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Resumo

Introdugdo: o sistema CRISPR trata-se de uma ferramenta molecular, ordenada por um RNA guia e a enzima Cas9 capaz de corrigir a
expressao de uma gama de genes alvo. Objetivo: apresentar uma revisdo da literatura acerca do sistema CRISPR e sua contribui¢do
para a biotecnologia. Metodologia: trata-se de uma revisdo bibliografica realizada com base em periddicos nacionais e internacionais
com vista a reunir as melhores informagdes acerca do Sistema CRISPR. Resultados: apds compilagdo dos dados, verificou-se que o
sistema CRISPR tem se tornado um artificio promissor da biologia molecular, haja vista sua versatilidade de uso em diferentes sistemas
e sua capacidade de destruir multiplos genes invasores. Conclusdo: nesse sentido, constata-se que a partir do sistema CRISPR podem
surgir novas alternativas para o tratamento terapéutico de diversas doengas ligadas ao genoma.
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Abstract

Introduction: the CRISPR system is a molecular tool, ordered by a guiding RNA and a Cas9 enzyme able of correcting the expression of
target genes. Objective: to present a review of the literature on the CRISPR system and its contribution to biotechnology Methodology:
this is a bibliographic review based on national and international journals to gather the best information about the CRISPR System.
Results: after compiling the data, it was verified that the CRISPR system has become a promising artifice for molecular biology, given
its versatility of use in different systems and its ability to destroy multiple invading genes. Conclusion: in this sense, it can be seen
that from the CRISPR system new alternatives can arise for the therapeutic treatment of various diseases linked to the genome.
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INTRODUCAO

O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats), que em portugués corres-
ponde a “repeti¢Ges palidromicas curtas agrupadas e
regularmente intercaladas” trata-se de um aprimorado
sistema imunoldgico adaptativo encontrado em proca-
riontes. Tal sistema se baseia em repeti¢cdes curtas de
DNA separadas por sequéncias de 26-72pb, que incluem
espagadores estruturais de DNA exégeno (FU; SUN; YAN,
2015; YIN et al., 2013).

Estudos sobre o sistema CRISPR/Cas tém demons-
trado que o RNA transcrito é processado por proteinas
Cas que, por conseguinte, coordena as proteinas inter-
ferentes para os acidos nucleicos alvos. Dessa forma,os
espacadores atuariam de modo a eliminar os elementos
genéticos invasores no contato posterior (YOSEF; GOREN;
QIMRON, 2012).
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A nuclease Cas9 foi descoberta através de analises
de bioinformatica que revelou que existem dois possiveis
dominios de nuclease: HNH e RuvC-like (MAKAROVA et
al., 2006). Estudos genéticos mostraram que a proteina
Cas9 da bactéria Streptococcus thermophilus é extrema-
mente importante para defesa contra virus (BARRANGOU
et al., 2007). As respostas de defesa induzida pelo siste-
ma CRISPR/Cas tém estimulado o estudo da imunidade
adaptativa, e seu mecanismo de atuagao na regulagao do
comportamento de bactérias tem sido alvo de estudos
importantes (FU; SUN; YAN, 2015; WESTRA; BUCKLING;
FINERAN, 2014).

CRISPR/Cas9, atualmente considerado um instrumen-
to da engenharia genética, é ordenado por um RNA guia
e a enzima Cas9 (CARRINGTON et al., 2015). Através do
sistema CRISPR concebe-se avan¢o na mutagao dirigida de
muitos sistemas (GRATZ et al., 2013; HWANG et al., 2013;
MALI et al., 2013). Embora seu sistema de adaptagéo,
que é a aquisicdo de novos espagadores no genoma, ndo
esteja totalmente elucidado (COLLONNIER et al., 2017).

O mecanismo que ocorre nos procariontes é desem-
penhado por pequenas moléculas de RNA que direcionam
endonucleases efetoras de Cas para alcangarem os ele-
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mentos genéticos estranhos que agem de modo a clivar
o DNA, dependente da endonuclease por ligacdo alvo
(SOPPE; LEBBINK, 2017).

Quanto a importancia do sistema CRISPR, acredita-
-se que este método seja um artificio promissor para
solucionar e corrigir a expressdo e fungdo de muitos
genes alvo, além de vislumbrar o tratamento de algumas
doengas (FANG; WANG, 2016). Desta forma, os estudos
direcionados por CRISPR tornaram-se uma ferramenta
importante para verificar as possibilidades de edicdo
terapéutica do genoma e de elementos ndo codificantes
(ANDERSSON et al., 2014).

Nesse sentido, o presente estudo foi motivado pelo
fato de que o sistema CRISPR ainda é um tema pouco
conhecido. Sendo assim, é de extrema importancia o
aprofundamento deste tema para fornecer uma visdo
geral sobre edicdo gendmica. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi realizar uma revisdo de literatutra sobre
a biotecnologia envolvida no sistema CRISPR, descrevendo
sobre a edi¢cdo gendmica e os mecanismos de agdo bem
como as formas de aplicagdo do sistema CRISPR/Cas9.

METODOLOGIA

O estudo trata-se de uma revisao bibliografica reali-
zada com base em periddicos nacionais e internacionais.
As consultas foram realizadas nas bibliotecas onlines:
Bireme, LILACS, SciELO, Pubmed e portal de periddicos
CAPES. As buscas utilizaram o unitermo “CRISPR”. A pes-
quisa bibliografica foi realizada para reunir as melhores
informagGes a cerca do tema CRISPR. Para isso, ndo houve
restricdes de data e idioma de publicagado.

Foram selecionados para este estudo, o total de 36
artigos publicados em diferentes bancos de dados. Os
principais temas abordados podem ser visualizados na
tabela 1.

Tabela 1 — Quantitativo de artigos incluidos neste estudo

Tema das publicagGes N° de Referéncias

Sistema CRISPR/Cas 15
Ativagdo do RNA guia — CRISPR

Aplicagdo do potencial Cas

CRISPR/Cas — Sistema Imune

Perspectivas de terapia com CRISPR 10

Fonte: Autoria prépria

DESENVOLVIMENTO
Edicao gendmica

A complexidade do DNA incentivou o desenvolvimen-
to de alguns sistemas capazes de promover sua edigdo,
garantindo precisdo e eficiéncia. Quanto esses sistemas,
as nucleases de DNA detentoras de sequéncias especifi-

cas, tornaram-se conhecidas por aumentar a eficiéncia
na edigcdo de genes ou genomas de animais e vegetais.
Dentre as nucleases de tamanha importancia estdo a dedo
de zinco (ZFNs) e as de efeito ativador da transcri¢do (TA-
LENs), sendo as mais utilizadas em proteinas quiméricas
(GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013).

Nas mesmas perspectivas que as nucleases, surgiu
o sistema CRISPR, baseado em um RNA guia associado
a uma proteina Cas, tornando-se uma ferramenta revo-
lucionaria na edi¢do de genes (JINEK et al., 2012). Sua
exploragao levou a consideragdo de que seu principal
papel estaria na promogao da defesa adaptativa em pro-
cariontes contra acidos nucleicos estranhos (HORVATH;
BARRANGOU, 2010).

O sistema CRISPR/Cas refere-se a espagadores curtos
varidveis que se separam por repeticdes curtas transcritas
em um unico RNA guia. Esse RNA guia é responsavel por
gerar um complexo funcional com nuclease associado a
Cas9, que ira clivar o DNA invasor imediatamente (LEI et
al., 2014). O complexo funcional de ribonucleoproteina
age de modo a ligar-se ao DNA alvo através do empare-
Ihamento de bases mediado pelo RNA guia, onde ocorre
posteriormente a clivagem da cadeia dupla de DNA pela
Cas9 (JINEK et al., 2012).

Acredita-se que a técnica de CRISPR seja a mais
promissora para engenharia de genomas em células
de mamiferos, e os estudos tém demostrado o mesmo
a partir de experimentos de validagao (HSU; LANDER,;
ZHANG, 2014). Sabe-se da existéncia de trés sistemas
CRISPR/Cas, sendo |, Il e lll. Entretanto, apenas o sistema
CRISPR/Cas Il € o membro de nucleases que demonstra
ser o mais propicio para uso em engenharia genémica
(SONTHEIMER; BARRANGOU, 2015).

Embora o sistema CRISPR/Cas9 seja conhecido na
edicdo de genoma, outras aplicagdes estdo sendo in-
vestigadas no ambito dessa tecnologia. Alguns estudos
tém reportado uma versdo Cas9 cataliticamente inativa
(dCas9). Por outro lado, verificou-se que o sitio catalitico
de dCas9 pode tornar-se ativo ao se ligar ao DNA de-
pendente de sgRNA (RNA sintético). Esse mecanismo de
ativacdo catalitica ocorre através da fusdo da CRISPR RNA
com o acessorio trans (trans-activating CRISPR RNA) que
é essencial para a ativagdo do pré-CRISPR (Ql et al., 2013).

Mecanismos de acao CRISPR

S3do vastas as informagdes que constam na literatura
sobre a funcionalidade do sistema CRISPR/Cas9 a partir
de dois componentes, Cas9 e o sgRNA (RNA sintético).
A partir da determinagdo cristalografica de Cas9 (Figura
1), observou-se a presenca de dois dominios de endonu-
cleases funcionais: HNH (McrA-like), que cliva a cadeia
complementar ao crRNA (CRISPR RNA), e RuvC, que cliva
a cadeia oposta ndo complementar.
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Figura 1 — Diagrama esquemdtico da edi¢éo de CRISPR/Cas9
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Fonte: Liu et al. (2017)

Conforme se observa na figura 1, o sgRNA comporta-
-se como um guia para identificar a sequéncia alvo
acompanhada de uma regido adjacente conhecida como
proto-spacer adjacente motive (PAM), a qual possui uma
sequéncia consenso NGG, onde N é qualquer nucleotideo
e G, o nucleotideo guanina. A presenca da regido PAM
é essencial para a clivagem do DNA alvo pela Cas9. A
ligacdo do sgRNA por complementariedade e a presenca
de PAM adjacente ao DNA alvo permite a dupla clivagem
da cadeia de DNA (double strand break — DSB) pela Cas9
(LIU et al., 2017).

Ap0ds formacgdo do DSB, o mesmo pode ser reparado
pelo NHEJ, que geralmente causa desajustes e inser¢do/
delecdo. Por outro lado, quando ha presenca de um mo-
delo Oligo, o HDR induz a substituicdo genética especifica
(JACOBS et al., 2015; LIU et al., 2017).
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Perspectivas do CRISPR nas terapias

Lattanzi et al. (2017) investigaram a corregao da du-
plicagdo do exon 2 em mioblastos com distrofia muscular
de Duchenne por um unico sistema de CRISPR/Cas9.
Através do estudo, reportaram a restauracdo da expres-
sdo da proteina distrofina do tipo selvagem ao nivel de
transcricdo em miotubos derivados de mioblastos com o
genoma editado na auséncia de selegao, trazendo novas
perspectivas para o tratamento de varias doencgas gené-
ticas, tal como a distrofia muscular.

Doencgas hematoldgicas, como a Leucemia Mieldide
Aguda (LMA), também tém sido investigadas através da
aplicagdo de CRISPR/Cas. Em um desses estudos, Brabetz
etal. (2017) utilizaram a muta¢do R140Q de IDH2 (gene)
como modelo para remover e reproduzir mutagdes as-
sociadas a LMA a partir da introdugdo de um DNA molde
no lécus do gene enddgeno por recombinagdo homologa.
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Os achados reportaram novas perspectivas para geragao
e remoc¢do de mutacgOes genéticas relacionadas com a
leucemia em posi¢des definidas e controladas em células
blasticas primarios de LMA. Sendo assim, este inquérito
esbouca bases para futuras abordagens terapéuticas no
tratamento da leucemia.

As respostas de células T foram avaliadas mediante
aplicagdo do CRISPR/Cas9 sob o linfoma por Ramos, Hes-
lop e Brenner, (2016). Nesse estudo os autores detectaram
a possibilidade de manipular células T autdlogas in vitro,
visando a expressdo de receptores de antigenos quimé-
ricos especificos. As respostas deste estudo pressupdem
vantagens para seu uso no futuro, bem como demostra
as potencialidades do sistema CRISPR/Cas9 no enfrenta-
mento do cancer.

Outros estudos extremamente relevantes buscaram

eliminar o genoma de HIV-1 de células T-linfoides huma-
nas pela edi¢do de gene mediado por CRISPR/Cas9. Os
Resultados reportaram redugdo significativa da replicacdo
de HIV-1 em culturas de células T CD4+ infectadas, uma
vez que reduziu também a carga viral. Dessa forma, abre-
-se mais um caminho terapéutico para eliminar o DNA do
HIV-1 assim como aumentar as chances de cura da Sin-
drome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (KAMINSKI
et al., 2016a; KAMINSKI et al., 2016b).

O sistema CRISPR/Cas9 e as ferramentas moleculares
de endonucleases especificas de sequéncias buscam pela
possibilidade de reparar permanentemente o genoma
humano. Em busca dessa realidade de grande importancia
clinica, a tecnologia CRISPR/Cas9 tem sido fortemente
explorada (Tabela 2), principalmente em pesquisas que re-
tratam de doengas humanas (NICHOLSON; PEPPER, 2016).

Tabela 2 - Sistema CRISPR investigado em diferentes doengas humanas

Doenca

Mutagdo

CRISPR

Teste de funcionamento

Referéncia

Doenga granulomatosa
crénica

Sindrome de Bath
B-Talassemia
B-Talassemia

Fibrose cistica

Distrofia muscular de
Duchenne

Hemofilia A

Uma Unica mutagdo
intronica no gene CYBB

1 pb supressdo ou mu-
tacdo

C>T Mutagdo no gene
HBB.

A/G e TCTT no gene
HBB.

CFTR F508.

Delegdo de 75484 pb,
incluindo exén 44 do
gene da distrofia.

Inversdo do gene (140
kb e 160 kb do intron

CRISPR/Cas9D10A, nickase; me-
diado por doador HR.

CRISPR/Cas9 e PiggyBac, mediado
por doador HR.

CRISPR/Cas9 e PiggyBac, mediado
por doador HR.

CRISPR/Cas9 e PiggyBac, mediado
por doador HR

CRISPR/Cas9, mediado por do-
ador HR.

CRISPR/Cas9, mediado por do-
ador HR.

Proteina Cas9 e o plasmideo de
DNA de sgDNA administrados por

Fungdo de macrofagos diferen-
ciados in vitro

Cardiomidcito diferenciado in
vitro, contragdo muscular.
Diferenciagdo hematopoiética,
expressdo genética.
Diferenciagdo hematopoiética,
expressao genética.
Organoides intestinais dife-
renciados in vitro; ensaio de
Forskolin.

Células musculares esqueléticas
diferenciadas in vitro; expressao
genética.

Células endoteliais diferenciadas
in vivo; Transplante em um rato

(FLYNN et al., 2015)

(WANG et al., 2014)
(XU et al., 2015)
(XIE et al., 2014)

(SCHWANK et al., 2013)

(Ll et al., 2015)

(PARK et al., 2015)

1 até 22.

um sistema de microporador.

com hemofilia.

A aplicagdo da tecnologia CRISPR/Cas9 requer o
uso de vetores que codifiguem sgRNA (RNA guia) assim
como Cas9, visto que é essencial a presenca de um sis-
tema de entrega de DNA seguro para ocorrer a edigao
de genes. Por estas questOes, ja se investiga uma forma
de entrega direta do mRNA e proteina, e, até mesmo o
desenvolvimento de novos vetores (WANG et al., 2014;
XU et al., 2015).

Por questOes éticas e critérios de seguranca a aplica-
¢do do sistema CRISPR/Cas9 nas terapias que envolvem
humanos sera um desafio de longo prazo a ser enfrenta-
do ( SCHWANK et al., 2013; XIE et al., 2014), até que se
torne uma tecnologia aceita pela pratica médica, através
de validagdo de ensaios clinicos, e reconhecida em todo
o mundo.

CONCLUSAO

Por fim, CRISPR/Cas9 vem tornando-se um padrio
ouro na edigdo gendmica, possibilitando a manipulagdo de
genes para criar uma variedade de mutagdes em diferen-
tes células. Ha de se ressaltar também suas possibilidades
futuras no que diz respeito ao redimensionamento das
terapias em doengas hereditarias e ou genéticas. Em
adicdo, CRISPR/Cas9 torna-se uma grande promessa para
cooperar em diversas terapias, uma vez que, possui carac-
teristicas especificas como facil manipulagdo, significativa
eficiéncia e ampla aplicagdo.
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