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Figura 6 — Single guide RNA e PAM
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Modificado de (ADDGENE, 2017)
4.6 Funcionamento do CRISPR-Cas9

O CRISPR era usado originalmente para desligar genes alvos em varios
tipos celulares e organismos, mas modificacfes feitas a Cas9 possibilitaram
estender a sua aplicagcdo para reprimir genes seletivamente, purificar certas
regides do DNA em células vivas e até mesmo visualizar o DNA em células vivas
usando microscoépio de fluorescéncia. A facilidade de gerar diferentes sgRNA
torna o CRISPR uma das tecnologias de edicdo de genoma mais escalavel e,
mais recentemente, tem sido usada para genomas mais amplos (ADDGENE,
2017).

O uso do CRISPR pode gerar células ou animais com genes deletados,
por meio da co-expressao de um sgRNA especifico ao gene alvo do CRISPR-
Cas9 que localiza uma sequéncia Unica em todo o genoma (sequéncia acima
de um PAM especifico para este tipo de CRISPR). A espécie de CRISPR Cas9
mais usada na engenharia genética é a advinda da bactéria Streptococcus
pyogenes.

O sgRNA e a proteina Cas9 expressos formam um complexo
ribonuproteico. O dominio molde do sgRNA e a superficie exposta carregada
positivamente deslizam pela Cas9. A interacao entre as duas, torna o complexo

ativo e a regido que se ligara ao DNA alvo fica livre para identificar o DNA a ser



39

cortado. Ao se ligar, a regiao 3’ da sequéncia alvo no sgRNA comeca a anelar
ao DNA do gene alvo. Se a sequéncia alvo for compativel, a sequéncia do
SgRNA continuara a se ligar ao DNA alvo, na diregédo 3’ para 5’. A Cas9 somente
ird clivar se houver compatibilidade minima. Caso o anelamento tipo ziper na
regidao 3’ da sequéncia do sgRNA ndo seja compativel com a do DNA alvo no
gene a clivagem ndo é feita, porém caso haja erros na regido 5’ o mesmo néo
ocorre. Ao se ligar, a Cas9 passa por uma segunda mudanca conformacional
que permite que ela clive a fita oposta ao alvo, fazendo uma clivagem de fita

dupla, conforme podemos ver na imagem abaixo (fig. 7):

Figura 7 —Funcionamento do CRISPR-Cas e aformacéado da quebra nadupla
fita do DNA
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4.6.1 Mecanismos de reparo na clivagem pelo CRISPR-Cas9

A recombinacdo homologa direta (HDR) e a juncéo de extremidades nao-
homélogas (NHEJ) séo as duas principais vias de reparo do DSB (regido clivada)
que operam em eucariotas. A HDR é funcional apenas durante a fase de
replicacdo do DNA no ciclo celular, fazendo uso de um modelo homologo das
cromatides irmas para restaurar a informacao genética perdida. NHEJ, por sua
vez, ocorre durante todo o ciclo das células, e pode ocorrer pela unido de uma
ponta a outra do DNA rompido independente do DNA molde. Como a HDR faz
uso de informac¢Bes de um molde para reparar o DSBs, a unido € precisa, em
oposicao a NHEJ, que envolve principalmente a adicdo ou supresséo de poucas
bases resultando em erros. Apesar da juncéo imprecisa, NHEJ € de primordial
importancia para preservar a integridade gendmica em células de mamiferos,
pois é um processo rapido e esta ativo durante todo o ciclo celular (Vartak e
Raghavan, 2015). A reparacao via HDR (Homology directed repair - HDR) ndo &
tao eficiente quanto a NHEJ, mas é fiel a homologia da fita: porque necessita de
uma sequéncia molde sintética corretiva para fazer o reparo, diminuindo o erro
(ADDGENE, 2017; RAMOS, 2016).

NHEJ é muitas vezes referida como o "Quick-Fix" ou conserto rapido e
envolve varias pecas-chave, agindo de forma coordenada. Apés a inducéo de
um DSB, o complexo de proteinas ku (KU70/KU80), que esta abundantemente
presente no nucleo, se liga rapidamente as extremidades do DNA rompido,
protegendo assim as extremidades do DNA da degradacdo aleatéria. O
complexo do Ku-DNA recruta as proteinas a frente ao local do reparo. Estudos
sugerem que a proteina PAXX liga a Ku e estabiliza a maquinaria NHEJ na
cromatina danificada. Ja o complexo Artemis DNA PKcs serve como uma
nuclease, que contempla diferentes atividades endonucleoliticas e, por fim, as
polimerases da familia do pol X, isto &, pol | e pol k, realizam a polimerizagcéo
durante a NHEJ. A vedacéo final da ruptura de DNA entdo é catalisada pelo
complexo DNA ligase IV — XRCC4 — XLF conforme podemos ver na imagem

abaixo.
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Figura 8 - Mecanismos de reparo do DNA por NHEJ e HDR:

Mecanismos de reparacdo homéloga e ndo homadloga apds a clivagem pelo
complexo sgRNA-Cas9;

Dupla clivagem de DNA pela sgRNA-Cas9
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Modificado de (Ramos, 2016).
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Figura 9 - Mecanismos de reparacédo do DNA NHEJ e HDR (com vias):

Principais vias de reparo do DNA: HDR e NHEJ. Cada caminho tem seu préprio
repertorio de proteinas, como mostrado acima. A espessura da seta retrata a
frequéncia com que o caminho especifico ocorre dentro das células. As
proteinas associadas a cada via também sé&o indicadas.
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Modificado de (Vartak e Raghavan, 2015).

4.6.2 Efeito off-target

O efeito off-target é observado quando ha cortes em sequéncias que nao
sdo a sequéncia de interesse. Esse fenbmeno pode ocorrer, porque em teoria
uma unica sequéncia nucleotidica deveria corresponder a uma Unica sequéncia
alvo, com uma regido PAM caracteristica. Entretanto, verificou-se que existe
mais do que uma unica sequéncia PAM que pode ativar a mesma endonuclease,
porém com afinidade diferentes. No caso da Cas9, oriunda de S. pyogenes, a
seguéncia “NGG” é reconhecida como sequéncia 6tima, porém a Cas9 também
pode reconhecer a sequéncia “NAG”, com menor frequéncia. As vezes
evidenciamos regides off-target quando apenas o PAM é reconhecido, porém a
sequéncia alvo ndo e ainda assim a Cas9 efetua o corte ou quando temos

regides beirando um PAM e a sequéncia alvo é parcialmente complementar
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também levando a quebra pela Cas9. Apesar destes problemas, existem
bibliotecas com sgRNAs para desenvolver a melhor sequéncia para o DNA alvo.
A criacdo destes sgRNAs seguem as seguintes regras: a existéncia de uma
guanina proxima do PAM torna mais facil da Cas9 reconhecé-la; nucleotideos de
timina proximo do PAM néo sao favoraveis, pois a RNA polimerase Il reconhece
a uracila do sgRNA como um sinal de término, levando a uma expressdo menor
de sgRNA; j& os nucleotideos de citosina séo preferidos no local de clivagem de
DNA, enquanto que o sgRNAs ricos em guanina sdo mais estaveis quando
comparado aos ricos em adenina. Todo o desenho desses sgRNAs é feito por
softwares de bioinformética (RAMOS, 2016; DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

4.6.3 Entrega do CRISPR-Cas9 as células

Um grande desafio é a entrega da maquinaria do CRISPR as células.
Somente 0 sgRNA tem cerca de 100 pb e normalmente o promotor tem cerca de
500 pb. O gene spCas9 tem uma carga de 4,2 kb, enquanto que os vetores mais
usados para terapia génica com outros métodos, como vetor viral AAV (Adeno-
associated virus), tem o tamanho de 4,5 kb, limitando a entrega do mesmo as
células. Para superar essas limitacbes foram construidos vetores com o
citomegalovirus que incorporou eficazmente toda a maquinaria do CRISPR-
Cas9. Além desta solucdo foram desenvolvidos vetores AAV que entregam,
separadamente, o gene que codifica a Cas9 e o sgRNA com promotores
especificos (NABAIS, 2015).

Os métodos mais usados e mais eficientes no transporte do CRISPR-
Cas9 até as células sdo: por meio de plasmideos, vetores virais,
ribonucleoproteinas, peptideos de penetragéo celular, nano particulas com base
de lipidios, DNA nanoclews e nano particulas de ouro ou injetado diretamente
(KIM ET AL., 2014; RAMOS, 2016, WANG ET AL., 2017).
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4.6.4 Plasmideos

E um dos mais populares em comparacio aos demais principalmente pela
facilidade na sua fabricacdo in vitro. As células sdo transfectadas ao mesmo
tempo com plasmideos que codificam tanto a Cas9, crRNA e tracrRNA através
de eletroporacgao ou lipofec¢cdo (RAMOS, 2016; KIM, 2014).

O método foi simplificado, e hoje € possivel usar um plasmideo que
codifica 0 sgRNA e um outro plasmideo que tem o gene tanto para o0 sSgRNA
quanto para a Cas9, reduzindo de trés para um plasmideo, permitindo entdo
rearranjo dos plasmideos e codificacdo de varios sgRNAs para multiplos alvos
(RAMOS, 2016).

Em seres humanos somente é possivel o uso deste método in vitro, onde
a modificacdo genética ocorre em cultura de células e depois as mesmas serao
transplantadas para o ser humano, pois in vivo mostrou baixa entrega do material
genético, bem como silenciamento epigenético, além de integrar aleatoriamente
o maquinario do CRISPR-Cas9, aumentando as chances de efeitos off-target e
mutacdes por insercdo (RAMOS, 2016). Aléem destas dificuldades, segundo Kim
et al. (2014) insercbes ndo desejadas do plasmideo em regibes fora do alvo séo
mais dificeis de descobrir do que aquelas em regiées dentro do alvo e podem
causar respostas imunes no hospedeiro prejudicando o uso da edicdo de genes
em células primarias ou em células tronco em terapia celular, além da
transfeccdo geralmente ser estressante para as células. As nucleases projetadas
pelo RNA podem permanecer ativas por longos periodos apés a transfeccdo
fazendo com que ele se expresse por mais tempo nas células aumentando as
chances de edi¢bes fora do alvo. Tendo em vista essas complicacfes, todas
células transfeccionadas com plasmideos sdo consideradas células
geneticamente modificadas e precisam que este procedimento seja aprovado
por autoridades reguladoras de cada pais, um processo longo e burocratico (KIM
ET AL., 2014).
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4.6.5 Vetores virais

Os vetores virais sao bastante utilizados quando se deseja inserir um
material genético exdégeno numa célula primaria ou quando ndo houve
efetividade no uso de plasmideos (RAMOS, 2016).

Vetores como o Lentivirus conseguem cumprir sua funcao de carregar o
material genético exdégeno até a célula, porém ele o integra de forma aleatoria,
podendo gerar insercdes fora do alvo. Para corrigir o problema, sdo usados
vetores virais nao integrativos, como o0s adenovirus e os virus adeno-associados
(AAVs), no qual seu DNA viral é eliminado apds alguns ciclos de mitose. Sua
grande utilizacdo se deve a sua natureza epissomal, que da a ele grande
capacidade de ser clonado e transduzido em muitas linhagens de células, além
da facilidade de sua producdo (RAMOS, 2016).

In vitro, os adenovirus mostraram boas taxas na relacdo da eficiéncia
empacotamento e tamanho dos virus, enquanto que in vivo eles induzem uma
resposta imune rapida no hospedeiro, com aumento de citocinas, podendo levar
a destruicao das células. J4 os AAVs induzem uma rapida resposta imune, que
pode levar a uma expressao duradoura em células que ndo estejam se dividindo.
Os AAVs séo pequenos levando a preocupagdes em torno do seu processo de
empacotamento, porém este problema pode ser resolvido usando-se a Cas9 da
bactéria Staphylococcus aureus que € menor e possui a mesma eficiéncia da
Cas9 do S. pyogenes (RAMOS, 2016).

4.6.6 Lipofeccéo

E um dos mais comuns métodos de entrega de &cidos nucléicos. A
lipofeccdo é um método de transfec¢do onde associam-se acidos nucleicos com
nano particulas lipidicas de formulacdo catidnica, resultando em complexos
moleculares chamados de lipoplexos que sdo tomados pelas células via
endocitose e macropinocitose (Gori et al., 2015). As principais vantagens do uso
de lipofeccdo séo: sua alta eficiéncia, habilidade de transfectar todos tipos de
acidos nucleicos em varios tipos celulares, facilidade no uso, reprodutibilidade,
baixa toxicidade e boa eficiéncia em alguns modelos in vivo. O reagente com

base de lipidio normalmente é composto de lipidios catidnicos sintéticos que as
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vezes sdo misturados com lipidios ajudantes como o DOPE (1,2-dioleoil-
fosfatidil-etanolamina) ou colesterol. Entdo esses lipidios se misturam em
lipossomos ou micelas com carga positiva no pH fisiolégico e formam complexos
(lipoplexos) com acidos nucleicos carregados negativamente através de
interacOes eletroestaticas. A interacdo entre os acidos nucleicos com o0s
complexos resulta em uma compactacdo firme e protecao dos acidos nucleicos.
Esses complexos séo internalizados pelas células na maior parte das vezes por
endocitose (OZBIOSCIENCES, 2018).

4.6.7 Ribonucleoproteinas (RNPs)

E um método alternativo ao uso de plasmideos ou vetores virais e tem
potencial de produzir menos efeito off-target por ndo ter uma expresséo
prolongada da Cas9 e do sgRNA, além de evitar integracbes de DNA
indesejados. Este método leva até a célula a Cas9 conjugada com o sgRNA e
imediatamente apds serem injetadas, elas induzem a altera¢éo no gene alvo com
uma porcentagem de efetividade mais alta do que os meétodos anteriores,
degradando-se em seguida (RAMOS, 2016).

O complexo entre sgRNA e a Cas9 € produzido rapidamente in vitro,
podendo ser usado em varias linhagens celulares humanas. Elas sé&o
introduzidas nas células por microinjecdo direta com agulha de gelo, por
eletroporacéao ou por lipossomas cationicos (lipofeccdo). A entrega dos RNPs as
células € mais efetiva quando as células em cultura estdo na mesma fase da
divisdo celular. Além dos meios citados, € possivel também introduzir os RNPs
conjugando a Cas9 + sgRNA + proteinas de penetracdo celular que sejam

capazes de leva-las até o ndcleo das células sem mata-la (RAMOS, 2016).
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4.6.8 Peptideo de penetracao celular (CPP)

Este método ja vem sendo usado para entregar as nucleases efetoras
semelhantes a ativador de transcricdo (TALENS) e as nucleases dedo de zinco
(ZFN). Segundo Ramakrishna e seu grupo a Cas9 e o sgRNA foram modificados
conjugando e complexando geneticamente a eles peptideos de penetracédo
celular (CPP). Ao adicionarem esses peptideos conjugados ao CRISPR eles
obtiveram a clivagem nos genes de células humanas com o minimo de mutacdes
off-target quando comparadas com a transfeccao por plasmideos.

As vantagens observadas com esse método sdo: diminui¢cao de potenciais
problemas vistos com o uso de plasmideos como a integracao incontrolada do
DNA do plasmideo no genoma hospedeiro e respostas imunes nédo desejadas
causadas por plasmideos bacterianos, além de ndo conter genes de resisténcias
a antibiéticos que podem ser passados para bactérias patogénicas. A sua baixa
taxa de regides off-target se deve ao fato das moléculas modificadas do CRISPR
ficarem pouco tempo disponiveis dentro da célula, pois sdo rapidamente
degradadas (Ramakrishna et al., 2014).

Este método pode ser amplamente manufaturado devido a sua facilidade

em customizar os peptideos.
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4.7 Terapia Génica

Terapia génica consiste em inserir, em um ser vivo, DNA sadio, buscando
que este substitua, manipule ou suplemente genes inativos ou disfuncionais
(LINDEN, 2010). De acordo com Artioli et al. (2007), terapia génica é um conjunto
de técnicas que permitem a insercdo de um gene sadio em células alvo que
apresentam algum tipo de desordem genética hereditaria ou ndo, gerando a
correcdo dos produtos génicos inadequados. O material sadio inserido tem por
objetivo gerar proteinas funcionais (ou aumentar a sua produc¢do), regular a
expressdo de outros genes, ativa-los ou inativa-los. Segundo o DeCs
(Descritores em Ciéncias da Saude), a definicdo exata de terapia génica é: “séo
técnicas e estratégias que incluem o uso de sequéncias génicas codificadoras e
outros meios convencionais e radicais para transformar ou modificar as células

com o propésito de tratar ou reverter situacdes de doenga”.

O conceito de terapia génica existe mesmo antes de conhecermos as
ferramentas de DNA recombinante. Nos anos 60 aconteceu a primeira tentativa
de terapia génica, usando DNA para tratar hiperargininemia com a aplicacdo do
virus papiloma de Shope, conhecido por expressar arginase, porém nao houve
melhora clinica. Na década de 70, foram feitos os primeiros vetores e logo tinha-
se as ferramentas necessarias para a terapia génica. Em 80, a tecnologia do
DNA recombinante conquistou a comunidade cientifica e pela primeira vez um
vetor recombinante foi testado em humanos como veiculo de modificagdo do
genoma. Este primeiro passo tinha por objetivo tratar a 3-talassemia transferindo

0 gene da B-globina para as células do paciente.

Este experimento ndo resultou em melhora clinica do paciente e o
pesquisador responsavel sofreu censura por executar o protocolo clinico sem
prévia autorizagcdo dos Orgados na época. Estes exemplos levaram os
pesquisadores a serem mais cautelosos e a investigarem melhor o protocolo
antes de ir para a fase clinica. Em meados de 90, foi realizado o primeiro
protocolo clinico com autorizagdo do FDA (Food and Drug Administration), com
0 objetivo de tratar 2 pacientes com imunodeficiéncia priméaria, sendo que um
dos pacientes obteve melhora, sendo praticamente curado e com poucos efeitos

colaterais. Estes avancos na terapia génica impulsionaram o seu crescimento e
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disseminacéo, e até a data de 2015 foram executados cerca de 2140 protocolos
clinicos com terapia génica ao redor do mundo (COSTANZI-STRAUSS;
STRAUSS, 2015).

Ainda de acordo com COSTANZI-STRAUSS e STRAUSS (2015)
podemos elencar diversos estudos que obtiveram sucesso na técnica como
terapias para Imunodeficiéncia severa combinada-deficiéncia de adenosine
deaminase (ADA-SCID), Imunodeficiéncia severa combinada-deficiéncia de
IL2RG (X-SCID), Doenca granulomatosa cronica ligada ao X (X-CGD), Sindrome
Wiscott-Aldrich (WAS), entre outras. A maioria dos exemplos sdo de doencas
monogénicas, especialmente as que podemos tratar as células tronco
hematopoiéticas. Além disso diversos vetores ja foram aprovados e estdo sendo
comercializados. Os estudos com um numero maior de pacientes sdo 0s
direcionados para o tratamento de cancer e até 2015 cerca de 67% dos estudos
em fase clinica Ill e 100% dos estudos em fase IV tinham como alvo o tratamento

do cancer.
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4.8 Aplicacdes do CRISPR-Cas9 na terapia génica

Um dos primeiros casos de edicdo de genoma in vivo bem-sucedido foi
obtido pelo grupo de Yin em 2014. Yin et al (2014) propuseram a corre¢cao da
tirosinemia hereditaria do tipo | num modelo de rato para a doenca. A doenca é
causada pela mutagdo na enzima fumarilacetato hidrolase (FAH), responséavel
pela dltima etapa da cataboliza¢édo da tirosina. O modelo animal possui mutagao
pontual G—A no ultimo nucleotideo do éxon 8, semelhante a do ser humano.
Esta mutacao faz com que no splicing e formacéo da proteina esse éxon seja
excluido, gerando a proteina instavel FAH. A deficiéncia desta proteina gera
acumulo de metabdlitos toxicos como o fumarilacetato nos hepatdcitos levando
a danos severos ao figado. Para esse estudo foi usado um sgRNA e a Cas9
além de um DNA dupla fita doador com a sequéncia sem a mutacdo. A
maquinaria do CRISPR foi entregue através de um vetor (pX330) enquanto que
o dsDNA foi através de oligo. Apoés trés meses do estudo foi observado grande
melhora no quadro de sintomas correlacionados a doenca nos animais, desde a
diminuicdo da perda de peso ao aumento de hepatdcitos que produziam a
enzima FAH normal.

Em 2014 Ding e seu grupo propuseram a edicdo no genoma de ratos no
gene PCSK9, responsavel pela producdo da proteina PCSK9 (proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9), cuja deficiéncia esta correlacionada com a
reducédo dos niveis de LDL (proteina carregadora de lipidios de baixa densidade)
e protecao contra doencas cardiovasculares. Portanto, o objetivo do estudo foi
inserir mutacdes no gene associado a esta proteina de modo a fazé-la perder a
sua funcéo, tornando os ratos deficientes para esta proteina. Foi usado
adenovirus para a entrega da maquinaria do CRISPR-Cas9. Como resultado,
apos pelo menos 4 dias da administracdo do material genético houve uma taxa
de mutacdo no gene alvo superior a 50%, levando a diminui¢cdo dos niveis de
LDL no plasma. N&o houve mutagéo off-target, mostrando que a edi¢cdo do gene
alvo foi eficiente e fazendo desta abordagem um potencial candidato para edi¢cdo
de genoma em humanos.

Para demonstrar o potencial da técnica de forma mais complexa, foram
feitos diversos experimentos com embrides, cuja aparelhagem do CRISPR-Cas9

introduzida num zigoto ou numa fase embrionaria precoce proporcionando
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modificacdes no genoma de todas as células do organismo, bem como as células
de linhagem germinativa, podendo essas alteracdes permanentes serem
transmitidas para os descendentes, possibilitando a eliminagcdo de doencas
hereditarias (RAMOS, 2016).

Em 2013, Wu e seu grupo corrigiram com o CRISPR-Cas9 uma doenca
genética, um tipo de catarata cuja causa estd na mutacdo dominante no gene
Crygc. No seu estudo, o CRISPR-Cas9 (sgRNA e mRNA da Cas9) foram
injetados em zigotos e 0 sgRNA teve como alvo o alelo mutado do gene Crygc.
A mutacdo gera a delecdo de um par de bases no éxon 3 do gene Crygc. O
experimento teve uma alta taxa de correcdo da mutacédo, sendo que dos 22
filhotes nascidos, 10 apresentaram alteracdes no seu DNA, conferindo a 6 deles
o fendtipo sem a doenca.

Para a edicdo de genomas células somaticas ex vivo S0 necessarios
protocolos rigidos para que depois da correcdo do gene as células possam ser
replantadas no individuo (RAMOS, 2016).

Desde 2007 é possivel desenvolver células estaminais induzidas a partir
de fibroblastos humanos (iPSCs). As iPSCs se propagam infinitamente e podem
se diferenciar em qualquer célula do organismo. Além deste tipo de
reprogramacdo celular, hd também a reprogramacdo direta de células
somaticas, que tem menores passos de reprogramacao celular, diminuindo as
mutacdes ndo desejadas.

Em 2014, o grupo de Xie usou o CRISPR-Cas9 para reprogramar iPSCs
para o tratamento da B-talassemia em células de paciente duplamente
heterozigoto para as mutacdes (mutacdes no promotor na regido -28 A/G e
delecdo de 4pb (TCTT) do cédon 41 e 42 do éxon 2 no gene HBB) que geram a
doenca. Antes de injetar o sgRNA nas iPSCs, foi feito um teste para avaliar a
eficiéncia da transfeccdo e nele foram transfectados o sgRNA em linfocitos T,
rendendo uma taxa de eficiéncia de transfeccédo superior a 60%. Foi também
avaliado a taxa de DSB de cada sgRNA e a mais eficiente foi utilizada. O método
usado para entrega do CRISPR-Cas9 foi um plasmideo. Como concluséo, a
correcdo foi efetiva e ndo foram observados efeitos off-target nas iPSCs
corrigidas. As células mantiveram sua capacidade pluripotente e apresentaram
cariotipos normais. Para avaliar a efetividade da recombinacdo homologa em

protocolos ex vivo, € feito um processo de selecdo das células, por meio da
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adicdo de um gene de resisténcia a um antibidtico. Apenas as células que
tiverem o gene de resisténcia, as mesmas que sofreram recombinacao
homéloga, serdo selecionadas. Apds a selecdo das células que sofreram
recombinacdo homologa, as mesmas sdo separadas para sofrerem a
diferenciacdo celular em precursores funcionais de células sanguineas que
podem ser usadas para transplantacdo (RAMOS, 2016). Ainda de acordo com
Ramos (2016), a vantagem da terapia génica ex vivo € poder selecionar e
analisar as células antes de transplanta-las. Apenas as células que tiverem o
gene corrigido e ndo apresentarem mutacdes off-target serdo transplantadas de
volta no paciente, aumentando a eficiéncia e precisao do tratamento.

Outra aplicacdo de terapia génica com a ferramenta CRISPR-Cas9 ex
vivo é na tentativa de combater o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Existem diversos estudos que buscam combater a infeccéo pelo virus, uma vez
que ele se integra no genoma do hospedeiro por toda a sua vida. O virus se
esconde nos linfocitos T de memaria no periodo de laténcia, mesmo na presenca
de farmacos antivirais. Uma forma de combater a infec¢éo € direcionando a Cas9
para a por¢cdo do DNA que estd com o DNA viral integrado dos linfocitos T
infectados (RAMOS, 2016).

Num desses estudos, em 2015, o grupo de Liao usou CRISPR-Cas9 para
interromper o genoma viral integrado na fase de laténcia, para assim fornecer a
defesa adaptativa a longo prazo para novas infeccfes virais, expressao e
replicacdo do HIV em células humanas. Para isso eles usaram sgRNAs tendo
como alvo genes responsaveis pela integracdo do DNA viral nas células
humanas. Foram usadas as células HEK 293A e os genes especificos para alvo
foram os genes: gag e env (estruturais), pol (enzimatico) e vif e rev (genes
acessorios). Como resultado houve uma reducdo da expressao desses genes
nas células que receberam o vetor com o sgRNA. O grupo notou também, que
0s vetores cujo alvo eram as sequéncias de LTR foram mais efetivas do que
outros, indicando a importancia da expressao deste gene no ciclo de vida do
virus. Apos este teste, CRISPR-Cas9 foi usado contra o DNA viral ja integrado
nas células hospedeiras. A carga viral destas ceélulas foi diminuida com a co-
transfeccéo da Cas9 e dos sgRNAs anti-LTR, tornando a técnica um potencial

tratamento para portadores do virus.
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Além destes avancos em terapia ex vivo, segundo Cyranoski, em 2016,
cientistas chineses obtiveram aprovacao ética para injetar, em humanos, células
modificadas com a técnica do CRISPR-Cas9. O grupo que conseguiu esse
marco € liderado pelo oncologista Lu You. Seu projeto abrangera pacientes que
tiveram cancer de pulmao com células metastaticas e que os tratamentos como
quimioterapia, radioterapia e outros tratamentos falharam. Eles fardo a extragao
de células do sistema imune dos participantes e fardo a edicdo de genoma com
o CRISPR-Cas9 tendo como alvo o gene que codifica a proteina PD-1, que
normalmente checa a capacidade das células de ter uma resposta imune. As
células editadas serdo multiplicadas em laboratério e depois serédo
reintroduzidas na corrente sanguinea dos pacientes. A proposta é silenciar o
gene para a proteina PD-1, mas também inclui silenciar um outro gene e
adicionar um terceiro. A edi¢do dessas células tem como expetativa inibir o gene
da PD-1 com maior eficiéncia e, multiplicando as células, promover o gatilho para
uma resposta do sistema imune contra tumores. Pesquisadores temem que a
modificacdo nos linfécitos T e ndo nas células cancerigenas levem-nas a
atacarem outros 6rgdos como o intestino, adrenais e outros tecidos saudaveis.
Outros pesquisadores justificam que as células afetadas pelo tumor néo estédo
acessiveis para tratamento. Os testes de fase | seréo realizados com 3 diferentes
regimes de dosagens, em dez pessoas, com aumento gradativo na dose,
iniciando com um paciente que sera monitorado de perto para efeitos adversos.
Os pesquisadores também monitorardo marcadores no sangue dos pacientes
para averiguar se o tratamento esta funcionando.

Em 2017, o grupo de Xu usou a técnica do CRISPR para retirar o receptor
CCRY5, receptor de gquimiocinas, em células humanas CD34+ HPSCs validando
a técnica a longo prazo em ratos NOD/Prkdcsed/IL-2Ry™!. Usando sgRNA que
possuia 17-18pb. ApGs teste em células in vitro, foi usada a sequéncia de sgRNA
com maior especificidade e eficacia. Apos a edi¢do nas células CD34 + HPSCs
(human pluripotent stem cells — células tronco humanas pluripotentes), estas
foram transplantadas nos ratos resultando numa répida e eficiente reconstituicao
em todos os animais. Apos 30-47 semanas da reconstituicdo dos animais, a
remocao do receptor CCR5 em média foi de 31,2%, consistente com 0 mesmo
teste nas primeiras 12 semanas. Foi observado neste estudo que as células

editadas humanas sofreram quimerismo com as células dos ratos e



54

apresentaram o genotipo com as alteracdes, além destas sofrerem diferenciacao
e maturacdo em outras células sanguineas dos animais. Isto indicou que o
tratamento com células editadas com o sistema CRISPR-Cas9 manteve
atividade hematopoiética a longo termo, repopulando e diferenciando-se em
todas as linhagens hematopoiéticas.

A Ultima e ndo menos importante mencdo de terapia génica com o
CRISPR-Cas9 trata-se de um artigo recente, publicado em agosto de 2017.
Segundo Biotec (2017) Ma e seu grupo, em 2017, utilizou a técnica do CRISPR-
Cas9 para editar o gene MYBPC3 em embriées humanos, cuja mutacao causa
0 espessamento do musculo cardiaco e gera a cardiomiopatia hipertrofica,
principal causa de morte subita em atletas jovens. Essa mutacdo € dominante,
portanto basta que o embrido receba uma cépia do gene mutante de um dos pais
para que ela se manifeste. Eles introduziram o CRISPR-Cas9 em odcitos
saudaveis e os fertilizou com espermatozoides contendo a mutacdo no gene
MYBP3. Dos 58 embrides fertilizados com a mutagéo, 42 foram editados com
sucesso, mostrando uma grande eficiéncia da técnica. Porém, a davida sobre o
artigo surge quando os préprios autores afirmam que em vez da substituicdo dos
genes mutados, que foram clivados pela Cas9, ser feita com a fita molde inserida
junto da maquinaria do CRISPR, parece que a correcédo da quebra foi feita com
0 gene materno que estava proximo a quebra. Esse acontecimento nédo foi
observado em nenhum outro experimento com esta técnica que levou a outros
cientistas a questionar se o reparo realmente ocorreu. Um grupo de 6 cientistas
liderados por Egli publicou um artigo no mesmo ano sugerindo explicacbes para
o fato observado pelo grupo de Ma em 2017. Dentre essas explicaces, consta
que logo ap6s a fertilizacdo do 6vulo, os DNAs maternos e paternos ndo se
encontram préximos o suficiente para interagirem ou compartilharem genes, ndo
tendo como o DNA do odécito ter servido de molde para corrigir o gene defeituoso,
porém é possivel que alguns embrides nao tenham recebido o DNA paterno e
assim nunca herdaram a mutagdo, porque em alguns procedimentos de
fertilizacdo in vitro, alguns embrides podem comecar a se desenvolver a partir
apenas do DNA materno, caracterizando-se como partenogénese. Eles também
afirmam que o grupo de Ma (2017) foi levado acreditar que a mutacéo foi
corrigida porque os testes feitos ndo foram capazes de mostrar alguns outros

possiveis resultados. O ensaio usado ndo foi capaz de detectar uma grande
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delecdo no gene paterno (que é muito comum em ensaios com a técnica do
CRISPR-Cas9, incluindo a regido onde o primer que foi usado para detectar a
presenca da sequéncia alvo se ligaria no teste. Eles detectaram apenas
modificacdes na regido alvo usando PCR e sequenciamento usando um primer
que se liga a um local préximo aonde estaria a mutacdo, esperando que esse
primer amplificasse a sequéncia do gene paterno mutado ou corrigido e esse
primer também se ligaria ao DNA materno saudavel. Apés 0 sequenciamento
desses DNAs eles poderiam ter duas sequéncias diferentes e saberiam que o
gene paterno estava diferente do materno. Caso fosse encontrada apenas uma
sequéncia significaria que os dois genes estavam iguais. Porém eles nao
previram que o CRISPR poderia cortar além da sequéncia alvo e acabaria
deletando também o local onde o primer se ligaria ao DNA paterno e, assim, o
primer ndo poderia amplificar o gene paterno. Logo, a Unica sequéncia
observada veio apenas do DNA materno e este era saudavel, fazendo-os crer
gue a mutacdo no gene paterno foi corrigida quando pode néo ter sido (BIOTEC,
2017).
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4.9 Outras aplicacdes do CRISPR-Cas9

4.9.1 Interferéncia e ativagéo por CRISPR

Em 2016 o grupo de Savidis usou a tecnologia CRISPR-Cas9 para
descobrir quais proteinas humanas sdo necessérias para a replicacdo do ZIKA
virus (ZIKV), descoberta essencial para combater o virus, seja por meio de
vacinas ou outras terapias. Eles usaram CRISPR para clivar os genes que
codificam algumas das proteinas que interagem com 0s virus e inseriram nelas
algumas mutacdes que tornariam essas proteina ndo funcionais. Esse
experimento foi realizado contra diversas proteinas e quando o virus nédo se
replicou nas células H1-HelLa, eles notaram que elas eram essenciais para a sua
replicacao.

Existem diversas aplica¢cdes da dCas9, tal como a repressao/ativacéo de
um gene. Ao se ligar ao DNA, a dCas9 reprime a transcricdo desta regido por
impedimento estereoquimico da RNA polimerase, pois a dCas9 pode estar
ligada a um dominio repressor sendo guiada até o local alvo pelo sgRNA e este
dominio repressor ir4 se ligar a essa regido alvo suprimindo genes especificos.
Este uso da dCas9 recebe o nome de interferéncia pelo CRISPR. Entretanto, é
possivel ligar dCas9 a ativadores transcricionais, obtendo-se ativacao pelo
CRISPR, cujo ativador ser& levado para a regido alvo do DNA e a expressao
deste gene serd aumentada (RAMOS, 2016; BIOTEC, 2017).

Pode-se também fusiona-la com modificadores epigenéticos, como o
VP64 ou KRAB, fazendo-a regular a ativacdo ou supressdo do gene alvo,
blogueando fisicamente de se ligar aos fatores de transcricdo. Porém esta
regulacdo é baixa e varia bastante de acordo com sgRNA. Para se intensificar
esta regulacao pela dCas9, pode-se direcionar diferentes sgRNAs para multiplos

alvos no mesmo gene (RAMOS, 2016).
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4.9.2 Correcao de mutagfes de uma unica base

A dCas9 também é usada para localizar um segmento do genoma com a
ajuda do sgRNA ligado a ela, mas sem cliva-lo, podendo ligar a dCas9 uma outra
proteina que também ira para o local alvo do DNA e a proteina pode ser uma
enzima (deaminase) que é capaz de converter citosina em uracila e como as
células leem uracila como timidina, a dCas9 pode ser usada para corrigir
doencas causadas por mutacfes onde a timidina foi substituida por citosina
(BIOTEC, 2017).

4.9.3 Localizagéo in situ por CRISPR

Além das funcdes acima, a dCas9 também pode ser ligada a uma proteina
fluorescente, como a EGFP (proteina verde fluorescente) e ser usada para
localizar genes de interesse em células vivas. Esta técnica € conhecida como
localizacéo in situ, e ela torna possivel acompanhar a movimentacédo do material
genético ao longo das fases do ciclo celular. Para o uso da dCas9 em screening
prefere-se poucos sgRNAs, pelo tamanho das bibliotecas (BIOTEC, 2017;
NATUREVIDEOCHANNEL, 2017; RAMOS, 2016).

4.9.4 Aumento da transcricdo genética por CRISPR

Ao desativar completamente a Cas9 para que ela ndo consiga mais cortar
DNA é possivel também adicionar fatores de transcricdo a Cas9 fusionando-os
diretamente ou por meio de adicdo de uma sequéncia de peptideos e, assim, 0s
ativadores sdo recrutados para o RNA guia. Os ativadores recrutam a maquinaria
de transcricdo da célula, trazendo a RNA polimerase e os outros fatores da
transcricdo para a sequéncia alvo aumentando a transcricdo daquele gene alvo
(NATUREVIDEOCHANNEL, 2017)
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4.9.5 Evitar traducdo do RNAmM

Outro aperfeicoamento feito na Cas9 possibilitou 0 seu uso em RNA
também. Essa Cas9 é capaz de se ligar a RNAm evitando a sua tradug&o. Além
de poder se ligar ao RNA ela é capaz de cortar o RNA como j& acorre nas
bactérias (BIOTEC, 2017).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica CRISPR-Cas9 vem se mostrando uma potencial ferramenta de
tratamento para as mais diversas doencas, devido a sua versatilidade, baixo
custo, facil design e manejo.

E uma tecnologia que esta em constante aprimoramento e vemos a cada
dia mais e mais estudos usando a técnica em células humanas ou em outros
primatas.

Com os devidos ajustes e com 0s propositos em prol do bem maior da
sociedade serd um excelente aliado nos mais diversos propdsitos que excedem
o béasico do funcionamento de ferramenta de corte de DNA, como a visualizagado
das células durante a divisdo celular, silenciamento ou aumento da expressao
de genes diversos dentre outras funcionalidades.

Além disso com a grande divulgacdo a técnica nos meios nédo
académicos, temos um aumento ainda maior em estudos em prol do CRISPR

fortalecendo ainda mais a busca pelo conhecimento acerca dele.
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