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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “Avancos Metodologicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” € uma obra
com o foco principal na valorizacdo acerca do conhecimento aprofundado em Biologia
Molecular e Biotecnologia, assim como do histérico e das técnicas recentes mais aplicadas
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tépicos Especiais
em Biotecnologia Il: Avancos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia
(BIOTECO024)”, ofertada pelo Programa de Poés-Graduagcdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Espirito Santo.

Os diversos temas relacionados a Biologia Molecular e a Biotecnologia foram
abordados tendo como foco os avancos nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A
obra consta de sete capitulos, nos quais foram discutidos a evolugéo da biologia molecular
e das 6micas, assim como os sequenciadores de proxima geragéo, os métodos de estudo
em epigenética, a amplificacdo do DNA em single-cell, estudo de expressdo génica,
ferramentas de edicdo génica e expressao heterbloga de proteinas.

Deste modo a obra “Avangos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia”
apresenta uma ferramenta de estudo que proporciona aos leitores uma visédo ampla das
principais metodologias em Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como as suas
evolucdes ao longo dos anos.

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borgoi
Suzanny Oliveira Mendes

Adriana Madeira Alvares-da-Silva
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LISTA DE ABREVIAGOES E SIGLAS

2D-PAGE Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis

5hmC 5 hidroximetilcitosina

5mC 5-metilcitosina

AD Dominio de Ativacdo

AMPK Proteina Quinase Ativada por Adenosina Monofosfato

BACs Cromossomos Atrtificiais Bacterianos

BiTS-ChiP Isolamento Descontinuo da Cromatina Especifica de Tecido para
Imunoprecipitagéo

cDNA DNA complementar

ChiP Imunoprecipitagéo da Cromatina

ChIP-chip Imunoprecipitacdo de Cromatina Ligada a Microarranjos

ChIP-Seq Imunoprecipitacdo da Cromatina com Tecnologia de Sequenciamento de
Nova Geragéao

CRISPR Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente

Interespacadas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)

DCR Doencga Renal Crénica

DNA Acido Desoxirribonucleico

DNAr DNA recombinante

DNTPs Desoxirribonucleotideos Fosfatados

DOP-PCR Reacédo em Cadeia da Polimerase Iniciada por Oligonucleotideo
Degenerado

dPCR PCR digital

DSB Quebra Dupla da Fita de DNA (do inglés Double-Stranded Break)

ESI-MS Espectrometria de Massa de Eletrospray

FACS Classificagao Celular Ativada por Fluorescéncia

FDA Food and Drug Administration

FOK I Flavobacterium okeanokoites

FRET Transferéncia de Energia de Ressonancia de Fluorescéncia

FTIR Espectroscopia Infravermelha de Transformacgéao Fourier

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase

GFP Proteina Verde Fluorescente

GST Glutationa S-transferase

HATs Histonas Acetiltransferases

HDACs Histonas Desacetiltransferases

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolugéo

HR Recombinagéo Homologa (do inglés Homologous Recombination)

INTACT Isolamento de Nucleos Marcados em Tipo Celular Especifico

LCM Microdisseccdo de Captura a Laser

Lpp Lipoproteina Mureina

MACS Classificacao de Células Ativadas Magneticamente

MALBAC Multiplos Ciclos de Amplificagdo Baseados em Anelamento e Loop

MBP Proteina Ligante da Maltose

MDA Amplificagdo de Deslocamento Multiplo

miRNA microRNA

Lista de abreviagoes e siglas _



NGS Sequenciadores de Proxima Geracao

NHEJ Juncdes Terminais ndo Homdlogas (do inglés non-homologous end
joining)

NLS Sinal de Localizagéo Nuclear

NMR Ressonancia Magnética Nuclear

OGM Organismos Geneticamente Modificados

OmpA Proteina A da membrana externa

OmpT Protease VI

PCR Reacédo em Cadeia da Polimerase

PGM Personal Genome Machine

PhoE Proteina E dos poros da membrana externa

gPCR Reacgéo Quantitativa em Cadeia da Polimerase (qPCR)

RBS Sequéncia Shine-Dalgarno (do inglés Ribossome Binding Site)

RFLP Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP)

RNA Acido ribonucleico

RNAmM RNA mensageiro

RNA-seq Sequenciamento de RNA

RT Transcriptase reversa

RT-PCT PCR de transcricao reversa

RT-gPCR PCR de transcricdo reversa quantitativa

RVS Repeticoes Variaveis Diresiduos

Sars-cov-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

SDS-PAGE Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na preseng¢a de Dodecil Sulfato

de Sabdio

SNP Polimorfismo de Nucleotideo Unico

STR Sequéncias de Repetigdes Curtas em Tandem

TALENs Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional (do inglés
Transcription Activator-Like Effector Nucleases)

TET Translocacéo Metilcitosina Dioxigenase

TFIIA Fator de transcricéo Il1A

m Temperatura de melting

TRX Tiorredoxina

YACs Cromossomos Atrtificiais de Leveduras

ZFN Nucleases de Dedo de Zinco (do inglés Zinc Finger Nucelases)
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RESUMO: A surpreendente capacidade do
DNA em armazenar e transmitir informagdes
necessarias para o0 desenvolvimento e
manuten¢do da vida possibilitou a criagédo de
um novo campo de pesquisa denominado de
engenharia genética. Este segmento é totalmente
voltado para o desenvolvimento de tecnologias
capazes de manipular e modificar de maneira
precisa e pontual as informag¢des contidas no
DNA de diversos tipos de organismos. A partir da
descoberta da atividade das enzimas de restricédo
e de outras ferramentas como ZFN, TALEN e
CRISPR, abriu-se um mundo de possibilidades
para se realizar uma edicdo gendmica cada vez
mais precisa.
PALAVRAS-CHAVE:
TALEN; Edicéo génica.

CRISPR-Cas9; ZFN;

GENOME EDITING TOOLS

ABSTRACT: The surprising ability of DNA to
store and transmit information necessary for the
development and maintenance of life, made it
possible to create a new field of research called
genetic engineering. This segment is totally
focused on the development of technologies
capable of manipulating and modifying in a precise
and punctual way the information contained in the
DNA of different types of organisms. From the
discovery of the activity of restriction enzymes and
other tools such as ZFN, TALEN and CRISPR,
opening up a world of possibilities to carry out an
increasingly accurate genomic edition.
KEYWORDS: CRISPR-Cas9; ZFN, TALEN, Genic
edition

11 INTRODUCAO

Em meados de 1970, com a descoberta
das enzimas de restricdo — as quais possuem a
capacidade de clivar regides especificas do DNA
de invasores em bactérias - e de sua juncdo
com outras técnicas, forneceu aos cientistas a
capacidade de manipulacdo e de transferéncia
de fragmentos de DNA para diversos organismos,
dando se inicio a tecnologia do DNArecombinante
(GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013a).

Apartirdesseprimeiropasso,comecaram
a emergir outras técnicas de manipulagdo que
possibilitaram aos cientistas uma maior preciséo,
dentre as quais podemos citar as nucleases de
dedo de zinco (do inglés Zinc Finger Nucelases
— ZFN), nucleases com efetores do tipo ativador
transcricional (do inglés transcription activator-
like effector nucleases — TALENS) e repeticbes
palindrémicas curtas agrupadas e regularmente
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interespacadas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats —
CRISPR) conjugadas com uma enzima Cas9, permitindo aos cientistas: realizarem com
maior precisao alteragdes em regides responsaveis pelo desenvolvimento de diversos tipos
de doencas; desenvolvimento de fdrmacos mais precisos e eficazes; criacéo de cultivares
mais eficientes na producéo de alimentos; desenvolvimento de novos biocombustiveis e
outras diversas aplicagdes (GUPTA; MUSUNURU, 2014).

A base de aplicacdo das técnicas de edicdo génica tem como principio gerar uma
quebra na dupla da fita de DNA em uma regido de interesse. Em células de eucariotos essa
quebra pode tomar dois caminhos para ser reparadas que sdo: reparo por jun¢des terminais
ndo homoélogas (do inglés non-homologous end joining - NHEJ) ou reparo por recombinacao
homéloga (do inglés Homologous Recombination - HR). O tipo de reparo que seré realizado
pela célula ap6s a quebra da fita dupla de DNA vai depender muito da fase do ciclo celular
que a célula esta. O reparo por NHEJ tem seu ponto de ocorréncia durante a fase G1 do
ciclo celular, ja o reparo por HR tem seu ponto de ocorréncia no final da fase S até o final
da fase G2 do ciclo celular, pois nesse ponto temos uma maior disponibilidade de fita
homoéloga para que seja realizado esse reparo (GUPTA; MUSUNURU, 2014; NEMUDRYI
etal., 2014).

O reparo por NHJE (Figura 1) ocorre de forma aleatéria e tem uma eficiente juncéo
da quebra realizada. Entretanto, esse reparo muitas vezes pode gerar perda de informacao
naquela regido devido a frequentes ocorréncias de inser¢cdo ou dele¢cdes (INDEL) de
nucleotideos. Desta maneira, pode causar a inativagdo por completo de um gene devido a
formacao de um mRNA que sera degradado ou de uma proteina truncada causada por uma
traducdo de um mRNA sem sentido. Esse tipo de reparo muito vezes € desejado para gerar
um gene knockout ou o silenciamento da regido especifica do genoma que se pretende
estudar (JOUNG; SANDER, 2013).

O reparo por HR (Figura 1) é um tipo mais complexo para se reparar a quebra
na fita dupla de DNA, pois ele s6 sera realizado mediante a presenca de uma fita
homologa. Para induzir esse tipo de reparo é inserido na célula, em conjunto com a técnica
selecionada para edi¢cdo génica, um DNA doador ao qual contém a regido de interesse
que o pesquisador queira inserir no genoma do receptor. Esse tipo de abordagem muitas
vezes é utilizado para se corrigir uma regido com erros na sequéncia do DNA causadoras
de doengas, corrigindo desta forma a funcao normal do gene. Também pode ser utilizado
para inserir um gene de interesse para que a célula exergca uma nova fungéo pretendida,
como no desenvolvimento de novos cultivares, onde caracteristicas de interesse podem ser
inseridas no genoma da planta (MA et al., 2017).



ZFN, TALEN e CRISPR
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Figura 1. Duas possiveis vias de reparo de uma clivagem gendmica da dupla fita de DNA,
realizado por meio do uso de técnicas de edigdo. Alternativamente, a ruptura da fita dupla de
DNA pode ser reparada por jungdes terminais ndo homélogas (NHEJ), ao qual leva a mutagoes
no local da clivagem através de insergao ou dele¢éo de pares de bases presente na fita dupla

do DNA. Quando fornecido a célula um DNA doador homdlogo, o reparo podera prosseguir por
recombinagdo homéloga (HDR), onde sera utilizado o doador como modelo.

21 NUCELASE DE DEDO DE ZINCO (ZFN)

Nuclease de dedo de zinco (ZFN) esta presente em 3% do genoma humano e foi
descoberto em 1985 por Miller, enquanto realizava estudos com o Fator de transcricdo
IIA (TFIIA) em oocistos imaturos de Xenopus. Os ZFNs sédo proteinas de fatores de
transcricao formadas por um arranjo de motivos em tandem, onde cada motivo do dedo de
zinco contém aproximadamente 30 amino acidos arranjados em uma estrutura beta-beta-
alfa. Cada folha B anti-paralelas contém dois residuos de Cisteinas e duas Histidinas na
subunidade alfa-hélice, ligadas e estabilizadas por um zinco (Cys2 - Zn - His2) (Figura 2).
A regido alfa-hélice de cada dedo de zinco possui sequéncias especificas de aminoacidos
capazes de reconhecer e se ligar com fidelidade a trés pares de bases do DNA (URNOV et
al., 2010; CARROLL, 2011).



Figure 2. Representacdo esquematica da proteina de dedo de zinco (ZFP) (Modificado de
Thomas Splettstoesse. Wikipedia ).

A primeira aplicagdo pratica utilizando dedo zinco foi realizada em 1994, a
partir de um estudo realizado in vitro por Cho e colaboradores, capaz de reconhecer e
inibir a transcricdo do oncogene bcr-abl. Esse oncogene € denominado de cromossomo
Filadélfia, formado a partir da translocagéo entre o cromossomo 9 e 22, capaz de levar
a uma divisao desordenada das células, causando a leucemia melodie cronica. Esse
importante feito abriu caminho para a criagcéo das primeiras empresas de biotecnologia - a
Sangamo BioSciences na California e Gendag Ltda no Reino Unido com intuito de explorar
e desenvolver nova tecnologia para o uso terapéutico (JAMIESON; MILLER; PABO, 2003;
CHANDRASEGARAN, 2017).

Em 1996 Chandrasegaran junto com sua equipe conseguiram desenvolver a
primeira endonuclease de restricdo quimérica com capacidade de gerar uma quebra
dupla da fita de DNA (do inglés Double-Stranded Break — DSB) em um local especifico
in vitro, a partir da fusdo da proteina de dedo de zinco com um dominio de clivagem
ndo especifico FOK | (dominio catalitico presente na Flavobacterium okeanokoites)
(Figura 3). O desenvolvimento da ZFN foi uma divisora agua para os futuros trabalhos de
engenharia genética, pois facilitou a criagdo de modelos knockout para estudos de doenca;
possibilitou a insercdo de gene doadores ao genoma do receptor, como a inser¢ao de uma
proteina marcadora que emite fluorescéncia verde, reparo de regides responsaveis pelo
desenvolvimento e doencgas ou até mesmo regular a expressao de genes especificos; além
de possibilitar a producdo de novas cultivares pela eliminacdo ou adicdo de novos genes
para aumento da produgcdo (CHANDRASEGARAN, 1996; KLUG, 2010).


https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Splette
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Figura 3. Cada nuclease de dedo de zinco (ZFN) consiste de dominios protéicos que
reconhecem sequéncias especificas de trés nucleotideos do DNA. Na ponta de cada dedo de
zinco encontra-se um dominio de clivagem composta por uma nucelase FOK | que quando
unidas causa o corte abrupto na fita dupla de DNA.

Um dos mais importantes estudos conduzindo ZFN com intuito terapéutico aplicavel
em humanos foi a delecado do gene CCR5 em linfocitos T de portadores do virus HIV. Sabe-
se que o gene CCR5 é responsavel por gerar um co-receptor que facilita a infec¢éo do virus
HIV em linfocitos T. A partir desses dados, os cientistas realizaram os primeiros estudos
com linfécitos CD4+ T in vitro, ao qual inativaram o gene CCR5 através do desenvolvimento
de um ZFN especifico e, ap6s a modificacdo, inseriram as células em camundongos
infectados com virus do HIV. Foi observado que os camundongos que receberam as
células modificadas possuiam uma baixa carga viral quando comparado com os selvagens.
Esse estudo foi deu inicio a um teste clinicos em humanos e para o desenvolvimento de
uma nova terapia para o virus causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(PEREZ et al., 2008).

O processo de edicdo génica realizada por ZFN s&o realizados através da
introducdo de duas nucleases, cada uma compostas de 3 a 9 dedos de zinco conjugadas
com um dominio de clivagem FOK I/, cada uma ZFN com sua capacidade de reconhecimento
de 9 a 18 pares de base presentes no DNA (PEREZ et al., 2012).

Outros tipos de proteinas de dedo de zinco com diferentes dominios funcionais
foram desenvolvidas para abordagens mais especificas. Essas ZFP s&o conjugadas
com dominios que ndo tem atividade de gerar quebra na fita dupla de DNA, mas sim
com fatores que causam a repressédo de promotores génicos, realizam a modificacdo da
cromatina, realizam o controle da expressdo génica por meio de ligantes especificos ou
ativam constantemente a expressdo do gene de interesse ou podem realizar a metilagdo
de regides especificas do DNA (URNOQV et al., 2010; PEREZ et al., 2012).

Um ponto importante em relagcdo ao uso da técnica de edicao génica por ZFN,
sd0 as vantagens e a limitagdo para seu uso. Como vantagens pode se destacar que
€ uma técnica que ndo tem risco de ser incorporada no genoma, devido a utilizar uma
proteina durante a fase de edi¢do. Outro ponto € o baixo ponto de off-targets, ou seja,
pontos de acédo da nuclease que estao fora do alvo génico pretendido, ja que possui uma
alta especificidade de ligagédo a regiao ao qual foi desenhada. Além disso essa técnica
de edicado genica pode se trabalhada em qualquer tipo de célula. Como pontos negativos
pode se ressaltar principalmente a dificuldade de desenvolvimento, pois 0 processo de
construgdo demanda tempo uma complexa engenharia na hora de desenhar. Além disso
vocé soO pode atingir um alvo de interesse de cada vez, ndo podendo realizar a modificacéo
em varios alvos ao mesmo tempo, por fim ela € uma técnica que ainda possui um baixo



grau de eficiéncia (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013a).

31 NUCLEASES COM EFETORES DO TIPO ATIVADOR TRANSCRICIONAL
(TALEN)

Atécnica de edigdo génica baseada em TALEN surgiu como uma opgéo alternativa ao
uso de ZFN, apesar das duas técnicas compartilharem similaridades, como ser conjugada
com uma nuclease ndo especifica a FOK I. Os efetores do tipo ativador transcricional
(TALEs), sdo proteinas secretadas pela Xanthomona spp., uma bactéria fitopatogénica
causadora da ferrugem bacteriana, que invade células de plantas, alterando a expresséao
génica da mesma. Os TALEs sdao compostos por uma regiao C-terminal onde encontramos
uma porgao ao qual é um sinal de localizagdo nuclear (NLS). Em conjunto com essa porgéao
encontra-se um dominio de ativagéo (AD), ao qual tem como fungao ativar constitutivamente
a transcricdo da célula hospedeira. A parte mais complexa de TALE possui uma por¢éo
modular composta por 10 a 30 repeticbes, cada uma com aproximadamente 33 a 35
repeticoes de aminoacidos, denominado de repeticdes variaveis diresiduos (RVS). Na
posicéo 12-13 das RVS encontram-se os aminoacidos variavéis responsaveis por realizar
o reconhecimento e a ligag@o aos nucleotideos do DNA do hospedeiro, ou seja, sequéncias
de aminoéacidos presentes nessa regiao como Asn e lle (NI) se ligam a base adenina (A),
Asn e Gly (NG) se ligam a base guanina (G), duas Asn (NN) ira se ligar a guanina (G) ou
adenina (A) e His and Asp (HD) iréo se ligar a citosina (C) (Figura 4) (JOUNG; SANDER,
2013; NEMUDRY!I et al., 2014)
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Figura 4. Estrutura esquematica de TALEN com seus dominios de repeti¢do e o dominio
de clivagem composto pela nuclease FOK |. Cada repeticdo TALE é constituida por 34
aminoacidos, onde os aminoacidos presentes nas posicoes 12 e 13, denominados de

repeticdes variaveis diresiduos (RVDs), determinam a especificidade de ligacédo a bases

presentes no DNA.

Atécnica de TALEN vem sendo amplamente utilizada nas areas de desenvolvimento
de terapias humanas e agraria. No desenvolvimento de terapias humanas foi desenvolvido
com TALEN a inativacdo do gene CCR5, o mesmo objetivo citado anterior realizado
com ZFN. Outro interessante projeto é o desenvolvimento de células de defesa UCARTs
(Universal Chimeric Antigen Receptor T-cells products), que séo células T de defesa
provenientes de um doador saudavel modificadas in vitro e inserida no paciente refratarios
aos medicamentos disponiveis contra o cancer. A modificacdo realizada nessas células



provocam capacidade de reconhecimento e eliminagdo das células do cancer (KUSANO
et al., 2016).

Na area agraria podemos citar o desenvolvimento de uma cultivar de arroz resistente
a ataque de Xanthomona spp., onde TALEN foi utilizado para inativar a regido génica de
ligacdo de TALE, inibindo dessa forma as perdas de produg¢do causada pela ferrugem
bacteriana (NEMUDRYI et al., 2014).

Outro projeto interessante utilizando a tecnologia de TALEN foi desenvolvido pela
empresa Recombinectis (Minnesota — EUA), em que dois machos mesticos de racga leiteiros
mochos ndo desenvolviam chifres ao longo do seu crescimento, evitando dessa forma um
processo doloroso para o gado de descorna. O processo de edicdo génica se deu a partir
de uma célula doadora de um macho de vaca leiteira com presenca de chifres e um alelo
doador céltico da raga Angus, ao qual ndo apresenta chifre. Dessa forma, utilizou-se a
tecnologia de TALEN em que a regido do genoma responsavel por produzir os chifres foi
cortada e inserida no lugar o alelo céltico dominante. Por fim, foram selecionadas as células
que sofreram a modificacdo desejada e clonadas a partir da transferéncia de nucleo, para
assim, criar o embrido que seria transplantado na vaca aceptora, gerando com sucesso
bezerros sem chifres. Entretanto, o projeto ndo teve sucesso. A agéncia regulatoria de
alimentos e medicamentos (FDA) dos Estados Unidos da América considerou o animal
transgénico e teve sua comercializagdo proibida em 2019, ja que parte do plasmideo
utilizado para entregar o alelo céltico foi integrada ao genoma dos bezerros (ZHANG et al.,
2013; CHAUDHARY; PRATAP; SHARMA, 2016; LI et al., 2020).

O processo de edicdo génica realizada por TALEN é bem parecido com o de ZFN,
devido introdugéo de duas quimeras nucleases proteicas na célula alvo. TALEN pode ser
desenvolvida para reconhecer de 12 a 20 pares de bases. Além disso pode ser substituido a
nucelase FOK I por outro dominios funcionais como as citadas em ZFN (JOUNG; SANDER,
2013).

As vantagens de utilizar a técnica de edicao génica por TALEN esté na forma mais
facil de desenhar e projetar, além de apresentar um baixo efeito de off-target e citotoxicidade
quando comparado com a técnica de ZFN. Além disso, TALEN possui uma taxa de 96% de
afinidade com a regido ao qual foi projetada para se ligar. As desvantagens estao na baixa
eficiéncia em regides de alta metilagdo do DNA, um custo elevado para se projetar e requer
um processo metodologico de clonagem complexo (CHAUDHARY; PRATAP; SHARMA,
2016).

41 CRISPR-CAS9

Observado pela primeira vez no genoma de E. coli por Ishino em 1987, batizada em
2002 por Mujica com 0 nome de repeticdes palindrOmicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
— CRISPR), s6 em 2007 foi descoberta a sua fungdo como um sistema de defesa de
bactérias contra virus invasores por Philippe Horvath e colaboradores. A infecgdo viral em
bactéria muitas vezes leva a morte do hospedeiro, mas algumas bactérias que conseguem
sobreviver a esse ataque integram ao seu DNA denominada de “CRISPR locus” o material



genético do invasor. Assim, quando essa bactéria € novamente infectada pelo mesmo
virus, é ativada a transcricdo da regido genémica responsavel pela formagéo do complexo
entre o RNA guia que ird reconhecer o DNA invasor e endonucelase Cas9 ao qual tem a
capacidade de clivar o DNA invasor, evitando que ele infecte a bactéria e cause a morte ou
danos & mesma (BARRANGOU; HORVATH, 2017).

No ano de 2012 as pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna,
conseguem criar um RNA guia sintético capaz de guiar a Cas9 para regides desejadas,
conseguindo aperfeicoar e simplificar o método de producdo de CRISPR/Cas9. Nesse
mesmo ano foi registrado o pedido de patente nos EUA para CRISPR/Cas9 como nova
forma de edicdo génica. Quase ao mesmo tempo o pesquisador Feng Zhang (Instituto
Broad) e George Church (Universidade de Harvard), também registraram pedido de
patente, onde o processo de autoria e patente se arrasta até hoje na justica (JINEK et al.,
2012; PICKAR-OLIVER; GERSBACH, 2019).

Um fato interessante de se observar em relacao a producgéao cientifica sobre CRISP/
Cas9, é que de 2002 - ano em que Mujica deu nome a essa regido - até a o ano de 2013-
apos inicio da briga pela patente — apenas 29 estudos foram publicados. De 2013 a 2019 o
namero de publicacdes saltou para 3.221 publicacdes, com a China liderando as pesquisas
com relacdo a utilizagdo dessa técnica na edicdo génica (PICKAR-OLIVER; GERSBACH,
2019).

Estudos voltados para edigdo génica de mamiferos tiveram adaptacoes e testes em
células humanas foram realizadas por Feng Zhang em 2013. A partir desse estudo, Jiahao
Sha em conjunto com outros pesquisadores na universidade da China, conseguiram em
2014 gerar macacos com modificacdes de genes gerados por CRISPR/Cas9. Um grande
avanco na area médica foi possivel e revelado em 2015, quando Church conseguiu eliminar
do genoma de suinos 62 retrovirus (PERVS) com potencial patogénico a humanos. Esse
estudo foi recebido com bastante impacto pelo meio cientifico, pois abriu as portas para
aprimorar o xenotranplante de érgdo em humanos, com grande possibilidade de diminuir a
espera por um Orgao na fila de transplante.

No ano de 2016, You Lu da universidade Schian na China tiveram sucesso a
desativacéo do gene PD-1 de células T, estimulado as mesmas a combaterem células
de cancer de pulméao de pacientes refratarios aos tratamentos disponiveis. Em 2017, Ha
Youn Shin, em conjunto com outros pesquisadores do Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unido, conseguiram identificar que a técnica de CRISPR/Cas9 pode causar
efeitos off-targets fora do alvo de estudo. No mesmo ano um feito inédito realizado por
Shoukhrat Mitalipov em conjunto com sua equipe na Universidade de Saude e Ciéncia do
Oregon, conseguiram reparar com sucesso uma mutacdo do gene MYBPC3 causador da
cardiomiopatia hipertréfica em embrides inviaveis, abrindo as portas para novos estudos
com doencas geneticamente herdaveis (MA et al., 2017; SCHAEFER et al., 2017).

Em resumo, muitos avangos na pesquisa utilizaram como técnica CRISP/Cas9.
Entretanto, pouco se discutia sobre a ética da utilizagdo das técnicas de edicdo génica em
embrides viaveis e até que ponto a ciéncia pode interferir no processo natural da vida ou na
geragédo de individuos dotados de capacidades ou habilidades por meio de modificagbes
genéticas.



Em novembro de 2018 o pesquisador He Jiankui da Universidade de Ciéncia e
tecnologia do Sul da China veio a publico anunciar que tinha gerado gémeas geneticamente
modificadas por CRISP/Cas9. A modificagéo realizada por ele foi o silenciamento do gene
CCR5 nos embrides, ao qual gera um receptor responsavel por facilitar a infecgdo pelo
virus HIV. He Jiankui foi julgado e condenado a trés anos de prisdo por exercicio ilegal da
medicina na China, a pagar multa de US$430,000, além de ter sido banido da comunidade
cientifica (LU et al., ; THURTLE-SCHMIDT; LO, 2018; PICKAR-OLIVER; GERSBACH,
2019).

A técnica de CRISPR/Cas9 é vista como revolucionaria no cenério da edicdo
génica devido ao seu baixo custo, sua versatilidade e facilidade de desenvolvimento
quando comparada com ZFN e TALEN. CRISPR/Ca9 é composta por um RNA guia de
aproximadamente 23 nucleotideos, dentre eles trés nucleotideos iniciais que se denomina
motivo PAM (Protospacer Adaptor Motif), responsaveis por reconhecer a regido de interesse
do DNA e permitir o anelamento dos outros 20 nucleotideos presentes no RNA guia. Em
conjunto com RNA guia ha uma Cas9 com duas subunidades cataliticas (RuvC1 e HNH),
responsavel por realizar o corte na fita dupla do DNA (Figura 5).

Apo6s a descoberta de CRISPR/Cas9, diversas outras variantes foram desenvolvidas
para finalidades especificas de edigdo génica, repressao ou ativagédo de regides do genoma,
em que cada modelo vai depender do objetivo do seu estudo (LU et al., ; GAJ; GERSBACH;
BARBAS, 2013b; BARRANGOU; HORVATH, 2017).

Figura 5. Estrutura esquematica de CRISPR-Cas9 ao qual é orientado por uma fita guia de
RNA (gRNA) e um protospacer de motivo adjacente (PAM), responsavel por direcionar sua
especificidade, devido sua complementariedade e emparelhamento complementar com uma
sequéncia alvo presente no DNA. Ao realizar o emparelhamento dois dominios cataliticos,
RuvC e HNH, realizam a quebra da fita dupla de DNA.

As vantagens de usar CRISPR/Cas9 ou qualquer outra variante estdo no seu
baixo custo para desenvolvimento, alta eficiéncia para realizacdo de edi¢cdes génicas,



possibilidade de se realizar diversas modificagbes génicas ao mesmo tempo, 0 que nédo
€ possivel utilizando ZFN e TALEN, além de ter sido testado com sucesso em diversos
tipos de células. Como desvantagens estado na limitagdo na disponibilidade para regiao de
reconhecimento de PAM (ADLI, 2018).

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

O emprego de diferentes técnicas de edigdo génica vem gerando um avango no
meio cientifico, seja na possibilidade de desenvolvimento de novas terapias para doencgas
que afetam os seres humanos, seja no desenvolvimento de bases mais eficientes na
agricultura, com novas cultivares mais eficientes na produgéo de alimentos, resisténcias a
pragas e na diminuicdo de uso de defensivos agricolas, além de possibilitar a criacédo de
animais com caracteristicas desejadas, ndo precisando passar pelo demorado processo de
selecéo classica das caracteristicas desejadas através de diversos cruzamento.

Além disso, levanta uma discussao ética de até onde a pesquisa pode prosseguir,
sem ser utilizada para carater extremamente exclusiva de interesse de apenas uma
minoria, como a realizacdo de melhoramento genético humano, selecao de caracteristicas
vistas como padrbes aceitaveis, ou até mesmo para criagcdo de verdadeiras maquinas de
guerra ou novas armas quimicas. Toda nova tecnologia sempre sera bem-vinda, quando
for para alimentar o bem comum de todos e sempre respeitando a liberdade de escolha de
cada individuo.
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