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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias Biol6gicas: Campo Promissor em Pesquisa” € uma obra
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussao cientifica atual
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos
de casos, resumos ou revisdes que transitam nas diversas areas das Ciéncias
Biologicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especializacdo das areas de
estudo da biologia, a tornam uma ciéncia muito envolvente, que consegue abranger
todas as relagdes interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras areas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a
area da Saude em diferentes Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Logo, neste
volume podera ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifungicas, biotecnologia e
topicos relacionados a seguranca alimentar e cuidados em saude. O destaque desse
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle
de diversos microorganismos.

Ja o volume dois, € composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciéncias
e pesquisas cientificas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados a
Ecologia e Conservacao ambiental, e também a divulgacéo da Educacéo Especial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e 0 consumo sustentavel
trazem reflexdes que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e
aprendizagem oferecem um plano de fundo as discussdes referentes ao melhoramento
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.

Conteldos relevantes sédo, deste modo, apresentados e discutidos com a
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de académicos, mestres e
doutores das amplas areas das Ciéncias Biologicas.

Renata Mendes de Freitas
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CAPITULO 11

EDICAO GENETICA ATRAVES DO CRISPR PARA
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RESUMO: A descoberta dos genes, da
molécula de DNA e a compreensao das suas
funcbes (coordenacdo do desenvolvimento,
funcionamento do metabolismo dos seres
vivos) estimularam o meio cientifico a buscar,
compreender e manipular o coédigo fundamental
da vida. Desse modo, o desenvolvimento de
técnicas de edigcdo de genes esta possibilitando a
modificacdo de mutacdes genéticas, auxiliando
na identificagcdo de possiveis tratamentos que
resultariam na cura permanentemente de certas
patologias, trazendo beneficios a saude publica.
Uma dessas técnicas de edi¢cdo é a nuclease
programavel CRISPR/cas9 que possui como
funcdo a alteracdo de um determinado gene
andbmalo e, consequentemente, permitindo a
correcéo de mutacdes génicas, a modulagdo da
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TRATAMENTO DE DOENCAS

expressao génica, a caracterizagao fenotipica
de uma doenca, o tratamento de doencas
infecciosas, o desenvolvimento de culturas
agricolas resistentes a pragas ou a infecgoes,
o0 aumento da imunidade viral em bactérias
utilizadas na producédo de alimentos, entre
outras aplicabilidades. Alguns estudos com a
CRISPR/cas9 mostram resultados promissores
no tratamento de doencas monogénicas,
como na acondroplasia, hemofilia e talassemia
beta. 0 desenvolvimento dessa
metodologia propiciou o surgimento de diversos
misticismos e debates éticos / filosoficos devido
a associacdo com possiveis manipulacédo do
genoma humano. As filosofias transumanistas,

Todavia,

movimento intelectual com a premissa analisar
e melhorar a condicdo humana a partir do uso de
ciéncia e tecnologia para otimizar a capacidade
cognitiva e superar as limitagcdes humanas tem
incentivado o estudo da técnica CRISPR/cas9.
Vale salientar e necessidade da desmistificagao
da edicdo genética, buscando informar o seu
funcionamento e os impactos socioeconémicos
associados.

PALAVRAS-CHAVE: (1) Edicéo-génica 1; (2)
CRISPR/Cas9 2; (3) Tratamento.

ABSTRACT: The gene and DNA molecule
discovery as well as the their
comprehension highlighted the importance of

functions

scientific understanding and manipulation of the
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live fundamental code. Thus, the development of gene editing techniques enabled the
modification of genetic mutations the identification of possible treatments that possible
results in some pathologies cure, bringing benefits to Public health. One of these editing
techniques is the programmable nuclease CRISPR/Cas9, which can alter mutated gene
and, consequently, allowing the correction of these gene mutations, the modulation of
gene expression, the phenotypic disease characterization, the treatment of infectious
diseases, the development of agricultural crops resistant to pests or infections, the
increase of viral immunity in bacteria used in the production of food, among other
explicabilities. Some studies with CRISPR/Cas9 show promising results in the treatment
of monogenic diseases, such as achondroplasia, haemophilia and beta thalassemia.
Although, the development of CRISPR methodology led to the emergence of several
ethical and philosophical debates due to the association with possible manipulation
of the human genome. The transumanist philosophies, intellectual movements that
analyze and improve the human condition from the use of science and technology
to optimize cognitive capacity and overcome human limitations has encouraged the
study of the technique CRISPR/Cas9. It is very important the demystification of genetic
edition, seeking to inform the functionality and associated socioeconomic impacts.
KEY WORDS: (1) Gene-Editing 1; (2) CRISPR / Cas9 2; (3) Treatment.

11 INTRODUCAO

Os aspectos da vida humana foram, em algum grau, reformulados pelo
desenvolvimentotecnoldgico,incluindoamaneiradelocomocéao,buscadeinformacgoes,
comunicagcdo e o tratamento de doencas. Inicialmente, esse desenvolvimento
tecnolégico, através de acdes que modificam o curso natural de uma doenca, atenuou
o ciclo celular dos microrganismos, que poderia levar a invalidez, incapacitacao,
recuperacéo ou obito (CLARK & LEAVELL, 1976). A evolucéo tecnoldgica auxiliou
na utilizacdo de seres vivos em processos industriais (biotecnologia), possibilitando
0 manuseio de agentes biolégicos ou de seus derivados para otimizar processos
(MALAJOVICH, 2016). O desenvolvimento de tecnologia destinada a fabricacao de
medicamentos reduziu o processo de selecao natural de micrébios e humanos, em
que o mais apto sobrevive (CLARK, 2010). A interac&o entre um agente bioldgico e o
ser humano, era potencialmente letal. Em 1941, ocorre a sintese e comercializagcéao
da penicilina, marco para o tratamento de doengas e diminuicdo na mortalidade
decorrente da sele¢éo natural.

A descoberta do Acido Desoxirribonucleico (DNA) e a posterior compreenséo da
sua funcdo na coordenacao, no desenvolvimento e no funcionamento do metabolismo
dos seres vivos estimularam o meio cientifico a buscar, compreender e manipular
a codigo fundamental da vida. A capacidade de editar tal codigo esta relacionado a
capacidade de corrigir defeitos, prevenir e curar permanentemente doencgas. Antes
do anos 2000, as ferramentas de manipulacao e edicdo genética existentes, embora
viaveis, erampouco eficientes ou muitolaboriosas (DOUDNA& CHARPENTIER, 2014).
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No inicio da década de 2000, estudos sobre o sistema de defesa de bactérias contra
bacteridéfagos levou a descoberta da Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Inter espacadas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) ou CRISPR, sistema de defesa adaptativo de bactérias e arqueias, em
gue sequéncias de material genético viral ou plasmidial, tornando-se analogo a uma
espécie de “memoria” de invasdes anteriores. As CRISPRs podem ser traduzidas
em pequenas sequéncias de Acido Ribonucleico (RNA) que se associam a enzimas
denominadas CRISPR associated proteins (Cas). O sistema CRISPR identifica
sequencias de DNA complementares ao material genético previamente modificado
por infeccbes anteriores e a enzima nuclease associada, Cas9, faz a clivagem do
DNA (BARRANGOU & HORVATH, 2012). Embora apresentem mecanismos de
atuacdo semelhantes, existe uma imensa variedade nos sistemas CRISPR/Cas
com especificidades e caracteristicas distintas. Isso se deve a vasta variabilidade
genéticas de bactérias e arqueias e a constante coevolucéo delas e seus némeses,
os bacteriéfagos (ROSSI & ALMEIDA, 2010).

Em decorréncia das grandes mudancas tecnolégicas, surgiram, principalmente
no final do século XX, movimentos filos6ficos que buscam entender os impactos e
estimular ou conter aimplementacao desses avancos. Dentre as ramificacées desses
pensamentos, esta o transumanismo, movimento intelectual que tem como premissa
analisar e melhorar a condicdo humana a partir do uso de ciéncia e tecnologia para
otimizar a capacidade cognitiva e superar limitacdes fisicas e psicolégicas humanas,
defendendo alteracbes nas estruturas biolégicas que permitam reduzir o sofrimento,
nao s6 entre humanos, mas entre todos os seres vivos (MORE, 1990).

O presente trabalho teve como principal descrever o tratamento de doencas
por meio da edi¢cdo genica através do sistema CRISPR/Cas, os seus possiveis
desdobramentos filos6ficos e consequéncias para saude publica, tentando
desmistificara edicao genica e seu uso.

21 0S ACIDOS NUCLEICOS E A INFORMACAO GENETICA

2.1 O material genético e a hereditariedade

Pormuitotempo, acreditou-se que asinformacdes hereditarias eram transmitidas
através das proteinas, uma vez que apresentavam estruturas complexas quando
comparadas aos &cidos nucleicos. Na década de 1940, alguns experimentos
foram realizados, gerando questionamentos sobre a teoria das proteinas como
propagadoras das informacdes genéticas. Com o teste realizado com a bactéria da
espécie Pneumococos foi possivel identificar mecanismos e moléculas relacionados
ao processo de transformacdo bacteriana, isto é, capacidade em assimilar
caracteristicas de outras bactérias mortas. Com a cepa especifica de Pneumococos
que sintetizava uma cépsula bacteriana, foi realizado a separacéo de seu extrato
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celular em proteinas, DNA, RNA, lipideos e carboidratos. Cada uma desses
produtos foi adicionada a culturas de outra cepa de Pneumococos que nao produzia
a cgpsula. O resultado mostrou que apenas a fragcdo contendo DNA possibilitou a
recuperacédo da capacidade bacteriana em formarem a capsula, inferindo-se que
o DNA desempenhava um papel imprescindivel na formacdo e transmissao de
caracteristicas (WATSON et al., 2015).

A estrutura quimica da molécula de DNA é composta por uma dupla fita,
antiparalela, helicoidal formada por um extenso polimero de nucleotideos. A cadeia
principal € formada por moléculas de pentose (desoxirribose) e fosfato intercalados e
unidos por ligacdes covalentes do tipo fosfodiéster. A molécula da pentose esta ligada
aos compostos ciclicos contendo nitrogénio, as chamadas bases nitrogenadas, as
quais fazem a ligagdo entre uma fita e sua fita complementar através de pontes de
hidrogénio (Figura 1). Existem quatro tipos de bases nitrogenadas na molécula de
DNA a Timina (T), Adenina (A), Guanina (G) e Citosina (C).

Figura 1: A estrutura bioquimica da molécula de DNA. O DNA é composto por unidades
fundamentais denominadas nucleotideos, estrutura composta por um grupamento fosfato, uma
pentose e uma base nitrogenada. E uma molécula dupla fita, antiparalela, helicoidal, ligadas
entre si por pontes de hidrogénio.

Fonte: imagem adaptada a partir do site Biophilia: https:/bit.ly/2rfPGYV

O DNA é uma molécula muito longa que se associa a proteinas, histonas,
gerando um complexo DNA-Proteina chamado de cromatina, com diferentes
estados de compactacgéo. A cromatina em seu estado mais compactado € chamada
de cromossomo (DE ROBERTIS & HIB, 2006). O DNA & uma estrutura replicante
e também capaz de ser transcrito em fita de RNA que, por sua vez é traduzida em
cadeias polipeptidicas que dardo origem as proteinas (dogma central da biologia
molecular) (WATSON et al., 2015). Assim, o DNA é uma molécula que contém o
codigo de sintese para as estruturas que direta ou indiretamente compde os seres
vivos (Figura 2).
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transcrigdo tradugéo

replicacio C =

RNA proteina

Figura 2: Dogma central da biologia molecular. O fluxo das informagdes genéticas: uma
molécula de DNA pode se replicar gerando copias idénticas de si mesma, pode ser transcrita
em uma molécula de RNA que por sua vez é traduzida em uma proteina.

Fonte: imagem adaptada a partir do site https://bit.ly/2QcjcgT

A replicacéao é a capacidade de duplicacdo do DNA sintetizando copias de si
mesma. Para que ocorra a duplicacédo do DNA é necesséria a separacao das duas
fitas originais, chamadas de fitas parentais e a sintese de duas novas fitas, tendo as
parentais como molde. O processo de replicacdo €, um processo semiconservativo,
uma vez que cada nova fita de DNA contém uma fita parental e uma fita recém-
sintetizada (WATSON et al., 2015).

O processo de transcricéo corresponde ao DNA como molde para a sintese de
uma fita de RNA, . O RNA também é polimero de nucleotideos que tem sua cadeia
principal composta por moléculas de pentose ribose e fosfato intercaladas e unidos
por ligacdes fosfodiéster, além de bases nitrogenadas ligadas a molécula de pentose.
Abase nitrogenada uracila (U) substitui a timina (T) presente no DNA (DE ROBERTIS
& HIB, 2006). Nos eucariotos, o0 RNA geralmente tem uma estrutura em forma de fita
simples, enquanto que em alguns virus essa molécula pode apresentar estrutura de
dupla fita. Existem 3 tipos principais de RNA, o RNA ribossémico (RNAr) que origina
os ribossomos, organelas citoplasmaticas que atuam na sintese de proteinas, o
RNA transportador (RNAt), que transportam os aminoacidos até o ribossomo e o
RNA mensageiro (RNAm) que guia na ordem de encaixe dos aminoacidos para a
sintese de proteina. A sintese de proteina, tradug¢ao, corresponde a ultima etapa de
transferéncia da informacé&o contida no DNA (WATSON et al., 2015).

Nos eucariotos a molécula de RNA é inicialmente sintetizada em um estado
“imaturo” que é processado para gerar uma sequéncia de cédons que sintetizam
proteinas funcionais. O processamento da molécula de RNA é composto por trés
etapas, a adicao de CAP, o splicing e a adicao da cauda poliA (Figura 3). A adigéao
do CAP ocorre apés o inicio da sintese do RNAm e tem como fungdes a protecéao
contra a agao de enzimas que clivam o RNA, a interagdo com complexos proteicos
que exportam esse RNAm para o citosol da célula e o acoplamento da molécula de
RNAm no ribossomo. O processo de splicing consiste na retirada de sequéncias de
nucleotideos nao codificadores, os introns, e a ligacéo de sequéncias codificadoras,
0s exons. A adicéo da cauda poliA corresponde a incorporagdo de uma sequéncia
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de nucleotideos de adenina na porcao 3’ do RNA, que, apesar de sua funcéo ainda
ser pouco compreendida, especula-se que possivelmente atue no aumento da
estabilidade da molécula e evite sua degradacéo precoce. Apds o processamento,
o RNAm maduro atravessa os poros nucleares, deslocando-se para o citoplasma,
onde desempenha a funcéo de sintese proteica.

Exons
e ||||||||+|||1|1|11—_®®®®“';'
§' cop Tedvovs Cauda poli-A
/\/(:\:’\\hﬁw 4{ Sp\'\c:\h%
s'e e —OOA® - 3

RNAm Maduro

Figura 3: Processo de Splicing. Processamento do RNAm apds sua transcricdo, com a
retirada que regides nao codificantes, os introns e a unido das regides codificantes, os exons,
para a producdo de um RNAm funcional.

Fonte: imagem adaptada a partir do site Medical Xpress https://bit.ly/2Qz5Af2

2.2 Danos e os mecanismos de reparo do material genético

Como o DNA é codigo fundamental da vida e contém todas as informagdes
necessarias para o desenvolvimento de organismos, a manutencdo da sua
integridade é fundamental para o perfeito funcionamento do metabolismo dos seres
vivos. Entretanto, modificagdes e danos ao DNA, relativamente comuns durante o
ciclo celular, sédo capazes de ocasionar mutac¢des ou disfungdes, gerando alteragdes
metabdlicas e estruturais que comprometem o funcionamento do organismo. Os
danos ao material genético sdo causados por diversos fatores como radiagoes,
substancias quimicas, radicais livres, infeccbes virais, fatores endogenos, entre
outros. Os danos induzem mecanismos de resposta celular que visam a corre¢cao do
erro e reparo do material genético, ou a ativacao de mecanismos apoptéticos, caso
a lesao seja irreversivel ou potencialmente maléfica (SANCAR et al., 2004).

As lesdes no DNA ocorrem por danos a uma unica fita do DNA, denominadas
de danos a fita simples (single strand break — SSB) ou por danos a dupla fita de
DNA (double strand break — DSB). Os mecanismos de reparo de SSB usam a fita
complementar como molde para correcdo da fita danificada e podem ser feitos
pela excisdo da base nitrogenada (BER — Base excison repair) ou do nucleotideo
(NER - Nucleotide excision repair) (LISTIK & CARMO, 2016). Os DSB possuem
maior potencial de comprometer a estabilidade celular e podem ocorrer por a
unido de extremidade ndo-homdloga (NHEJ - Non-homologous end joining) ou por
recombinagcdo homologa (HDR - homologous recombination). No NHEJ, principal
mecanismo de reparacdo de DSB em mamiferos, as extremidades de quebra sédo
ligadas diretamente, sem a necessidade de molde da regido homologa ao DNA,
tornando o processo mais rapido. Entretanto, a regido de ligagc&o tem a sequéncia de
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nucleotideos alteradas, o que pode causar deleg¢des ou inser¢cdes de nucleotideos
(MOORE & HABER, 1996). AHDR é mais precisa, pois utiliza uma sequéncia idéntica
ou similar localizada no cromossomo homdlogo para o reparo da quebra, diminuindo
a ocorréncia de mutacoes (Figura 4).

Dano na fita dupla de DNA

e S S
LA R L L

DNA doador
e i

unido de extremidades recombinagio homdloga
nao-homaélogas (NHEJ) (HDRY)

TS PRI T PP T Y™™
MM SO Bt et L L LR

v \

Insergdo ou delegdo de mutagdes Alteragdo [ corregdo precisa

Figura 4: Mecanismos de Reparo a Danos da Fita Dupla do DNA. O dano na fita dupla
de DNA pode ser reparado pela (1) unido de extremidade nao-homoéloga (NHEJ), onde as
extremidades de quebra sé&o ligadas diretamente sem a necessidade de molde da regiao
homologa ao DNA, podendo causar dele¢des ou insercdes de nucleotideos ou (2) pela
recombinacao homologa (HDR), que utiliza uma sequéncia idéntica ou similar de DNA (DNA
doador) como direcionamento para o reparo da quebra, diminuindo a ocorréncia de mutacoes.

Fonte: imagem adaptada a partir do site Medical Xpress https://bit.ly/2Go1111

2.3 Expressao Génica

Um gene, sequéncia especifica de nucleotideos na molécula de DNA, contém
as informacbes necessarias para a produ¢cdo do RNA e consequentemente para
a sintese de uma proteina. O processamento de um gene para a sintese de um
composto funcional é chamado expressao génica. O gene é a unidade fundamental
da hereditariedade e o conjunto deles em uma espécie é chamado de genoma. A
expressédo desse genoma sob a influéncia o meio ambiente € chamado de fenotipo
(WATSON et al., 2015).

Emum mesmo organismo, emboratodas as células possuisse 0 mesmo genoma,
a sua expressao nao ocorre de modo homogéneo, possibilitando que células de
diferentes linhagens expressem distintas proteinas, gerando diversas morfologias e
especializacdes. Aregulacéo da expressao dos genes possibilita o ajuste das células
as alteraces ambientais e adequarem seu metabolismo as necessidades geradas
pelo meio onde se encontram, permitindo que uma célula gere respostas diferentes
a um mesmo estimulo, ou ainda expresse determinados genes e nao outros. Dessa
forma, uma célula consegue controlar as proteinas que produz controlando como e
qguando um determinado gene deve ser expresso (WATSON et al., 2015). O controle
e regulacao da expressao dos genes podem ocorrer por diferentes processos, como
o grau de compactacédo da cromatina. Quando a cromatina esta pouco condensada
(eucromatina), o DNA esta frouxo e pode ser facilmente transcrito. A cromatina
condensada (heterocromatina), ndo pode ser transcrita e os eucariotos tém proteinas
que conseguem facilitar ou bloquear o acesso de enzimas a essa regiao, modulando
o processo de transcricdo (WATSON et al., 2015). O splicing também é um processo

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 11



https://bit.ly/2Go1111

que auxilia na regulacéo da expressao génica. Um mesmo gene pode gerar proteinas
distintas de acordo com o tipo de célula que se encontra, pois no momento do
splicing remove-se introns e exons diversos, produzindo proteinas diferentes. Outro
fator que regula a expresséo dos genes € a translocacao do RNAm do nucleo para o
citoplasma, influenciando a tradugao de proteinas. A regulacao génica pode ocorrer
através de alguns processos que inibem ou estimulam o acoplamento do RNAm
ao ribossomo, podendo impossibilitar a traducédo ou produzir de substancias que
degradem e inativem o RNAm antes que ele seja traduzido (WATSON et al., 2015).

2.4 Epigenética

Todas as células do organismo humano se desenvolvem de uma Unica célula
primordial, o zigoto, que contém toda a informacé&o que dara origem aos diferentes
tipos celulares que compde tecidos, 6rgao e sistemas. O controle e modulagcéao da
expressao dessas informacdes desde a concepcao até a maturagcdo do organismo
€ muito importante. Como a variacdo e a especializacdo das expressdes do
genoma nao sao inteiramente explicadas pelos processos genéticos devido a néao
h& alteracdo no DNA, surgiu, em 1942, o conceito de epigenética, por Conrad H.
Waddington (VIEIRA, 2017). A epigenética,“acima do genoma”, estuda as mudancas
na expressao de genes e as possiveis alteracdes na funcionalidade de uma célula
gue nao envolvem a alteracédo da sequéncia nucleotideos da molécula de DNA, mas
que envolvem modificagdes na estrutura da cromatina decorrentes da interagdo do
individuo com fatores externos a ele, como o ambiente, a alimentacéo, o estresse,
as infeccdes, entre outros. Tais alteragdes séo suscetiveis a reversdo e mesmo sem
alterar o DNA, as caracteristicas epigenéticas podem ser herdaveis (ELSNER &
SIQUEIRA, 2016).

A regulacao epigenética estd associada principalmente a trés mecanismos sé@o
eles a metilacdo do DNA, as modificacbes nas histonas e a atuacédo de RNA’s néao
codificantes. A metilacdo do DNA consiste na substituicdo de um atomo de hidrogénio
na molécula de citosina, por um grupo metil. Essa substituicdo ocorre em regides
promotoras do DNA e impossibilita a atuacédo de fatores de transcricdo e enzimas
que polimerizam as moléculas de RNA (VIEIRA, 2017). As histonas, proteinas nas
quais o DNA se enovela, sao de cinco tipos, H1, H2A, H2B, H3 e H4 e associam-
se em pares formando um octadmero. As histonas ligam-se a cada 147 pares de
bases de DNA, formando um nucleossomo. As histonas tém uma regido terminal,
conhecida também como cauda, rica em lisina e arginina, apresentando carga
oposta ao DNA o que possibilita 0 seu enovelamento. Mecanismos epigenéticos
podem promover alteragdes na cauda dessas proteinas, modulando a condensagao
da cromatina e por consequéncia, a acessibilidade ao DNA, implicando em uma
maior ou menor transcricdo de regides génicas (MULLER & PRADO, 2009). A
producdo de RNAs néo codificantes envolve a sintese de pequenas moléculas de
RNA que néo codificam proteinas, também conhecidos como microRNAs (miRNA).
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Essas moléculas sdo capazes de reprimir o processo de tradug¢do, ou em caso de
homologia e complementariedade das fitas, parear-se com moléculas de RNAm
resultando em sua degradacgao precoce, processo conhecido como silenciamento
génico (VIEIRA, 2017).

31 0S MECANISMOS MOLECULARES DE EDICAO DO GENOMA

As ferramentas de edicéo genica utilizam nucleases, enzimas capazes de romper
as ligagdes entre os nucleotideos, que possam ser programadas para cortar trechos
especificos do material genético (HOTTA & YAMANAKA, 2015). Tais ferramentas
realizam quebras na dupla fita de DNA, ativando mecanismos de reparo como HDR,
reparo por homologia ou por NHEJ, juncéo de extremidades ndo homologas.

O HDR utiliza um molde de DNA pré-existente para reparar a fita danificada.
Dessa forma a introducdo de uma molécula de DNA com transgenes especificos
pode ser empregada na DSB alvo para corrigir a funcionalidade de um gene mutado
(Figura 5).

Correcdo
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DSB
mutante Nuclease HDR
el 5 — J::)_
| .

RNAmM

NS RNAM
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para a Correcio l
% Proteina % Proteina

com mutagao corrigida

Figura 5. Correcao de um gene mutante utilizando Recombinagcao Homologa Direcionada
(HDR) e uma fita de DNA molde. Em uma célula que possui o Locus mutante ha a transcricao
de um RNAm alterado e consequentemente uma proteina com mutagéo. Para a correcéo desse
gene mutante é realizada uma quebra na dupla fita de DNA (DSB) e inserido uma fita de DNA
molde para corregéo.

Fonte: adaptado de LISTIK & CARMO, 2016.

O reparo por NHEJ esta associado a ligacao direta da regiao de DBS. Esse tipo
de reparo € altamente mutagénico, gerando principalmente deleg¢des e insercdes,
os chamados indels (LIEBER et al., 2003). As caracteristicas do NHEJ podem ser
utilizadas para inducéo das mutacdes pontuais, delecao de sequéncias indesejaveis,
adicao de cddons especificos, como cddons de parada, possibilitando o knock out de
tais genes (LISTIK & CARMO, 2016).

3.1 Sistema CRISPR/Cas

O sistema CRISPR/Cas9 € um mecanismo de defesa das bactérias e Archaea
contra elementos genéticos invasores de bacteriéfagos e outros plasmideos (Figura
6). O material genético exdégeno é clivado, fragmentado em pequenas fragdes e
incorporado a locus do CRISPR (DOUDNA & CHARPENTIER, 2014). Quando ha
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novamente contato com o material genético exd6geno, o sistema CRISPR identifica
trechos de DNAde infec¢cbes anteriores. Assim a endonuclease associada, Cas9, cliva
o material genético invasor impedindo sua replicagdo (BARRANGOU & HORVATH,
2012).
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Figura 6: Mecanismo de Atuacao do sistema CRISPR em bactérias e Arqueas. 1)
Imunizacéo: reconhecimento e clivagem de elementos genéticos invasores (DNA viral)

e incorporacéo de novas unidades espacadoras ao locus do CRISPR. 2) Imunidade: Os
espacadores podem ser traduzidas em pequenas sequéncias de RNA (TracrRNA) que se
associam ao complexo de enzimas Cas. Assim, o sistema CRISPR identifica trechos de DNA
complementares ao material genético previamente integrado, de infeccdes anteriores, e a
enzima nuclease associada Cas9 faz a clivagem do DNA viral em uma sequéncia precisa
impedindo a propagacao do DNA ex6geno.

Fonte: GENSCRIPT, 2015.

41 CRISPR NO TRATAMENTO DE DOENCAS GENETICAS E EPIGENETICAS

A medicina define patologia ou doenca os disturbios, alteracdes ou desajustes
na funcionalidade de um grupo celular, tecido, 6rgédo ou sistema do organismo,
associados a sinais e sintomas definiveis e especificos. As doencgas genéticas sdo um
grupo de disfungdes que resultam da modificacdo de uma sequéncia de nucleotideos
em uma parte do DNA que, direta ou indiretamente, causam alteragdes fisiol6gicas
ou anatbmicas, trazendo prejuizo ao organismo. Esse grupo de doencgas pode estar
associado a um gene, um grupo de genes ou ainda na forma de expresséo de
determinados genes ao longo da vida. Vale salientar que nem toda doencga genética
€ herdada, podendo ser causada por diversos fatores como radiacao, infec¢cao, ma
alimentacao, estresse entre outros (ZAHA, FERREIRA & PASSAGLIA, 2014).

A tecnologia CRISPR-Cas9 vem sendo amplamente estudada e utilizada
em terapias genicas e consiste na introducdo delecdo ou modificagcdo de genes
prejudiciais, tendo, em testes em modelo animal e em cultura de células, mostrado
resultados bastante positivos no tratamento e cura de varias doencgas relacionadas
com alteracdes genicas.
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4.1 Acondoplasia

A Acondroplasia (ACH) é um distarbio genético autossémico dominante que
gera um desenvolvimento anormal dos tecidos 0sseos afetando a ossificagéo
endocondral, processo que acelera a ossificacao das cartilagens, impossibilitando o
crescimento normal dos ossos longos. A ACH caracteriza-se fenotipicamente por um
nanismo desproporcional, membros curtos, tronco normal, macrocefalia, as méaos
s&o pequenas e largas, e os dedos curtos com separagao entre a terceira e quartas
falanges, podendo apresentar inumeras complicacdes (CERVAN et al., 2008). A
ACH é o tipo mais comum de nanismo no mundo e sua incidéncia é estimada em
1 a cada 25.000 nascidos vivos (HORIE et al., 2017). A maior parte dos individuos
com essa disfuncao apresenta mutagao no gene FGFR3, que leva a substituicdo do
aminodcido glicina pelo aminoacido arginina no receptor de crescimento fibroblastico
3, gerando uma superatividade dessa enzima e resultando em uma condrodisplasia,
em geral em cartilagens epifisarias, que alteram, por consequéncia, o crescimento
linear dos ossos (DENG et al., 1996).

Na tentativa de identificar possiveis tratamentos para a ACH, fibroblastos de
individuos acondroplasicos adultos foram induzidas para se tornassem células
troncos pluripotentes induzidas (iPS). Essas células iPS foram separadas em 2
grupos, um sem nenhuma alterac&o genética (grupo controle), e outro com a edicéao
no gene FGFR3 usando a CRISPR/Cas9. Apoés a introducéo das iPS modificadas
com o CRISPR, houve a eliminacdo do alelo dominante FGFR3 e a reducédo da
hiperatividade das enzimas FGFR3, quando comparados com o grupo controle o que
possibilitou o desenvolvimento normal do tecido (HORIE et al., 2017). Esse estudo
provou que é possivel impedir que o gene mutante FGFR3 se manifeste.

4.2 Distrofia de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma alteragcédo genética hereditaria
ligada ao cromossomo sexual X. Esse disturbio impede a produg¢ao de uma proteina
muscular chamada distrofina cuja funcdo exata ainda é desconhecida. Porém, a
hip6tese mais aceita é que ela tenha um papel relacionado a integridade, estabilidade
e alinhamento da membrana plasmatica e das miofibrilas durante a contracéo e
relaxamento muscular. A auséncia da distrofina possivelmente gera alteracées no
sarcolema, provocando aberturas que possibilitam a livre passagem de célcio para
o interior da célula muscular levando a necrose e perda da capacidade contratil da
fibora (MORAES, FERNANDES & ACOSTA, 2011).

A DMD, doenca recessiva localizada no brago curto do cromossomo X, afeta
principalmente homens, pois neles ha apenas uma cépia do cromossomo X.
A incidéncia é de um com a sindrome a cada 3.500 meninos nascidos vivos. As
manifestacdes clinicas, em geral, s6 sdo observadas quando a crian¢ca comecga a
andar. As alteragdes iniciam-se com o gradual enfraquecimento muscular, que se
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torna evidente por volta dos cinco anos de idade, resultando em uma dificuldade de
manutencéo da marcha, quedas recorrentes e um andar caracteristico de acentuado
balanco do corpo durante o caminhar, devido a atrofia da musculatura do quadril
impedindo o nivelamento da pelve (SANTOS et al., 2006). A progressao da DMD,
por volta dos 10 a 13 anos de idade, leva a impossibilidade de o paciente andar
sendo necessario o uso de cadeira de rodas para a locomogéo. A medida que a
doenca avanca surge insuficiéncia respiratéria e a dificuldade na ventilagdo, sendo
necessario o uso de aparelhos para o restabelecimento dessa funcéo. Nesse estagio,
tornam-se comuns infec¢cbes respiratorias, principais causa de morte de paciente
nesse estado (SANTOS et al., 2006). Os pacientes com sobrevida maior acabam
tendo a musculatura cardiaca acometida. Os pacientes com DMD acabam evoluindo
a 6bito por volta dos 18 a 25 anos pelo comprometimento cardiaco ou insuficiéncia
respiratoria (MORAES, FERNANDES, & ACOSTA, 2011).

Utilizando a técnica de edicdo genica CRISPR/Cas9 foi possivel, em modelo
canino, impossibilitar a progressdao da DMD, restabelecendo a produgao de distrofina
cardiaca a niveis superiores a 90% (AMOASII, 2018), além disso, obteve resultados
similares com distrofina produzida pela musculatura esquelética. A pesquisa levanta
grandes expectativas com relagao a futuros tratamentos para a doenca (GONCALVES
etal., 2017).

4.3 Talassemia beta

A talassemia beta € uma doencga sanguinea, de origem genética, caracterizada
por uma anormalidade na produ¢do de hemoglobina (Hb), uma proteina globular
quaternaria que atua na captacao e transportes de moléculas gasosas, principalmente
0 oxigénio. A talassemia ocorre em variados graus com alteragcées na sintese das
cadeias de globina betas e as alteracbes podem resultar em pacientes completamente
assintomaticos até pacientes com severas complicagées (MINISTERIO DA SAUDE,
2016). O desequilibrio entre a quantidade de globinas alfas e betas, devido a
menor producéo das globinas do tipo beta, faz com que o excesso de globinas alfa
livres se precipite formando agregados proteicos que causam alteragées morfo-
fisioldgicas, levando a lesbes na membrana plasmatica da hemacia. Quando essas
células atingem o sangue periférico essas alteragdes sinalizam para que ocorra o
sequestro e destruicdo dessas células pelo baco, podendo desencadear um quadro
de anemia hemolitica e a evolucdo para uma crise aplasica da medula (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016).

Através da utilizacao do CRISPR em células iPS de pacientes beta talassemicos,
foi possivel corrigir de forma eficiente as mutagcdes nos genes da globina beta,
restaurando a sua expressdo. Nenhumaalteracéo forado alvo (off-target) foiobservada
e as iPS alteradas exibiam o cariétipo normal (XIE et al., 2014). Os resultados
obtidos mostraram a possibilidade de tratamento da B-talassemia utilizando terapias
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baseadas no CRISPR. Outra possibilidade é a modificagcdo de culturas celulares do
préprio paciente fornecendo uma fonte de células para transplante ou transfusées
sanguineas, que nao gerariam os efeitos adversos das transfusdes normais (XIE et
al., 2014).

4.4 Hepatite

A hepatite, caracterizada pela inflamacao de hepatdcitos, pode ser causada por
diferentes fatores etioldgicos como infec¢des virais ou substancias toxicas (alcool,
drogas, medicamentos). As hepatites virais, principalmente HBV e HCV, s&o um
grave problema de saude publica brasileira e em seu curso natural a doenca pode
levar ao surgimento de cirrose e cancer hepatico, sendo muito comum a necessidade
de transplante (FERREIRA, 2000).

A hepatite B (HBV) é causada por um virus com genoma de DNA e envelopado,
dificultando a sua remocéo utilizando as terapias convencionais. Além disso, o virus
pode ficar longos periodos latentes e se reativar. Estudos recentes com o sistema
CRISPR-Cas9 alterando o DNA viral mostraram a diminuicdo da expressado de
antigenos marcadores da replicacéo viraldo HBV (AgHBe) (SEEGER & SOHN, 2014).
Testes utilizando iPS e edicdo genética mostraram a possibilidade de restabelecer
a funcdo hepatica repovoando o figado com hepatodcitos saudaveis, através da
utilizacdo do CRISPR para modificar sequéncias de genes de iPS, convertendo-
as em hepatocitos. Essas células, além de sadias, possuiam ainda um RNA de
interferéncia especifico contra o HBV o0 que gerou uma resisténcia dessa populacao
celular contra a hepatite B. O estudo se mostrou promissor e em poucos testes foi
possivel restabelecer a funcéo hepatica a niveis normais (KAY, 2011).

4.5 HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € um retrovirus com genoma de
RNA, que possui a enzima, a transcriptase reversa capaz de transcrever a molécula
de RNA viral em DNA para permitir a integracdao ao genoma do hospedeiro. Sua
principal forma de transmissdo € sexual, embora possa ser transmitido por via
sanguinea e congénita. O virus tem tropismo por linfocitos T CD4+, grupo de linfocitos
capaz de mediar, modular e regular a resposta imune, podendo atuar na ativacéo e
no recrutamento de células fagociticas e induzie a troca de classes e a produgéo de
imunoglobulinas pelos linfécitos B. Dessa forma o aumento da destruicdo desse tipo
celular leva a maior vulnerabilidade do sistema imune e o surgimento de infec¢des
oportunistas que podem levar o pacienta a Obito. A principal forma de tratamento do
HIV é a administragdo conjunta de varios antirretrovirais, no intuito de diminuir ou
retardar a replicacdo e propagacao viral, limitar a o surgimento de cepas resistentes
aos medicamentos e impedir a reducado dos linfécitos auxiliares. Apesar da eficacia
dos agentes antirretrovirais de impedir a replicacéo do virus em diferentes fases do
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seu ciclo, o HIV é capaz de gerar reservatorios latentes através de sua integracéo
ao genoma celular. Dessa forma, mesmo que a carga viral do paciente seja
extremamente baixa, o tratamento com antirretrovirais deve ser mantido por toda a
vida. Entretanto, a terapia antirretroviral apresenta efeitos adversos que estimulam a
desisténcia do regime terapéutico, como nausea, vomito, diarreia, cefaleia, alteracdes
cardiovasculares, hematolégicas e metabdlicas.

Varios avancos foram mostrados com o CRISPR, levantando a possibilidade de
novas formas de tratamento. Varios estudos em modelo animal e células humanas
mostraram que utilizando o CRISPR é possivel remover o DNA viral do HIV do
genoma do hospedeiro com extrema precisdao (KAMINSKI et al., 2016). Alguns
estudos demostraram a possibilidade de modificar os genes codificantes do receptor
quimiocina tipo 5, proteina da membrana celular que contém o principal sitio de
ligagdo do virus HIV com os linfocitos T, sem a produgdo dessa proteina o virus
nao consegue infectar as células T (DENG et al., 2018). A edicdo génica usando o
CRISPR Cas9 para modificar as células possibilitou que de duas criangas tornassem-
as imune ao Virus da Imunodeficiéncia Humana (NUNES & BATISTA, 2019). O uso
do sistema CRISPR/Cas9 para clivar o HIV do genoma removeu os reservatérios
latentes do virus e impediu a reinfecgao.

4.6 Prevencao e tratamento de doencas infecciosas

Doencas infecciosas sao causadas por virus, fungos, bactérias ou parasitas e
transmissiveis de uma pessoa para outra. A manipula¢do genica abre uma gama de
perspectivas no que tange a esses tipos de doencas. Um dos principais problemas
enfrentados atualmente no tratamento de infec¢des bacterianas é o desenvolvimento
de microrganismos resistentes a antibioticos, denominadas superbactérias. Usando
a adicao da enzima Cas9 ao virus, pesquisadores mostraram que é possivel produzir
bacteridfagos quem atacam microrganismos super-resistentes. Dessa forma, durante
a infeccao bacteriana, a enzima Cas9 adicionada ao genoma viral € transcrita e cliva
o DNA bacteriano em regides pré-determinadas resultando na morte da bactéria
(REARDON, 2017).

Ao utilizar o CRISPR, foi possivel rastrear os genes responsaveis pela fertilidade
em mosquitos Anopheles e desenvolver linhagens de mosquitos que podem suprimir
e substituir a populagdo natural de mosquitos, que séo estéreis ou que gerem uma
prole que nao pode se reproduzir, controlando endemias e epidemias de dengue,
zika e chikungunya.

4.7 Tratamento do Cancer

Organismos multicelulares precisam constantemente replicar suas células a
fim de reparar lesbes, renovar tecidos ou para o crescimento corpéreo. Dessa forma,
0 processo de proliferacdo celular deve ser continuo, controlado e autolimitado,
variando de acordo com a necessidade fisiolégica do individuo. Existem diversos
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mecanismos para a verificacdo de erros celulares, levando as células defeituosas a
um processo de morte programada, denominada a apoptose (INCA, 2011). Quando a
células nao responde corretamente aos estimulos apoptéticos e perde seu potencial
de autolimitacdo ha o descontrole proliferativo que pode levar a diversas disfung¢des
organicas, como as neoplasias malignas (cancer), que podem invadir outros tecidos
(metastase). As causas podem ser diversos fatores, como ambientais (substancias
quimicas, radiacao, infec¢des, habitos alimentares, tabagismo) e genéticos (alteragcéo
em genes responsaveis pela sintese de enzimas de variadas vias metabdlicas que
transformam uma substéncia nocivas ao organismo em outra substancia menos
toxicas e levam ao acumulo de metabdlitos que lesionam o material genético celular,
em genes que regulam a estabilidade do genoma e do ciclo celular, em genes de
sinalizacdo e controle do desenvolvimento celular, vias apoptéticas e proliferacéao
das células) (WARD, 2002). O tratamentos mais usado no combate ao céancer é a
quimioterapia, utilizacado de farmacos isolados ou combinados, que busca eliminar,
inibir ou dificultar a proliferacédo das células cancerigenas. Os diversos quimioterapicos
variam quanto sua a acao farmacologica, toxicidade e efeitos colaterais (RIUL &
AGUILLAR, 1999).

O desenvolvimento de quimioterapicos necessita da compreensao e
conhecimento da resposta celular frente a um farmaco. Por meio da tecnologia
do CRISPR diversos estudos estdo buscando inibir ou aumentar a expressao de
genes especificos a fim de identificar como essa alteragcdo genética modificaria ou
modularia a atuacdo dos quimioterapicos, identificando proteinas, vias metabdlicas
ou receptores alvos que sejam relevantes para o tratamento da doenca (OKAMOTO,
2017).

A inibiram in vitro e in vivo genes de células de adenocarcinoma pancreatico
identificaram que a delecdo de alguns genes aumenta a citotoxicidade de
quimioterapicos inibidores de ativacdo de MEK (grupo de proteinas quinase que
respondem a estimulos extracelulares para regular a diferenciacéo, proliferacao e
morte celular). O estudo também mostrou a utilidade da edicdo genética para criar
alteragdes pontuais no genoma de células neoplasicas, possibilitando a compreenséao
de como mutacdes genéticas desconhecidas afetardo positiva ou negativamente a
resposta celular para um determinado quimioterapico (SZLACHTA et al., 2018).

51 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de novas tecnologias e metodologias, principalmente na
area da medicina, biotecnologia e informatica, tem possibilitado grandes avancgos
no entendimento de certas condi¢des e tem trazido muitos beneficios relacionados
a vida.

Uma tecnologia inovadora e promissora que tem sido destaque € a CRISPR-
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Cas9, naturalmente encontradas no sistema de defesa imunologica em bactérias.
O CRISPR-Cas9 tem como principio a edicdo genica e consequentemente,
modificacdo proteica, metabdlica e de algumas caracteristicas do organismo de
forma rapida, econdmica e eficiente (poucos efeitos off-target), portanto, considerada
precisa e pontual. A CRISPR-Cas9 possibilita a insercdo, remocéo e correcao de
uma sequéncia mutada em uma molécula DNA de uma determinada célula com
precisdo. Dessa forma, a CRISPR tem sido usada em alteracbes genéticas como
a correcdo de genes com mutacdes génicas, a modulagcdo da expressao génica,
a caracterizacao fenotipica de uma doenca, no tratamento de doencas infecciosas
e patologias, no desenvolvimento de culturas agricolas resistentes a pragas ou a
infeccdes, no aumento da imunidade viral em bactérias utilizadas na producao de
alimentos, entre outras. Dessa forma, altera¢des na funcionalidade celular, tecidual
ou sistémica relacionadas, direta ou indiretamente, aos genes e suas expressoes
podem auxiliar na prevencao, no tratamento ou na cura de certas patologias. Alguns
estudos mostram resultados promissores no tratamento de doencas monogénicas.
Um exemplo é o desenvolvimento normal de cartilagens na acondroplasia, distarbio
genético com alteracdo da ossificacdo endocondral, cuja utilizacdo da técnica
CRISPR-Cas9 possibilitou hiperatividade das enzimas FGFR3, responsaveis
pela anormalidade dos tecidos 6sseos. Também se pode citar o retardamento na
progressdo da distrofia muscular de Duchenne, através do restabelecimento da
producéo de distrofina no musculo esquelético e cardiaco. O CRISPR também se
mostrou promissor no tratamento de doencas hematoldgicas, a talassemia beta e
a hemofilia, por meio da correcdo da mutacao génica causadoras essas patologias
e também a modificacéo de culturas celulares do proprio paciente fornecendo uma
fonte de células para transplante ou enxerto. Ademais, essa metodologia CRISPR-
Cas9 tem possibilitado a criacdo de organismos geneticamente modificados
capazes de atacar e destruir sequéncias génicas essenciais de microrganismos com
elevada resisténcia a antibidéticos bem como a diminuicdo do potencial patogénico
e dissiminativo de artropodes transmissores de doencas endémicas como zika,
dengue, chagas entre outras.

Embora o nivel tecnologico atual possibilite a manipulagcdo do genoma, ainda ha
a necessidade da continuidade de pesquisas, do desenvolvimento e aprimoramento
das técnicas de edicéo genética principalmente devido ao surgimento de impactos
associados com os avangos biotecnoldgicos a dessacralizagdo do genoma e sua
manipulacado. Diversos debates éticos e filosoficos tém aparecido principalmente
relacionados as filosofias transumanistas, movimento intelectual com a premissa
analisar e melhorar a condicdo humana a partir do uso de ciéncia e tecnologia
para otimizar a capacidade cognitiva e superar as limitagcbes humanas. Tais ramos
filoséficos esperam que a evolucao biotecnocientifica seja marcada pela superacao
dos limites fisicos, psicolégicos, comportamentais e pelo aprimoramento de

capacidades orgénicas, visando a longevidade e o bem-estar humano.
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