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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias da Saude: da teoria a pratica” € uma obra composta de onze
volumes abordara de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos
de casos, revisdes e inferéncias sobre esse amplo e vasto contexto do conhecimento
relativo a saude. Além disso, todo o contetdo reune atividades de ensino, pesquisa
e extensao desenvolvidas em diversas regides do pais, que analisam a saude em
diversos dos seus aspectos, percorrendo o caminho que parte do conhecimento
bibliogréafico e alcan¢a o conhecimento empirico e pratico.

O décimo volume apresenta informacbdes fundamentadas e categorizadas
abordando o eixo central da colecao que é da teoria a pratica. O leitor podera encontrar
capitulos com explanacéo tedrica geral sobre temas especificos assim como capitulos
aplicados e exemplificados por relatos. A progressdo exponencial dos avancos
tecnoldgicos tem contribuido de forma especial nos ultimos anos com as novas
metodologias praticas de estudo das desordens genéticas humanas, microbianas
além de oferecer metodologias novas e extremamente sensiveis.

Deste modo, esse volume se destaca por congregar temas atuais e que poderéao
nortear novas ideias e direcionar o leitor em novos estudos especificos, haja vista que
temas como cancer, autoimunidade, ancoramento molecular, tecnologias modernas,
leucemia, epigenética, CRISPR, neuropatias, serao amplamente discutidos, além dos
diversos relatos de caso, durante todo o livro.

Assim o décimo volume apresenta uma teoria bem fundamentada exemplificada
nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores que arduamente
desenvolveram seus trabalhos que aqui serdao apresentados. Do mesmo modo é de
fundamental importancia uma estrutura como a Atena Editora capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem seus resultados.
Portanto, nosso profundo desejo € que este contexto possa ser transformado a cada dia,
e o trabalho aqui presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento
em uma area fundamental do desenvolvimento como a saude.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O sistema de Repeticbes
Palindrémicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespagadas € um mecanismo
de defesa adaptativo encontrado em bactérias
e archea contra bacteri6fagos. Formado pelos

Ciéncias da Saude: da Teoria a Pratica 10
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locus CRISPR e as proteinas que atuam
envolta destes l6cus, batizadas de associadas
ao CRISPR (Cas). Em conjunto, esse sistema é
utilizado para resgardar a bactéria de ataques
subsequentes do mesmo bacteriéfago. Apesar
de grandes mistérios ainda circundarem etapas
de funcionamento do sistema CRISPR, muito
ja foi se foi estudado e analisado desde a
descoberta do seu enorme potencial como
ferramenta de modificagcdo genética de baixo
custo e alta eficiéncia em 2012. Formado por
uma sequéncia de nucleotideos palindromos
repetidos e interespaceados por fragmentos
de DNA invasor chamados de espacadores,
obtidos por um conjunto de enzimas atuantes,
os Cas. O sistema CRISPR faz uso dessas
sequéncias para rastrear e cortar a sequéncia
complementar ao DNA obtido encontrado no
bacteréfago, e assim, anular sua acéo sobre
a bactéria. Atualmente, o sistema é divido em
2 classes e separados entre tipos e subtipos,
com a classe 1 constituida de mecanismos
em que se faz necessario o uso de inUmeras
enzimas para apropriadamente clivar o material
genético invasor; e a classe 2, formada por
somente 1 enzima responsavel pelo corte,
sendo considerada atualmente a de maior
interesse pela comunidade cientifica devido
a sua simplicidade e capacidade de ser
reprogramada para cortar qualquer fragmento
de DNA desejado, desde que lhe seja dado o

Capitulo 18
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gRNA que corresponda a sequéncia ao qual se deseje realizar o corte. Neste capitulo,
sera detalhado o sistema de Classe 2.
PALAVRAS-CHAVE: edicao génica, biologia molecular, immunidade microbiana

ABSTRACT: The bacterial adaptative immune system consisted of Clustered Short
Interespeced Palindromic Repeats (CRISPR). Formed by the CRISPR locus and the
proteins acting involved in these loci, the CRISPR associated proteins (Cas), protect
bacteria agains bacteriophage attacks. Although great mysteries still surround steps of
the CRISPR system, much has been studied and analyzed since the discovery of its
enormous potential as a low cost and high efficiency genetic modification tool in 2012.
Formed by a sequence of repeated palindromes and interspersed by invasive DNA
fragments called spacers, obtained by a set of active enzymes, the Cas, in order to further
use those same sequences as a method to track and diminish subsequent invasion.
The CRISPR system is currently divided into 2 classes and separated into types and
subtypes, with class 1 consisting of mechanisms in which it becomes necessary to use
numerous enzymes to appropriately cleave the invading genetic material; and class 2,
formed by only 1 enzyme responsible for the cut, and is currently considered to be of
most interest by the scientific community due to its simplicity and reprogramming ability
to cut off any desired DNA fragment, provided that it is given the corresponding gRNA
sequence to which the cut is desired. In this chapter, a broad overview of how CRISPR
works, and with class 2 in detail.

KEYWORDS: genome engineering, molecular biology, microbe immunity

11 INTRODUGCAO

Desde o descobrimento da molécula de DNAem 1869, humanidade buscou meios
para modificar e controlar a molécula da vida, essa que, somente ap6s séculos de sua
descoberta original foi devidamente associada a capacidade de reter informacao para
a codificacao de proteinas (Lemieux, 2016 )

Nos anos 60, cientistas dos Estados Unidos, Europa e paises da antiga Uniao
Soviética bombardeavam plantas com radiacéo causando alteracées aleatérias com o
objetivo de se obter uma variedade util, buscando usos benéficos para a tecnologia da
época (Kaushik, 2013). Com a percepcao de que o DNA possui uma estrutura capaz
de armazenar informacgao genética (Watson e Crick, 1953), a capacidade humana de
manipular a base de informacdes de organismos vivos aumentou drasticamente, e 0
magquinario celular responsavel pela manutencdo da mesma passou a ser utilizado
por seres humanos, dando origem a campo da engenharia genética (Kornberg, 1957;
Smith e Wilcox, 1970; Temin e Mizutani, 1970).

Devido a sua grande abrangéncia e capacidade singular, o ramo da engenharia
genética passou a influenciar varios aspectos da vida na Terra de forma tao natural
qgue sua dimensao € de dificil compreensdo. Sua presenca nos alimentos, gerando
frutas e verduras capazes de sobreviver as pestes e assim abastecendo regides de
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caréncia alimenticia (Davidson, 2012; Davidar et al., 2015); na medicina, com bactérias
geradoras de substancias quimicas necessarias para pacientes com as mais diversas
doencas, removendo a necessidade de se colher as mesmas de 6rgaos de animais
falecidos, diminuindo consequentemente os riscos e custos deste tipo de pratica
(Zhang et al., 2016); no setor industrial, esforcos s&o realizados para a obtencéo
de energia por meio de bactérias recombinantes (Sydow et al., 2014). Todas essas
pequenas revolugdes facilitaram e diferenciaram a forma como a humanidade lida com
os mais diversos problemas.

Entretanto, o ramo da engenharia genética até recentemente era exclusivo de
grandes empresas e laboratérios capazes de custear as caras e laboriosas técnicas.
Além da necessidade de uma grande quantidade de profissionais altamente qualificados
para manusea-las (Guha et al., 2017).

Com a descoberta da possibilidade de se usar o sistema de Repeticbes
Palindrédmicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas (CRISPR, do inglés
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) para a modificacao
de qualquer organismo vivo (Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013), os custos de
desenvolvimento diminuiram em mais de 50%, 0 tempo para a concretizacao destes
projetos passaram de anos para semanas e capacitacao necessaria para se conduzir
um experimento se reduz a qualquer laboratério com equipamentos basicos. Todas
essas qualidades convergiram de forma nunca antes vista para revolucionar o campo
da engenharia genética (Gasiunas e Siksnys, 2013). Neste capitulo, trazemos as
nuéncias deste mecanismo como encontrado no organismo de origem.

21 VISAO GERAL

O sistema CRISPR-Cas € um mecanismo de defesa adaptativo encontrado
em bactérias e archea contra bacteridfagos (Deveau et al., 2010; Labrie et al., 2010;
Barrangou e Marraffini, 2014). Formado pelos l6cus CRISPR e as proteinas que atuam
envolta destes l6cus, batizadas de associadas ao CRISPR (Cas, do inglés CRISPR
associated) (Marraffini, 2015). Além destes, algumas proteinas inerentes de outros
sistemas bacterianos também tendem a participar do processo, vezes direta e/ou
indiretamente (Zhang et al., 2012; Levy et al., 2015). E possivel dividir o método de
acao do sistema em 3 momentos: adaptacéo, biogénese do crRNA e Interferéncia
(Figura 1) (Wright et al., 2016).

A adaptacao ocorre apds um ataque sem sucesso do bacteriéfago (ou fago) a
bactéria (Barrangou et al., 2007). O sistema obtém um pequeno fragmento do DNA
deste fago para a insercao no l6cus CRISPR, formado por uma cadeia de nucleotideos
palindrémicos repetidos batizados de repeticdes e interespaceados pelo DNA do fago
chamados de espacgadores, ambos com quantidades variaveis, porém abrangendo a
faixa de 30 a 40 nucleotideos, dependendo do subtipo (Fineran e Charpentier, 2012;
Sternberg et al., 2016).
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Figura 1 - Esquema geral funcionamento do sistema CRISPR

O sistema CRISPR é dividido em 3 momentos: 1) Adaptagao: quando a bactéria obtém um pequeno fragmento
de DNA do fago invasor (filamento vermelho) e a insere no loci CRISPR entre duas repeti¢cbes (caixa R em
formato de cristal), tornando-se um protoespacador (caixa SN entre as repeticoes). 2)Biogénese do crRNA:
transcrigao do loci CRISPR em um longo filamento de pré-crBRNA (CRISPR RNA), clivado por Cas especificas
(nao ilustrado) gerando pequenos crRNAs formados por repeticoes e protoespagadores. 3) Interferéncia:
complexo efetor resgata o crRNA e o Utiliza para buscar a regido complementar ao protoespacador, e, ao
encontrar, degrada o DNA invasor, coibindo a infec¢éo. Fonte: (WRIGHT; NUNEZ; DOUDNA, 2016) Adaptado

Quando o mesmo bacteri6fago tenta novamente invadir e fazer uso do
metabolismo bacteriano, o sistema é ativado e todo o lécus € transcrito, iniciando a
segunda etapa: biogénese do crRNA (CRISPR RNA) (Zhang et al., 2013). O produto
desta transcricdo € um grande pré-crBRNA, que passa por um processo de maturagao,
gerando fragmentos menores de crRNAs formados por repeticdes e protoespacadores
cada (Brouns et al., 2008; Carte et al., 2010; Li et al., 2013). Logo em seguida, durante
a interferéncia, etapa final do processo, o crRNA é ligado a uma proteina ou conjunto
de proteinas (dependendo da classe) que irao utilizar o espacgador transcrito como guia
e, ao encontrar as bases complementares correspondentes, realizardo a degradacao
do DNA e/ou RNA invasor, resguardando a bactéria de qualquer atividade prejudicial
a ser gerada pelo bacteri6fago (Hochstrasser et al., 2014; Barrangou et al., 2015;
Numata et al., 2015). O sistema CRISPR é divido atualmente em 2 classes (divididas
de acordo com o funcionamento), 6 tipos e 17 subtipos (divididos seguindo a ordem
em que foram descobertos) (Tabela 1) (Makarova et al., 2015), cada uma com suas
peculiaridades na forma de atuacao.
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Classe 1 2
Tipo I [ v ] \" Vi
Subtipos A, BFC;L? E, A,B,CeD S.dd A,BeC A,B,CeU [ A B1/2,C
Cas12,
Marcador Cas3 Cas10 Csf1 Cas9 Cas14 ou Cas13
CasX
Alvo fdDNA fsDNA/fsRNA S.d.d fdDNA FADNA FsRNA
Exemplo de E. coli S. epidermidis A. ferroxidans S. pyogenes F. novicida L. shahii
organismo

Tabela 1 - Classificagéo dos sistemas CRISPR-Cas.

FADNA: DNA de fita dupla; fsDNA: DNA de fita simples; fsRNA: RNA de fita simples; S.d.d: Sem dados
disponiveis.

Os sistemas CRISPR de classe 1 utilizam um conjunto de proteinas, formando
um complexo, para efetivamente encontrar o espacador e assim interromper as
atividades do bacteriéfago sobre a bactéria (Makarova et al., 2015). Esta classe é
formada pelo tipo I, encontrado em Escherichia coli, tendo como marcador a proteina
Cas3, que degrada por com auxilio do complexo associado a CRISPR para defesa
antiviral (Cascade, do inglés CRISPR-associated complex for antiviral defense) (Jore
et al., 2011); o tipo lll, presente na bactéria Staphylococcus epidermidis, é marcada
pela proteina Cas10, uma das proteinas do complexo de membros da superfamilia
de Proteinas modificadoras de atividade (Cms, do inglés Members of the superfamily
RAMP) ou Médulo CRISPR RAMP (Tamulaitis et al., 2017). O altimo membro da classe
1 é o tipo VI, muito pouco caracterizado, encontrado na bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans (Makarova et al., 2015).

Os de classe 2 fazem uso de somente uma proteina para efetivamente degradar
o DNA e/ou RNA invasor. Esta classe é formada pelo tipo Il, tendo como proteina
marcadora o conhecido Cas9, presente em Streptococcus pyogenes (Shmakov et al.,
2017). O tipo V, com o CRISPR derivado de Prevotella e Francisella (Cpf1) (Zetsche et
al., 2015; Shmakov et al., 2017) atualmente conhecido como Cas12 (Jiang et al., 2017).
E o recém descoberto tipo VI, encontrado na bactéria Leptotrichia shahii, fazendo uso
da proteina inicialmente batizada de Candidato 2 classe 2 (C2c2) (Abudayyeh et al.,
2016) e atualmente chamado de Cas13 (Shmakov et al., 2017). Além dos mencionados,
existem o Cas14 e o CasX, ambos recentemente descobertos e com poucos estudos
relacionados as suas atividades. Devido a isso, eles ndo serao abordados em detalhes
neste capitulo (Harrington et al., 2018; Liu et al., 2019).

Subsequentemente, os subtipos encontrados divergem entre si por meio de
pequenas mudancgas nas proteinas efetoras do sistema (Makarova et al., 2015). Por
exemplo, a presenca da proteina csa5 no complexo Cascade do sistema CRISPR
classe 1 tipo I-A e auséncia nos demais (Reeks et al., 2013; Daume et al., 2014). Essas
mudancgas sao consideraveis e a presenca das mesmas auxiliam no entendimento
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do padrdo evolucional e diversidade de cada um dos sistemas (Makarova et al.,
2015). E importante ressaltar que, o sistema CRISPR é teorizado por evoluir rapida
e horizontalmente (Makarova et al., 2015) e, em dentrimento disso, regras impostas
para sua classificagao eventualmente sao quebradas a medidas que novos estudos
a cerca do sistema sao realizados, assim como novas classes, tipos e subtipos sao
descobertos.

3|1 SISTEMA CRISPR DE CLASSE 2

Encontrados exclusivamente em bactérias (Makarova et al., 2011). Os CRISPR
de classe 2 sao considerados relativamente simples se comparados aos de classe
1, geralmente os de menor composicao relativa a quantidade de gene codificadores
(Wright et al., 2016). Sua caracteristica principal € a participacao de 1 nuclease durante
o processo de interferéncia (Shmakov et al., 2017). Gragas a tal, seu potencial uso na
engenharia genética é consideravelmente maior, tendo em vista que seu tamanho e
complexidades reduzidas facilitam a insercédo do sistema em organismos distindos
por meio de vetores que possuem o tamanho como fator limitante (Higashijima et al.,
2017; Peng et al., 2017; Soppe e Lebbink, 2017). Em detrimento disso, os tipos I, V e
VI, encontrados no sistema CRISPR de classe 2 possuem o processo de interferencia
relativamente bem explanados quando comparado as outras etapas (Shmakov et al.,
2017).

41 CLASSE 2 TIPO II: VISAO GERAL

Usado para demonstrar pela primeira vez a forma pela qual CRISPR protegia
batérias contra bacteri6fagos (Barrangou et al., 2007). Logo depois, usado novamente
para abrir a mente de pesquisadores de todo o mundo para o enorme potencial deste
sistema (Jinek et al., 2012)2012. O tipo Il € sem duvida a estrela do sistema CRISPR.

O tipo II-C esquematizado na figura 2, possui os l6cus mais simples do tipo
II, contendo somente 3 genes Cas: CAS71 e CASZ2; o arroz com feijdo do processo
adaptativo; e a CAS9, codificador da nuclease de mesmo nome, atuante no processo
de adaptacéo, biogénese do crRNA e interferéncia (Shmakov et al., 2017). Além destes
genes, o sistema do tipo Il possui um gene codificador de um RNA néo traduzido em
proteina, com sequéncias semelhantes as repeticées do locus CRISPR, o RNA trans
ativador (do inglés trans-activating RNA — tracrRNA). O tracrRNA tem como papel
auxiliar a enzima Cas9 em todas as trés etapas do sistema (Chylinski et al., 2013;
Karvelis et al., 2013). Demais subtipos possuem proteinas capazes de auxiliar Cas1 e
Cas2 durante a acquisicao de protoespacadores (0 nome dado as sequéncias de fagos
que serdo inseridas no l6cus CRISPR, e assim passando a se chamar espacadores)
(Wright et al., 2016). Sendo esses a Cas4 no tipo II-B e Csn2 no tipo II-A (Zhang et al.,
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2012; Ka et al., 2016).
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Figura 2 - Esquema mecanismo de acao sistema CRISPR tipo 1I-C

a.Obtencao dos protoespacadores: O complexo formado pelas proteinas Cas9 (marrom), Cas1 (verde), Cas2
(roxo) e tracrRNA (lima) é responsavel por obter o protoespacador seguido da sequéncia PAM. As fungdes destas
proteinas nesta etapa sdo de reconhecimento, nuclease, estrutural e de ativagdo da Cas9, respectivamente
b.Insercéao ao locus CRISPR: Ao reconhecer sequéncias especificas na regiao lider, Cas1-Cas2 realizam 2
ataques nucledfilicos: o primeiro na regiéo 5’ superior entre a sequéncia lider e a primeira repeticdo e o segundo
na regido 3’ entre a primeira repeticao ultimo espacgador. Desta forma, o novo espagador se insere entre duas
fitas simples de repeticbes. Posteriormente reparadas por polimerases e ligases (preto) d.Biogénese do crRNA
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(opcional): Com o auxilio do tracrRNA, Cas9 é capaz de reconhecer a sequéncia de espagadores para posterior
clivagem pela RNaselll e outra RNase desconhecida (ambos em preto). Outra opgéo para este processo e
exclusivo do subtipo C é a transcri¢céo de espacgadores separadamente. Desta forma, a maturagéo néo se faz
necessario (ndo ilustrado). Independete do caminho tomado, o resultado é o complexo formado pelo gRNA
(jungé@o do tracrRNA + crRNA) e a proteina Cas9 e.Interferéncia: o complexo gRNA-Cas9 buscam ativamente
por uma sequéncia PAM (branco). Ao encontrar, Cas9 entdo promove a formagéo da estrutura gRNA-DNA alvo
e, caso formada, procede realizando cortes de fim abrupto em ambas as fitas cerca de 3 nucleétidos anteriores a
sequéncia PAM. Fonte: Autor

4.1 Adaptacao

Estudos demonstraram que, sem a presenca da proteina Cas9 junto com o
tracrBRNA, o processo de obtencao de protoespacadores nédo era realizado (Yoganand
et al., 2017). Isso acontece pois 0 complexo Cas1-Cas2 nao é capaz de reconhecer
a sequéncia PAM (5-NGG-3’), diferente de outros complexos, como 0s encontrados
no tipo | (Yoganand et al., 2017). Na realidade, a presenca de todas as proteinas no
locus CRISPR se fazem necessarias para este processo. Porém, é importante levar
em consideracédo que o numero de Cas encontrados neste tipo € consideravelmente
reduzido se compararmos aos demais (Makarova et al., 2015; Shmakov et al., 2017).

Assim, temos um pequeno complexo formado pelas proteinas Cas9-Cas1-Cas2
em conjunto com o tracrRNA para a obtencéo dos espacadores no tipo II-C (Figura 2a)
(Shmakov et al., 2017). Dentro deste complexo, Cas9 assume uma conformacéo onde
seus dominios responsaveis pelo corte de DNA estédo desativados (Jinek et al., 2014).
Sua funcdo no processo adaptativo é exclusivamente de reconhecimento de uma
pequena sequéncia de nucleotideo batizada de Motivo Adjacente ao Protoespacgador
(PAM, do inglés Protospacer Adjacent Motif). A sequéncia PAM é essencial para o
reconhecimento do proprio e ndo proprio durante o processo de intereferéncia
(discutido melhor em 3.3) (Chylinski et al., 2013). Cas1-Cas2 realizam o papel de
nuclease, obtendo o protoespacador (Ka et al., 2016). O tracrRNA por fim, tem como
papel a ativacédo da proteina Cas9 para reconhecimento da sequéncia PAM, alterando
sua estrutura (Heler et al., 2015).

Curiosamente, estudos onde Cas9 com funcgdes catéliticas removidas foram
inseridos em bactérias (conhecidos como Cas9 mortos {do inglés dead Cas9 —
dCas9}), houve um grande aumento de captacdo de protoespacadores advindo da
propria bactéria. Com o locus CRISPR chegando a conter 96% DNA préprio contra
4% do plasmidio usado durante a pesquisa (Wei et al., 2015). Com isso, os autores
hipotetizaram que bactérias que tendiam a obter protoespagcadores de DNA proprio se
auto-destruiriam na presenca de uma Cas9 funcional, causando um efeito de selecao
natural que propagaria somente as bactérias que obtiveram protoespacadores de DNA
estrangeiro, assegurando sua protecao em ataques subsequentes (Wei et al., 2015).
Isso demontra que, apesar de ser mais simples, o sistema CRISPR do tipo II-C é, para
a bactéria, uma roleta-russa (Wei et al., 2015). Apds a obtencédo do protoespacgador,
Cas1-Cas2 digirem-se ao l6cus CRISPR para insercéo (figura 2b) (Yoganand et al.,
2017).

Ciéncias da Saude: da Teoria a Pratica 10 Capitulo 18




Anélises em ambientes controlados buscaram elucidar a forma de insercéo de
espacadores no locus CRISPR in vivo. Demonstrando que, nesta etapa, Cas1-Cas2
realizam primeiramente o reconhecimento do possivel lbcus CRISPR nas regides distais
da péssivel sequéncia lider (Wright e Doudna, 2016). Ao reconhecer a sequéncia,
o complexo entdo usa a conformidade espacional inerente aos lécus CRISPR para
verificar: 1). Se o tamanho do protoespacador é adequado 2). Se a regido correta de
sequéncia lider foi reconhecida e 3). Se houve o reconhecimento de uma sequéncia
similar a lider por engano. Caso algum a sequéncia analisada ndo passa nestes
critérios, Cas1-Cas2 cessaracao a atividade sobre o gene bacteriano, resultando em
uma pequena inser¢ao do protoespacador ao invés de seu completo anelamento ao
gene (Wright e Doudna, 2016). Este fendbmeno por si é capaz de comprometer regides
codificadores essenciais para a manutencdo da vida da bactéria. Devido a isso, a
pequena insercao de protoespacador feita na regido errada é rapidamente reparada
por mecanismo ainda ndo elucidados (Wright e Doudna, 2016). Este eficiente método
de manutencédo em caso de erros de insercao fora dos l6cus contrasta com a grande
inespecificidade durante 0 momento de obtengcao dos protoespagadores, mencionados
anteriormente.

4.2 Biogénese do crRNA

Existem diferencas marcantes entre os subtipos no que diz respeito a etapa de
biogénese do crRNA do sistema CRISPR de classe 2 tipo Il (Charpentier et al., 2015).
No paragrafo seguinte, consideramos o método de biogénese do crRNA executados
pelos subtipos A e B.

Apoés a transcricdo, o complexo Cas9-tracrRNA é recrutado para servir como
reconhecedor do pré-crRNA (Charpentier et al., 2015). Cas9 auxilia no reconhecimento
por complementariedade de pares de bases existentes entre o tracrBNA e as
repeticdes no pré-crBNA (Chylinski et al., 2013). Entretanto, Cas9 possui apenas
capacidade de clivar DNA (Wei et al., 2015). Seus dominios capazes de interagir com
o RNA sao exclusivamente para reconhecimento e diferenciacao entre esses dois
tipos de acidos nucléicos (Anders et al., 2014; Jinek et al., 2014). Para resolver esse
impasse, entra em cena a RNase lll, enzima comumente encontrada no metabolismo
bacteriano (Deltcheva et al., 2011), A RNase lll realiza a clivagem da regiao 3’ do pré-
crBRNA, consequentemente, auxiliando na maturacdo tanto do pré-crRNA quanto do
tracrBNA. Outra enzima até o momento desconhecida é supostamente recrutada para
0 processamento da repeticao na regiao 5’ do pré-crBRNA (Charpentier et al., 2015;
Hochstrasser e Doudna, 2015).

Curiosamente, quanto se tratando do subtipo C, o processamento do crRNA nao
se faz necessario. Estudos realizados na bactéria N. meningitidis demonstraram que
mesmo na abstinéncia da RNase lll, Cas9 ainda era capaz de passar pelo processo de
interferéncia de forma eficiente (Zhang et al., 2013). Aparentemente, esta caracteristica
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singular é devida as regibes promotoras encontradas em cada repeticdo. Desta
forma, cada espacador sera transcrito separadamente, relativamente maturo para a
integracado com o tracrRNA e posterior interferérencia. A figura 2c traz o processo de
biogénese de crRNA na presenca da RNase Ill nos tipos II-C.

Indepentende da maneira de obtencao do crBRNA, o fim se d4 com a associacao
do crRNA maduro com o tracrBRNA (Charpentier et al., 2015). Formando o complexo
efetor unico composto por Cas9 e o recém-formado gRNA (do inglés guided RNA)
(Jiang e Doudna, 2017).

4.3 Interferéncia

Cas9 é uma proteina formada por 2 l6bulos, um de reconhecimento (REC)
e outro contendo as nucleases (NUC) (figura 3) (Jinek et al., 2014). Em constante
movimentacdo entre os 2 I6bulos existe o dominio C-terminal, de maior variedade
entre os subtipos (Sternberg et al., 2014; Nishimasu, 2015). REC possui a funcao
de reconhecer o tracrRNA para associacao (Nishimasu et al., 2015); NUC realiza a
clivagem apos formacado do complexo (descrito abaixo); e o dominio C-terminal é
responsavel pelo reconhecimento da sequéncia PAM. Esta sequéncia é essencial para
o reconhecimento proprio do ndo proprio pois a sequéncia complementar ao gRNA que
a Cas9 carrega nao esta préxima da sequéncia PAM no genoma bacteriano, somente
no genoma do fago. Como a sequéncia PAM é essencial para o anelamento da Cas9
no sitio de interesse. Teoricamente, a bactéria ndo teria nada a temer durante esta
etapa do processo. Devido sua diversidade entre espécies, diferentes tipos de Cas9
séo capazes de reconhecer sequéncias PAM diferentes (Sternberg et al., 2014). Além
disso, esta estrutura monstrou-se essencial durante os processos de adaptagao e
interferéncia(Wright et al., 2016). Os 2 I6bulos da proteina mudam de posi¢cao conforme
as associacoes feitas entre tracrRNA, crBRNA, sgRNA e o DNA alvo (Jiang e Doudna,
2017).

Inicialmente, no estado apo, Cas9 mantém suas estruturas NUC e C-terminal
dispersas e sem qualquer atividade, reforcando a necessidade singular desta proteina
de um RNA guia para que qualquer atividade enzimatica seja realizada (Jiang et
al., 2015). Neste estado, tudo que Cas9 é capaz de realizar é reconhecer tracrBNA
por meio da regido REC (Jiang e Doudna, 2017). Quando isso acontece, Cas9
passa por grandes mudancgas estruturais que rapidamente permitem a liberacéo da
regidao C-terminal para a investigacao de DNA contendo sequéncias PAM na regiéo
ndao complementar ao gRNA, assim como dispersdo dos dois |6bulos, permitindo a
associacao do sgRNA entre eles (Jiang et al., 2015). Curiosamente, apds acoplar-se ao
gRNA, pouca mudanc¢a conformacional acontece (Nishimasu et al., 2015). Enfatizando
ainda mais o papel de RNA dependéncia existente nesta proteina (Sternberg et al.,
2014).

Ao reconhecer a sequéncia PAM (5-NGG-3’ em S. Pyogenes), Cas9 realiza a
dissociacéo da fita dupla, que entédo passa a reagir com o gRNA exposta a ela (Figura
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2e). Caso os nucleotideos iniciais seguido do PAM nao forem capazes de se associar
corretamente (regidao semente), Cas9 interrompe o0 processo, seguindo para a sequéncia
PAM mais proxima (Jiang e Doudna, 2017). Em caso de complementariedade, Cas9
reconhece a estrutura DNA-RNA formada independente da sequéncia, o que é capaz
de colaborar para o maior nivel de aceitacdo de erros por parte da enzima quando
mais distante a n&do complementariedade for da sequéncia PAM (Anders et al.,
2014)2014. Por fim, Cas9 usa seus dominios cataliticos para realizar um unico corte
de fim abrupto nas fitas do DNA alvo associada e ndo associada ao sgRNA. Efetuados
pelos dominios HNH e RucvC respectivamente (Jinek et al., 2014; Wei et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura do complexo Cas9-sgRNA-DNA alvo de S. pyogenes

Representacéo em forma de fita (esquerda) e de aspecto exterior (direita) da proteina Cas9 associada ao sgRNA
(laranja) e DNA alvo (azul escuro e roxo). O I6bulo NUC é formado pelos dominios CTD (cinza escuro), NHN
(verde), RuvC (azul) e L (amarelo). O I6bulo REC (reconhecimento) é formado pelos multiplos dominios REC

(cinza claro). NTS = fita ndo alvo TS = fita alvo. Fonte: (JIANG, F. et al., 2016) Adaptado

51 CONCLUSOES

Neste capitulo buscamos explicar os mecanismos de acéo do sistema CRISPR
de classe 2 tipo Il. Apesar de nédo ter abordado os usos e beneficios advintos dessas
descobertas, é possivel observar, pelo nUmero de publicacdes existentes e o interesse
crescente da comunidade cientifica, que a flexibilidade deste sistema é faciimente
capaz de proporcionar uma numero quase inimaginavel de aplicagoes.

Os estudos realizados até entdo ja foram capazes de desvendar uma gama de
aspectos funcionais do sistema CRISPR. Atualmente, é possivel dizer que se sabe 0
suficiente a respeito de alguns dos seus tipos para serem usados em diversos setores
da esfera bioldgica. Porém, ndo € em detrimento disto que os esforcos por meio da
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comunidade cientifica para o melhor entendimento do sistema devam diminuir de
intensidade. Ainda existem muitos aspectos nebulosos a respeito do sistema que, ao
serem destrinchados, possivelmente extenderdao ainda mais a caixa de ferramentas
continuamente espansivel de proteinas para a manipulacéo genética.

Perguntas como o funcionamento do proceso de adaptacao do tipo VI, a segunda
RNase atuante no processo de biogénese do crRNA no tipo Il, o papel do dominio
catalitico existente na Cas2 sédo apenas alguns das mdultiplas duvidas que pairam
sobre o sistema CRISPR. E, somente com o incentivo a cientistas que todos os dias
trabalham arduamente para entender aspectos basicos da natureza é que poderemos
responder essas perguntas, e, com elas, desenvolver tecnologias capazes de sanar
de uma vez por todas o Unico mal cujo a humanidade nao foi capaz de interferir de
forma eficiente: as doencgas genéticas.
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