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RESUMO

Genes e mutacdes causadoras de doencgas genéticas sdo uma preocupacao para a qualidade de vida dos
seres humanos, uma vez que, para a maioria delas, ainda nao existe cura ou tratamento eficaz para
amenizar os sintomas. Estudos utilizando tecnologias capazes de editar ou modificar a sequéncia dos genes
vem sendo publicados. Recentemente, uma nova tecnologia capaz de cortar o DNA inserir novas
informacoes, ou até mesmo exclui-las, foi descoberta. Conhecida como CRISPR/Cas9, essa técnica
possibilita a edicdo ou modificagdo do genoma de qualquer organismo: humano, animal, vegetal ou
bactérias. Diversos estudos relacionados ao uso de CRISPR/Cas9 para a edicdo de genes e mutacbes em
modelos animais ja foram publicados. Para humanos, os estudos baseiam-se em identificacdo e edigdo de
mutagdes causadoras de doencas genéticas. Essa revisdo aborda alguns desses estudos, trazendo também

exemplos da aplicacdo da técnica CRISPR/Cas9 no tratamento de doencas genéticas em seres humanos.

Palavras-chave: CRISPR/Cas?9. Biologia molecular. Doengas genéticas. Biotecnologia.

1. ATECNICA CRISPR/CAS9

A técnica conhecida como Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas (do inglés Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR), que
conferiu a Emanuelle Charpentier (pesquisadora no instituto Max Planck, Berlin - Alemanha) e a Jennifer
Doudna (pesquisadora na Universidade da California, Berkeley - Estados Unidos) o prémio Nobel em
Quimica, vem fomentando discussdes no meio cientifico principalmente no que diz respeito as possiveis
aplicacGes da técnica na engenharia genética para o tratamento de doencas de origem genética ou para a
producao de alimentos impulsionada pela utilizagao de organismos geneticamente modificados.

Primeiramente descrito como uma alternativa a imunidade adaptativa em procariontes
(organismos unicelulares com menor complexidade na organizacdo do material genético), esse mecanismo
baseia-se na incorporagdo de pequenos fragmentos de DNA (acido desoxirribonucleico) invasor no genoma
do hospedeiro intermediado pela enzima Cas, fazendo com que o organismo - anteriormente patogénico ao
procarioto - seja reconhecido como semelhante (Burmistrz & Pirc, 2015). A descoberta desse processo de
imunidade adaptativa desses micro-organismos, possibilitou que o modelo fosse adotado pela comunidade

cientifica como uma técnica alternativa para edicdo génica (Makarova et al., 2011).
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A técnica consiste basicamente em utilizar como base um sistema bacteriano (vetor de
Streptococcus pyogenes) modificado, o qual permite inserir uma sequéncia de 20 nucleotideos, que ira
conduzir ou guiar a enzima Cas9 até a regido alvo do genoma, para entdo realizar o corte na dupla fita de
DNA (Doudna & Charpentier, 2014).

Na natureza, o sistema CRISPR/Cas9 funciona no combate a bacteriofagos (virus que infectam
bactérias), inserindo partes do genoma desse virus, na regido conhecida como CRISPR do genoma
bacteriano. Assim, durante a proxima invasdo do bacteriofago, o locus CRISPR é transcrito em pequenos
RNAs (chamados crRNAs) que se ligam a algumas proteinas especificas que reconhecem o DNA invasor
como semelhante e o quebram em pequenos fragmentos, fazendo com que ele perca a viruléncia (Gasiunas
et al, 2012).

No laboratorio, a ideia é muito semelhante. Primeiro deve-se saber qual regido de interesse do
genoma sera editada, podendo ser completamente excluida ou modificada. A partir dai, o proximo passo é
desenhar uma sequéncia de RNA com aproximadamente 20 nucleotideos o qual servira como guia (gRNA)
para o sistema CRISPR/Cas9 no genoma da célula alvo. Uma vez que um gRNA é projetado e expresso na
célula de interesse, a enzima Cas9 liga-se a ele, formando um complexo que reconhecera uma segunda
regido conhecida como Motivo Adjacente ao Protoespacador (do inglés proto-spacer djacent motif, PAM).
Uma vez reconhecido, a sequéncia do gRNA ligar-se-a por complementariedade a sequéncia do DNA, e a
enzima Cas9 promovera a quebra da dupla fita do DNA nessa regido (Doudna & Charpentier, 2014).

Quando ocorre o corte na dupla fita de DNA, existem dois mecanismos diferentes de reparo que as
células poderdo utilizar: a jungdo das extremidades ndo homologas (do Inglés: Non-homologous end joining,
NHEJ) ou o reparo dirigido por homologia (do Inglés: Homology-directed repair, HDR). O NHEJ é mais rapido
e mais propenso a erros e mutacdes do tipo InDels (Insercées ou delecdes) pois adiciona nucleotideos
aleatorios para realizar a correcdo da dupla fita; ja o mecanismo de reparo HDR necessita de um molde
para que a correcdo da dupla fita seja realizada; esse mecanismo é frequentemente utilizado para corrigir
mutagoes (Doudna & Charpentier, 2014).

A edicao ou nocaute de genes tem sido amplamente utilizada em diversos estudos com modelos
animais, vegetais e celulares. Em camundongos, por exemplo, a técnica CRISPR/Cas? foi utilizada para
alterar mutacGes de uma base/nucleotideo em células embrionarias, com 100% de eficiéncia na alteragdo

de uma base de timina para citosina (T>C) (Liang et al., 2017). Além disso, o uso de CRISPR/Cas? obteve
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resultados de 90 a 100% de eficiéncia no silenciamento de genes completos em células de camundongos e

macacos (Zuo et al., 2017).

2. CRISPR/CAS9: IMPORTANTE FERRAMENTA NO COMBATE A DOENGCAS EM SERES
HUMANOS

Recentemente, foram publicadas pesquisas que abordam o uso do sistema CRISPR/Cas9 na
remocdo do virus HIV de células de camundongos, obtendo bons resultados na eliminagdo do virus das
células hospedeiras (Yin et al., 2017) e demonstrando um passo significativo em direcdo a ensaios clinicos
em seres humanos.

Diversas mutagoes relacionadas a diferentes tipos de cancer foram estudadas com o intuito de
buscar maior conhecimento sobre a origem e os principais mecanismos moleculares ou vias metabdlicas
relacionadas na manifestacdo da doenca. Esse conhecimento contribuira ndo somente para o tratamento
adequado ou personalizado bem como, para o avango nas pesquisas sobre a cura do cancer.

Como exemplo, a tecnologia CRISPR/Cas? foi usada para diminuir a quantidade de células de
leucemia em xenoenxertos em camundongos, pela alteracdo no gene ASAL7 (Additional sex combs like 1)
(Valetta et al., 2015); o gene SHC SH2-binding (SHCBP) foi editado usando a mesma tecnologia visando
inibir a proliferacdo de células do cancer de mama (Feng et al,, 2016). O gene CDKI1 (Cyclin-dependent
kinase 1) foi silenciado utilizando CRISPR/Cas? para estudar osteosarcoma (Feng et al., 2015), e o gene da
leucemia mieloide (MCL-1) foi deletado em células BL humanas para induzir a apoptose das mesmas células
(Aurbey et al., 2015).

A tecnologia de CRISPR/Cas9 também ja foi empregada para silenciar a proteina de superficie
celular MUCI8, responsavel por causar alergias em vias aéreas e células nasais (Chu et al., 2016), e para
reestabelecer o desenvolvimento normal de células T em células com deficiéncia de JAK3, apos episodios
de alergias (Malaviya et al., 2015).

A doenga genética conhecida como distrofia muscular de Duchenne é uma desordem que acomete
a musculatura em humanos. E caracterizada por uma deficiéncia no gene da distrofina (do Inglés:
dystrophin, gene DMD) e ja existem pesquisas utilizando a tecnologia de CRISPR/Cas9 para corrigir as
mutagdes no gene DMD (Long et al,, 2014). A correcdo de outras doencas genéticas por meio da edicdo

génica vem tornando-se importante fonte de esperanca para pessoas que sofrem com essas desordens,
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geralmente em modelos de camundongos ou em cultura celular /n vitro. O gene PCSK9 (Proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9) foi corrigido utilizando CRISPR/Cas9 em células de camundongo com
arteriosclerose (Seidah et al., 2013). A mesma técnica foi utilizada para suprimir a expressao do gene mHTT
(HTT gene) em células de camundongo para prevenir a doenca de Huntington (Yang et al,, 2017). Para o
Alzheimer, importante doenca genética que afeta neurdnios e memoria, CRISPR/Cas9 foi utilizado para
corrigir uma mutacao ancestral relacionada ao gene PSENI (Presenilin 1) e PSEN2 (Presenilin 2) (Pires et
al., 2016; Rohn et al., 2018).

Além das doencas genéticas, a edi¢do de genes relacionados a desordens metabdlicas vem sendo
realizadas na busca por tratamentos eficazes. As doencas metabdlicas sdo causadas por defeitos nas
proteinas transportadoras, que resultam em um anormal metabolismo de carboidratos, proteinas e
gorduras. O gene Pah foi editado em camundongos usando CRISPR/Cas9 com o intuito de reverter a
fenilcetonuria, doenca autossomica recessiva que acomete o figado (Villiger et al., 2018); outro estudo,
também utilizando camundongos, corrigiu mutacdes no gene Fah, responsavel pela tirosenemia hereditaria
(Shao et al., 2018). Outras doencas metabdlicas importantes como beta-talassemia (Xie et al., 2014), fibrose
cistica (Schwank et al., 2013) e catarata (Yuan et al,, 2017) tem sido estudadas utilizando a tecnologia de
edicdo génica para corrigir as suas mutagoes.

InfecgBes virais sdo importantes meios de alterag6es imunoldgicas e sistémicas em humanos.
Visando tornar-nos resistentes a virus patogénicos, a tecnologia de CRISPR/Cas9 vem sendo empregada.
Estudos modificando e até mesmo excluindo proteinas receptoras de virus em macrofagos, € o foco
principal para evitar a infeccdo em células humanas. Exemplo disso séo estudos relacionados ao virus HIV
(Ebina et al., 2013), hepatite B (Dong et al., 2015), e infecces pelo virus do papiloma humano (HPV) (Yoshiba
et al, 2019).

3. CRISPR EM ANIMAIS DE PRODUCAO
Em animais de producao, a técnica CRISPR/Cas9 também apresentou resultados promissores. Em
um estudo relacionado ao bem-estar e controle de zoonoses em bovinos, foram inseridas bases no genoma

do animal para torna-lo resistente a tuberculose (Gao et al., 2017). Neste estudo, os autores obtiveram

sucesso na formacdo de células fibroblasticas (responsaveis pela sintese de colageno e elastina)

ISBN 978-65-998418-0-4 - AGOSTO/ 2022 36

futuro

licagdes e

30 génica: ap

CAPITULO 2 - Era da edi¢



transgénicas ao inserir uma sequéncia de DNA responsavel pela formagdo de proteinas macrofagicas
(NRAMP1) responsavel por aumentar a resisténcia a tuberculose em bovinos.

Em galinhas, estudos também demonstram a importancia da técnica de edicdo de genes
responsaveis por caracteristicas de interesse econémico. Um exemplo disso foi um estudo onde a
diferenciacdo de células-tronco embrionarias (ECSs) em espermatozoides (SSCs) foi investigada por
nocaute do gene Stra8- um gene relacionado ao processo de divisdo e multiplicacdo celular em células de
mamiferos (Zhang et al., 2017). Como resultado, o nocaute do gene foi confirmado e a geragdo de SSCs foi
bloqueada nestas células, indicando que o sistema CRISPR/Cas9 foi eficaz para realizar o nocaute do gene
Stra8 em células de frango, inibindo a diferenciagdo de ECSs em SSCs (Zhang et al., 2017). Além disso, o
CRISPR/Cas9 foi usado para deletar um Unico aminoacido no gene NHEI, conferindo resisténcia das galinhas

a um importante patogeno chamado subgrupo J do virus da leucose aviaria (Koslova et al., 2020).

4. CRISPR NA AGRICULTURA E PRODUGAO VEGETAL

0 método CRISPR/Cas9 de edigdo de genes foi adotado em mais de 20 espécies cultivaveis (Ricroch
et al,, 2017) para vérias caracteristicas, incluindo melhoria de rendimento, gerenciamento de estresse
bidtico e abidtico. A edicdo de genoma baseada em CRISPR/Cas9 tem sido utilizada para aumentar a
resisténcia de culturas as doencas e para melhorar a tolerancia a grandes estresses abidticos, como seca
e salinidade.

Estudos demonstraram a aplicagao da abordagem de edicao de genoma em arroz relatando a
utilizagdo da técnica para melhorar os estresses hidticos e abidticos (Zhou et al., 2015). No trigo, a
quantidade de ferro foi alterada utilizando o sistema CRISPR/Cas9 para edicado (Connorton et al., 2017), bem
como a resisténcia a alguns compostos quimicos (Wang et al., 2014).

Para soja, a biossintese de carotenoides foi estudada utilizando o sistema de edi¢do de genomas
(Du et al., 2016) e, além disso, melhorias no amadurecimento do tomate bem como sua tolerancia e
resisténcia a seca também foram estudados trazendo bons resultados para a produgdo vegetal (Ito et al,,
2015; Wang et al., 2017). Devido as suas vantagens de simplicidade e alta eficiéncia, o sistema de edi¢do de
genoma baseado em CRISPR/Cas9 esta tornando-se uma ferramenta poderosa na pesquisa em ciéncia de

plantas, proporcionando melhorias para a agricultura e producao vegetal.
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5. CRISPR/CAS9: RESULTADOS PROMISSORES

Os resultados positivos que os estudos com CRISPR/Cas9 vém obtendo sugerem que esta técnica
pode ser utilizada na edicdo de genes candidatos para regular diferentes caracteristicas, sejam elas de
interesse econdémico para a producdo de alimentos ou para o tratamento de doencas de origem genética
ou ainda, para caracterizar a funcdo de genes, uma vez que algumas caracteristicas podem ser reguladas
por um ou mais genes.

0 uso de ferramentas de engenharia genética tem contribuido para entendermos quais genes estao
envolvidos com os mecanismos moleculares que determinam os fenétipos ou caracteristicas em diversos
organismos. Mais especificamente a técnica CRISPR/Cas9, provou-se como uma metodologia poderosa
para a edicdo de genes e combate as doencas, criacdo de organismos mais resistentes e eliminacdo de
patogenos.

Aqui, pudemos ver um breve resumo de como a tecnologia de edi¢do génica vem contribuindo para
0s avangos na area animal e medicina humana. Muitos estudos ainda precisam ser realizados para validar
todos esses resultados até que seja possivel aplica-los. Entretanto, uma nova Era se inicia e junto dela a
esperanca para novos tratamentos capazes de conter e corrigir as doengas genéticas, trazendo beneficios

e melhoria na qualidade de vida dos seres humanos.
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