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Atécnica conhecida como “CRISPR” tem impactado de maneira singular o
campo da Biologia Molecular por permitir a edi¢io genética de virias espé-
cies de forma simples, rdpida e a baixo custo. Essa ferramenta foi desenvolvida
a partir da descoberta do lécus CRISPR em procariontes, quase trinta anos
atras. Diversos estudos evidenciaram que este lécus age como um sistema imune
adaptativo de bactérias e arqueias, reconhecendo e degradando o DNA de pa-
tégenos, além de armazenar estas informacdes em seus genomas, protegendo-os
assim de eventuais reinfeccdes. A partir desse conhecimento foi possivel desen-
volver a tecnologia de edi¢cdo genética “CRISPR’, composta pela endonuclease
Cas9, que funciona como uma tesoura molecular, e por um pequeno RNA guia
que direciona os cortes dessa tesoura. A utilizagdo dessa ferramenta tem permi-
tido a inativa¢io de genes (nocaute), inser¢io de elementos genéticos (knock-in),
silenciamento génico, mapeamento gendmico, entre outras aplicac;ées. CRISPR
é um exemplo de conexio bem-sucedida entre ciéncia bésica e aplicada, demons-
trando que os esforcos despendidos na compreensio de mecanismos molecu-
lares presentes em espécies simples podem proporcionar enormes avancos na
medicina e biotecnologia.
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O HISTORICO
DA EDICAO GENETICA

possibilidade de alterar de maneira con-

trolada e precisa a informagio genética
das espécies para fins de pesquisa cientifica,
producio de firmacos, geragio de plantas
resistentes a estresses bidticos e abidticos —
entre muitos outros, como a terapia génica —
tem sido uma busca constante da ciéncia nas
tltimas décadas.

Algumas formas de se modificar o DNA ja
existiam desde a década de 1980, mas elas
eram inespecificas (nio se sabia o local exato
onde ocorreria a alteragio) e apresentavam
baixa taxa de sucesso. O primeiro grande
passo foi dado em 1985 com a estratégia de
gene targeting que naquela época se baseava
apenas em homologia de sequéncias (Figu-

Todas estas abordagens descritas anterior-
mente sio formas (menos ou mais sofistica-
das) de edicdao genética, que pode ser com-

Edicao genética - conjunto

parada a uma edi¢do de textos. Por exemplo,
podemos inserir uma letra ou retirar uma
virgula de um manuscrito — equivalente  in-
sercdo ou delecio de apenas um nucleotideo
no DNA. Alternativamente, podemos adi-
cionar ou subtrair palavras inteiras do texto,
evento andlogo ao acréscimo ou remogio de
genes inteiros do genoma. Diversas outras

de estratégias que permitem
modificacoes precisas na
sequéncia nucleotidica.

Homologia - similaridade na

ra 1A). Neste processo, insere-se na célula
um fragmento de DNA (denominado DNA
doador) apresentando homologia 3 sequén-
cia que se objetiva alterar. Em termos prati-
cos, 0 DNA doador é em si a nova versio do
gene. Por exemplo, suponhamos que a célula
possui um alelo mutante, causador de uma
doenga genética. Na estratégia de gene targe-
ting, administra-se na célula um DNA doa-
dor que é correspondente ao alelo selvagem.
Assim, por haver elevada homologia entre
ambos os alelos, a célula realiza um proces-
so de recombinagio, substituindo o mutante
pelo selvagem. Apesar do gene targeting pro-
ver especificidade 3 modificagio genética, sua
taxa de eficiéncia ainda era baixa.

O grande salto seguinte deu-se com o uso de
endonucleases, a partir de 1989, as quais

formas de edicdo sio possiveis, tais como
a inversdo de uma sentenga no texto, assim
como multiplas alteracdes simultineas, em
quaisquer partes especificas do documento.

Foi entdo no final do ano de 2012 que um
grupo de pesquisadores apresentou o passo
mais recente nesta jornada: a técnica de edi-

¢do genética CRISPR/Cas9 - ou simples-

sequéncia nucleotidica ou de
aminoacidos que reflete uma
origem evolutiva comum.

Cas9 (CRISPR-associated
protein 9) - uma

mente CRISPR - uma estratégia baseada
em uma endonuclease guiada por RNA (Fi-
gura 1C). Ela apresenta todas as vantagens
das abordagens anteriores sendo, contudo,
mais simples e barata. Isto ocorre porque as
ferramentas anteriores baseavam-se no reco-
nhecimento entre proteina-DNA, cuja inte-
racio é complexa; adicionalmente a sintese
(de ZFNs e TALENS) envolve tecnologias

sofisticadas e, portanto, custosas. J4 a CRIS-

endonuclease codificada por
um gene localizado préximo ao
|6cus CRISPR. Ela é dirigida por
um RNA guia até a sequéncia
alvo, na qual realiza cortes nas
duas cadeias de DNA.

Endonucleases - enzimas

realizam cortes especificos no genoma (Fi-
gura 1B). Essas quebras no DNA sio letais
para a célula, que entdo ativa sistemas de re-
paro para corrigir o dano. Os pesquisadores
notaram que, a0 ativar estes sistemas de repa-
ro, a eficiéncia de recombinagio com o DNA
doador aumentava drasticamente. Exemplos
dessas enzimas que agem como ‘tesouras
moleculares” incluem as meganucleases,

PR baseia-se no simples reconhecimento
por emparelhamento de sequéncias nucleo-
tidicas, cuja interagio é simples (adenina
com uracila; guanina com citosina). Adi-
cionalmente, a sintese (de Cas9 e sgRNA)
abrange técnicas mais tradicionais e, assim,
mais acessiveis., Como diversas outras gran-
des descobertas na ciéncia, ela comecou a
partir de uma pesquisa bésica, sem grandes
pretensoes.

que realizam cortes internos na
cadeia de DNA. Por sua vez, as
endonucleases de restricao sao
capazes de clivar, isto &, cortar,
em locais precisos no genoma.

Meganuclease - & um tipo de

as nucleases dedos de zinco (ZNFs) e as nu-
cleases fusionadas ao efetor semelhante ao
ativador de transcricio (TALENSs). Apesar
de tornarem o processo mais eficiente, elas
pecavam por serem muito complexas e caras.

A DESCOBERTA
DO LOCUS CRISPR

A histéria que resultou no desenvolvi-
mento da inovadora técnica de edigio
genética CRISPR comegou no final da
década de 1980. Naquele periodo, pesqui-
sadores japoneses identificaram um lécus
gendmico da bactéria Escherichia coli com-
posto por sequéncias repetidas contendo 29
nucleotideos, intercaladas com sequéncias
espacadoras de 32 nucleotideos (Figura 2).

endonuclease de restricao que,
devido as suas caracteristicas,
realiza poucos cortes no
genoma, tornando-a, assim,
tecnicamente mais especifica.

Sequéncias espacadoras

- 530 pequenas sequéncias
nucleotidicas derivadas de virus
e que sdo inseridas no locus
CRISPR, servindo como uma
memoria de invasores.
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Figura 1.

A. Esquema ilustrativo da
estratégia de Gene targeting na
qual, por meio da recombinacao
de sequéncias homoélogas
(retangulos azuis e roxos),
substitui-se (ou se insere)

um fragmento de interesse

no genoma do organismo. B.
Mecanismo de a¢do de uma
endonuclease ilustrativa —
EcoRl, que reconhece e corta
uma sequéncia nucleotidica
especifica (indicada em letras
vermelhas). Os triangulos
indicam os pontos de corte

da enzima. O resultado da
clivagem é apresentado logo
abaixo. C. Ferramenta de
edicdo genética CRISPR (Cas9
+sgRNA).

Arqueia - um dos trés
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grandes dominios da vida,
sendo os outros dois: eukarya
e bactéria. O dominio arqueia

é representado por organismos
unicelulares que tipicamente
vivem em regides consideradas
extremas, como fontes
hidrotermais e lagos de elevada
salinidade.

Acronimo - uma palavra

Esta descoberta, assim como diversas outras
na histéria da ciéncia, permaneceu negligen-
ciada pela comunidade cientifica por mais de
uma década, até o comego do século XXI,
quando vérios grupos de pesquisa identifica-
ram regides semelhantes em diversas outras
espécies de bactérias e arqueias. A partir

dessas observacées foi cunhado o acronimo

formada a partir das letras
iniciais de uma série de
palavras. Por exemplo,
ABIN — Agéncia Brasileira de
Inteligéncia.

Repeticoes Palindromicas

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindormic Repeats ou Repeticoes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regu-

- sao sequéncias nucleotidicas
cuja informagao é a mesma
quando lidas em um sentido
ou no outro, por exemplo:
ACGTTGCA.

Helicase - enzima capaz de

larmente Interespacadas) para designar essa
regido genética evolutivamente conservada
em procariontes e de arquitetura peculiar.
A partir de entio, os cientistas comegaram a
dar mais atengio a este 16cus, visando iden-
tificar seu papel bioldgico nos procariontes.

A FUNCAO BIOLOGICA
DO LOCUS CRISPR

A compreensio do papel biolégico do lécus

(oriundo de virus, por exemplo) no lécus —
algo inesperado. Ao se analisar as regides
adjacentes ao 16cus CRISPR foram encon-
trados genes codificadores de nucleases, poli-
merases e helicases, os quais foram nomea-

separar as duas cadeias de DNA
(ou de RNA).

Patogeno - qualquer agente

CRISPR demandou aproximadamente uma
década. Inicialmente, pensava-se que ele esti-
vesse relacionado com o sistema de reparo a
danos no DNA em procariontes, mas anili-

dos Cas e numerados de 1 em diante (Casl,

Cas2, ... Cas9, etc) (MALI et al., 2013).

Curiosamente, a elucidagio da real fungio de
CRISPR comecou por meio de experimen-
tos de pesquisadores que trabalhavam na
indtstria de laticinios Danisco. Eles perce-
beram que bactérias da espécie Streptococcus
thermophilus (usada na produgio de leite e
queijo) expostas a certos virus apresentavam,
posteriormente, sequéncias nucleotidicas
destes virus no l6cus CRISPR (BARRAN-
GOU et al. 2007).

Dessa forma, levantou-se a hipdtese (poste-
riormente comprovada) de que quando in-
vadidas por um virus, as bactérias e arqueias
seriam capazes de incorporar um fragmento
do DNA do patogeno como novas regides

causador de uma doenca, como
certos virus, bactérias e fungos.

ses de bioinformdtica indicavam a presenca
de grandes quantidades de material exdgeno

espacadoras do 16cus CRISPR, o qual agiria
assim como um sistema de registro molecu-
lar de invasores anteriores, ou em outras pa-
lavras, um sistema imune adaptativo basea-
do em 4cidos nucleicos. Uma vez contendo
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a informagio genética do invasor, a bactéria
poderia utilizi-la para combater o patégeno.
Isso é possivel porque a Cas9 — uma das pro-
teinas associadas ao lécus CRISPR — atua
como uma endonuclease guiada por RNA,
ou seja, ela é capaz de clivar moléculas de
DNA que sejam complementares ao RNA

nela presente.

Neste momento é importante lembrar que
o lécus CRISPR possui dentro de si um
pequeno fragmento do DNA do invasor (o
novo espagador) (Figura 2). Esta sequéncia
serd transcrita, gerando o RNA que guiard
Cas9, levando ao combate especifico do pa-
tdgeno, sem afetar as sequéncias genéticas da

Genética na Escola — ISSN

propria bactéria. Além deste primeiro RNA
direcionador, tecnicamente denominado de
crRNA, outra molécula de RNA atua con-
juntamente (conhecido como tracrRNA)
com papel apenas de ativar a Cas9.

Logo apéds a elucidagio do funcionamento
do 16cus CRISPR, ficou claro que o mesmo
poderia ser redirecionado para engenharia
genética de procariontes assim como de eu-
cariontes. Devido a sua simplicidade e ca-
racteristicas, a Cas9 encontrada na bactéria
Steptococcus pyogenes (S. pyogenes) foi esco-
lhida como modelo para o desenvolvimento
da técnica de CRISPR. Contudo, ha varia-

¢oes utilizando outras nucleases.

: 1980-3540
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Figura 2.

Estrutura do I6cus CRISPR de
Escherichia coli. (A) Enzimas
Cas clivam o genoma de
bacteriéfagos invasores. (B e
C) Fragmentos do DNA viral
sdo incorporados como novos
espacadores no locus CRISPR,
representados pelos pequenos
retangulos verticais coloridos
em azul, verde, cinza, vermelho
e preto. As sequéncias repetidas
sdo indicadas pelos pequenos
retangulos verticais em branco.
O circulo tracejado indica a
integracdo do fragmento do
virus.

Sequéncia PAM - uma curta

0S PRINCIPIOS
DA TECNICA DE CRISPR

A técnica de CRISPR é muito similar ao
sistema imune presente em S. pyogenes sen-
do que a principal diferenca estd na molécu-
la de RNA utilizada como guia. Como visto
anteriormente, o sistema imune bacteriano
baseia-se em dois RNAs (tracrRNA e crR-

NA) que formam um complexo para ativar

sequéncia nucleotidica (e.g.,
NGG) proxima a sequéncia
alvo, porém localizada na
cadeia oposta de DNA. Ela é
essencial para a interacdo de
Cas9 com o DNA alvo. NGG

é um motivo PAM especifico
para a Cas9 de algumas
bactérias, incluindo a espécie
Streptococcus pyogenes.
Contudo, endonucleases Cas de
outras espécies podem requerer
variagdes deste motivo. Por
exemplo, Cas9 de Neisseria
meningitidis requer o dominio
NNNNCATT.

e guiar Cas9, respectivamente. Na técnica
de CRISPR esses dois RNAs sio fusiona-
dos em apenas um, denominado sgRNA
(sigla do inglés para single guide RNA, ou
RNA guia tnico) (VIEIRA et al., 2016).
Dessa forma, a técnica de CRISPR depen-
de apenas de dois elementos: 0 sgRNA e a
endonuclease Cas9 (RAN et al., 2013). E
importante ressaltar que o sgRNA pode ser
desenhado para direcionar Cas9 para qual-
quer local no genoma.

Assim, uma vez que se administre o com-

plexo Cas9/sgRNA na célula (ou no orga-

nismo), a endonuclease é guiada até certa
regiio no genoma complementar ao sgRNA
nela presente e que possua uma sequéncia
PAM flanqueando a regido. Caso haja total
emparelhamento entre a sequéncia guia e o
DNA alvo este é clivado (Figura 3), resul-
tando em uma quebra de fita dupla de extre-
midades abruptas (RAN et al., 2013). Este
tipo de dano no DNA ¢ letal para a célula,

que tentard remediar via mecanismos en-

dégenos de reparo, tais como o NHE] e o

HDR.
O processo de reparo NHE] (Non-Homo-

logous End Joining ou jun¢io nio-homdloga
das pontas) é o mais comum e propenso a
erro, i.e., normalmente insere ou deleta al-
guns pares de bases na regido de ligagio das
extremidades (Figura 4A).J4 no processo de
HDR (Homology Directed Repair ou reparo
direcionado por homologia) a restauracio
da quebra se baseard na existéncia de uma
outra molécula de DNA semelhante & que-

brada (i.e., homéloga — 0o DNA doador), que
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servird como molde para o reparo (Figura
4B). Portanto, enquanto o NHE] resulta
em um reparo intrinsecamente imper-
feito, HDR promove um reparo perfeito

Baseando-se nessas caracteristicas de cliva-
gem da Cas9 e dos sistemas de reparo do
DNA, pesquisadores converteram o sistema
imune CRISPR, cuja fungio original era de

Reparo intrinsecamente
imperfeito - & um tipo de

de acordo com o molde (WYMAN; KA-
NAAR, 2006).

combate a patégenos, em uma ferramenta de
edi¢io genética de mesmo acronimo.

DNA alvo
Frerrerntld

Alvo

PAM
/
=] =

et 5

e LLI I III i1l

AT AT

sgRNA

3

EDICAO GENETICA
VIA CRISPR

Lembre-se de que edicio genética envolve
dois pilares: (i) em uma regido especifica
do genoma (e.g, um gene ou uma peque-
na sequéncia nucleotidica) ocorrerd (ii)
uma alteracio especifica (e.g., troca de uma
citosina por uma adenina). O sgRNA é o
elemento que guiard a Cas9 para o ponto
especifico do genoma (o primeiro pilar) ao
passo que o DNA doador permitird a alte-
racio desejada (o segundo pilar). Portanto,
o DNA doador deve ter homologia com a
sequéncia no genoma que se quer editar,
além de conter a nova informagio nucleo-
tidica (a edigio em si).

Existem diferentes formas de se editar o
DNA de acordo com o interesse. A primei-
ra delas é o knock-in (KI), empregado para

reparo que leva a insercao e
delecao de pares de bases,
denominados indels.

se introduzir uma nova sequéncia de inte-
resse no genoma do organismo, tal como
um transgene que torne plantas resistentes
a determinada praga. Outra possibilidade
é realizar uma substituicio alélica (que é
uma forma de KI), na qual ¢ introduzida
uma sequéncia muito semelhante ao gene,
mas com pequenas alteracdes, modifican-
do-se assim o alelo. Por meio dessa aborda-
gem é possivel permutar um alelo mutante
(associado A determinada doenga genética)
por um alelo selvagem — ou seja, uma estra-
tégia de terapia génica. Em ambos os casos
utilizam-se um DNA doador e reparo via

HDR.

Curiosamente, apesar de modificagdes ge-
néticas precisas serem possiveis apenas
com o uso de um DNA doador (via HDR),
o uso mais frequente de CRISPR é para o

uso de modificagbes genética menos preci-

Figura 3.

Esquema ilustrativo do
funcionamento da técnica de
CRISPR. Evidenciando Cas9,
sgRNA e PAM no DNA-alvo. Os
triangulos invertidos indicam
os sitios de quebra do DNA por
acao dos dominios cataliticos
RuvC e HNH da Cas9.
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Figura 4.

Esquema ilustrativo dos
mecanismos de reparo (A)
NHEJ (Non-Homologous
End Joining ou juncdo nao-
homéloga das pontas) e (B)
HDR (Homology Directed
Repair ou reparo direcionado
por homologia).

Nocaute - inativado. Refere-

sas (sem DNA doador, via NHE]). Lem-
bre-se de que NHE] promove a inser¢io ou
dele¢io de um ou poucos nucleotideos no
sitio clivado, resultando, frequentemente,
na inativagio deste gene, caso haja mudan-
¢a de fase no quadro de leitura. Este tipo
de edigio genética gera nocautes (KO) e

se a qualquer gene que tenha

sido modificado, de tal forma a
nao mais expressar seu produto
funcional final correspondente.

Delecao génica - processo

constitui o maior interesse dos geneticistas
pois permite estudar a fun¢io dos inimeros
genes identificados a cada dia, isto porque
a alteragio fenotipica resultante da inati-
vacio de certo gene é indicativa da fungio
biolégica do mesmo. Se, por exemplo, ao se

magros mesmo quando submetidos a dietas
hipercaléricas — pode-se concluir que este
gene estd associado ao metabolismo de gor-
duras.

Outro exemplo de edi¢io via NHE] é a
delecao génica, que pode se dar por meio

molecular que envolve a
remocao de um gene de dentro
do genoma.

inativar o ficticio gene Slim em camundon-
gos observa-se que os mesmos permanecem

de duas clivagens flanqueando determina-
da sequéncia genética que se deseje deletar
do genoma (Figura 5). Um exemplo deste
tipo de edi¢io é a remogio de sequéncias do
HIV integradas no genoma humano du-
rante a infec¢do. Note que mesmo que haja
indels no sitio de religacio, isto é irrelevante
pois o objetivo maior - a excisio do genoma
do HIV - foi alcangado.
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VARIACOES DA TECNICA

Diversas outras aplicagdes podem ser alcan-
cadas utilizando variantes da endonuclease
Cas9 e do sgRNA. Por exemplo, a dCas9
(dead Cas9) é uma variante com dominios
cataliticos inativos, capaz de ser direciona-

da ao DNA mas nio de clivi-lo. Portanto,
ao se fusionar a proteina fluorescente
GFP A dCas9 (denominada dCas9::GFP)

situacdes nas quais se objetiva induzir genes
hipoexpressos em determinadas patologias
(assim como silenciar genes hiperexpressos
em outras doengas).

Outras possibilidades sio: clivagem do
RNA e o mapeamento génico. Neste tiltimo,
a Cas9 realiza quebras no DNA, facilitan-
do assim o processo crossing over e, conse-

Figura 5.

Esquema ilustrativo da delecdo
génica. A sequéncia-alvo em
verde (por exemplo, um gene
de virus que se integrou no
genoma humano) pode ser
removido via duas quebras
mediadas por Cas9 e reparo por
NHEJ.

Dominio catalitico - é

complexada a um sgRNA, é possivel visua-
lizar a localizagio de genes no genoma de-
vido A fluorescéncia de GFP — esta técnica é
denominada de marcagio de DNA (Figura
6A). Alternativamente, pode-se utilizar de
artificios que permitem que dCas9::GFP e
o sgRNA se liguem a um RNA mensageiro,
sendo possivel assim rastrear o movimento
de qualquer mRNA dentro da célula — tal
estratégia é denominada de rastreamento de

RNA (Figura 6B).

Um grande potencial emerge a partir da fusio
de dCas9 a determinadas proteinas capazes
de alterar o nivel de compactagio da cromati-
na (abrindo-a ou fechando-a) levando assim
a0 aumento ou reducio, respectivamente,
da expressio de genes localizados naquela
regidao do DNA. Assim, dCas9::VP64 com
um sgRNA permite a ativag¢io transcricional
de genes-alvo (Figura 6C). Este tipo de regu-

lagio da expressio génica é interessante em

quentemente, a identificagdo de células com
gendtipos recombinantes. Baseando-se na
frequéncia destes recombinantes, é possi-
vel calcular a distincia entre os genes, que
configura o mapeamento genético. A todo
esse conjunto de variagdes da técnica deno-
mina-se a caixa de ferramentas da CRISPR
(CRISPR toolbox), que promete subsidiar

uma revolu¢io gigantesca na genética.

CONCLUSOES

Tecnologias do tipo tesoura molecular para
edi¢do génica j4 existiam antes do desenvol-
vimento da técnica de CRISPR, entretan-
to, o alto custo e a dificuldade envolvida na

a regido dentro da enzima
responsavel por realizar a

catalise, isto &, a atividade
enzimatica.

Proteina fluorescente
GFP - uma proteina codificada

elabora¢io/uso dessas nucleases limitavam
a acessibilidade e as aplicacoes dessas ferra-
mentas. Nesse contexto, CRISPR apresenta
uma grande vantagem devido a simplicidade,
facilidade e ao baixo custo envolvidos na ob-
ten¢io da enzima Cas9 e no desenho e sinte-

se do sgRNA.

por um gene encontrado em
espécies de agua-viva como

a Aequorea victoria e que é
capaz de emitir fluorescéncia
verde quando excitada por luz
ultravioleta.
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Figura 6.

(A) Uso de dCas9 fusionada

a GFP para marcagao de

DNA, possibilitando assim a
identificacdo da posicao de
determinado gene no genoma
ou (B) para rastreamento

de RNA, permitindo assim a
acompanhar a movimentacao
desta molécula ao longo de
compartimentos subcelulares.
(C) Alternativamente, dCas9
pode ser fusionada a peptideos
ativadores de transcricao
(exemplificado pelo tetramero
VP64) ou a enzimas capazes de
alterar o nivel de compactacao
da cromatina, visando a regular
a expressao génica. TSS: sitio
de inicio da transcricdo do
gene. PAMmer: uma pequena
molécula de DNA que age
como um artificio utilizado para
“enganar” Cas9 e direciona-la
a RNAs.

Surpreendentemente, as aplicagdes de CRIS-
PR aqui descritas representam uma parcela
infima de seus usos na pesquisa bdsica, me-
dicina, agricultura, veterindria, inddstria e
muitos outros. Devido i sua imensa versati-
lidade, CRISPR esti literalmente reeditando

o presente e futuro das ciéncias da vida.
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