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Mecanismos e aplicacdes de nucleases na edi¢do de genomas

Dimitri Sokolowskeit
Paulo Roberto Martins Queiroz?
Resumo

A edicdo génica caracteriza-se por modificacGes especificas na sequéncia base do genoma de
células e organismos. A edicdo de genomas ganhou notoriedade com o surgimento de
ferramentas sitio especificas capazes de reconhecer e clivar moléculas de DNA. Com isso, 0
objetivo do presente trabalho é descrever os mecanismos, componentes, propriedades e
aplicacdes das principais ferramentas de edicdo génica no tratamento de doencas em seres
humanos. O presente trabalho é uma revisdo narrativa onde o banco de busca foi PubMed.
Fatores transcricionais codificados por eucariotos e proteinas secretadas por bactérias,
associadas a nuclease Fokl, garantiram o desenvolvimento de ferramentas de edi¢do génica
como a ZFN e TALEN. O sistema CRISPR-Cas9 surgiu como importante tecnologia de
edicdo génica onde sdo utilizados um RNA guia e a ribonucleproteina cas9 para editar,
virtualmente, qualquer sequéncia de DNA. Conclui-se que as ferramentas de edicdo genomas
apresentam grande potencial para tratamento de doencas em seres humanos.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9; Genome Edition: CRISPR System; CRISPR Applications;
ZFN; TALEN; Nucleases.

Mechanisms and applications of nucleases in genome editing
Abstract

Genetic editing is characterized by specific modifications in the base sequence of the genome
of cells and organisms. Genomes editing gained notoriety with the emergence of specific site
tools capable of recognizing and cleaving DNA molecules. With this, the objective of the
present work is to describe the mechanisms, components, properties and applications of the
main genetic editing tools in the treatment of diseases in humans. The present work is a
narrative review where the search database was PubMed. Transcriptional factors encoded by
eukaryotes and proteins secreted by bacteria, associated with the Fokl nuclease, ensured the
development of genetic editing tools such as ZFN and TALEN. The CRISPR-Cas9 system
has emerged as an important gene-editing technology where guidewire RNA and cas9
ribonucleoprotein are used to edit virtually any DNA sequence. It is concluded that genome
editing tools have great potential for the treatment of diseases in humans

Keywords: CRISPR/Cas9; Genome Edition: CRISPR System; CRISPR Applications; ZFN;
TALEN; Nucleases.
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1. INTRODUCAO

O surgimento de inovadoras técnicas de sequenciamento e manipulacdo da molécula
de DNA, a partir dos anos de 1970, proporcionaram avangos consideraveis na genética
(ANSORGE, 2009; KHAN et al., 2016). Assim, o progresso no conhecimento da organizagéo
de genomas, descoberta de genes e suas funcdes e reconhecimento de variagcbes em genomas
(mutagBes) permitiram o desenvolvimento de técnicas de clonagem e modificacdo de
sequéncias de acidos nucleicos (HSU; LANDER; ZHANG, 2014).

A modificagdo especifica de genomas cresceu consideravelmente pelos desafios
impulsionados pela medicina moderna, como na busca de novas drogas (FELLMANN et al.,
2016) e desenvolvimento de terapias génicas (XIAO-JIE et al., 2015). E ainda, dentro do
contexto biotecnoldgico, pela necessidade de novas tecnologias para aperfeicoamento da
produtividade de plantacbes (CHAPARRO-GARCIA; KAMOUN; NEKRASOV, 2015),
assim como, pela demanda de fontes de energia alternativas (SHIN et al., 2016).

Entende-se como edicdo de genomas alteracdes pontuais e especificas de acidos
nucleicos, principalmente da molécula de DNA. Essas alteracbes tém como propésito de
desativar, corrigir ou manipular a expressao génica do genoma de distintos organismos para
diferentes fins (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Abordagens mais eficazes e precisas para edicdo de genomas surgiram com as
ferramenteas Zinc Finger Nuclease (ZFN) e Transcription Activator Like Effector Nuclease
(TALEN). As ZFN séo proteinas codificadas por organismos eucariotos, que consistem em
dominios Cys2-His2 conservados onde cada dominio proteico pode interagir com até 3 pb de
uma sequéncia de DNA (URNOV et al., 2010). As TALEN sao naturalmente codificadas
pelas proteo-bactérias Xanthomonas sendo formadas por regides conservadas de 33-35
aminoacidos com capacidade de pareamento de DNA (JOUNG; SANDER, 2013). A
associacdo dessas proteinas de pareamento de DNA com a enzima de restricdo Fokl garantiu
alta especificidade na alteracdo génica (KIM; KIM, 2014).

A CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats Associated
with Cas) consiste num mecanismo de imunidade adaptativa de bactérias e arquea contra um
fragmento de DNA exdgeno, de origem plasmidial ou viral. A CRISPR-Cas9 é um locus
presente em genomas bacterianos, caracterizado por séries de sequéncias repetitivas idénticas
e interespagados por sequéncias de DNA proveniente de bacteriofagos onde sdo transcritas
dando origem a CRISPR RNA (crRNA), que se pareiam a sequéncias especificas de DNA
estranho, guiando a proteina Cas para clivagem (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014)



A CRISPR-Cas9 ganhou notoriedade na edicdo de genomas, pela capacidade de
producéo artificial de RNA guias (JRNAs), que mimetizam o papel do crRNA, e permitem a
delimitacdo de sequéncias especificas de, virtualmente, qualquer molécula de DNA. Diante
dessa propriedade a utilizacdo da CRISPR-Cas9, no contexto de edi¢do génica, consolidou-se
como uma importante alternativa em relacdo as ZFN e TALEN por contornar dificuldades de
producéo, aplicacdo e custo associadas a tais tecnologias (SANDER; JOUNG, 2014).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma revisdo narrativa sobre a
utilizacdo de nucleases na edigdo génica e apresentar, assim como, descrever 0S mecanismos,
componentes, propriedades e apresentar as aplicacdes destas tecnologias voltadas para edicao
de genomas visando o tratamento de doencas de dificil tratamento ou sem cura, em seres

humanos.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho descreveu os mecanismos e componentes basicos do uso de
nucleases associadas a tecnologias de edi¢do de genomas, assim como as possiveis aplicacdes
destas ferramentas no tratamento de doengas em seres humanos.

A partir de uma revisdo bibliografica narrativa (VOSGERAU; ROMANOWSKI,
2014), o respectivo trabalho realizou uma sintese de artigos experimentais e de revisdo, ja
publicados na literatura, reunindo um conteido de 100 artigos, de revisdo e experimentais,
sobre o tema tratado. As publicacdes utilizadas foram de um periodo dos ultimos 10 anos,
sendo utilizados artigos cientificos de revistas internacionais. A base de dados que foi
utilizada para procura da literatura foi: PubMed (US National Library of Medicine), e os
artigos selecionados foram em inglés e portugués. Alguns artigos, fora do periodo de busca de
10 anos, foram utilizados por serem cruciais para o desenvolvimento sobre o tema.

As palavras chave para busca dos artigos nas bases de dados foram: CRISPR/Cas9;
Genome Edition: CRISPR System; CRISPR Applications; ZFN; TALEN; Nucleases.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Mutacéo e Reparo
O éacido desoxirriblonucléico (DNA) é uma macromolécula longa, presente em todas
as celulas de organismos vivos, sendo responsavel pelo armazenamento das informacdes

genéticas indispensaveis para formacdo e manutencdo da vida. Por meio da molécula de



DNA, produtos génicos derivados da transcricdo e traducdo de genes sdo codificados,
resultando em moléculas funcionais essenciais para homeostase dos seres vivos (GRIFFITHS
etal., 2013).

Estruturas quimicas denominadas nucleotideos compdem as sequéncias que formam a
molécula de DNA, sendo cada nucleotideo constituido por um grupamento fosfato (PO4), um
acucar (desoxirribose) e uma base nitrogenada dentro das quatro existentes, que sdo: Adenina
(A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G) (ZAHA et al., 2014).

O DNA, assim como outros componentes celulares, é suscetivel a danos que pode
levar a alteracfes na sequéncia base de nucleotideos, denominadas de mutagdes (KARKI et
al., 2015). Apesar de ocorrerem naturalmente e serem importante fonte de variabilidade
genética, as mutaces podem resultar em significantes prejuizos nas fun¢Ges normais dos
seres vivos e sdo importante causa de diversas doencas de acometimento em seres humanos
(CHATTERJEE; WALKER, 2017).

Comumente, mutacBes podem ser derivadas de erros enddgenos ou exogenos. As
mutacbes enddgenas podem ocorrer em eventos cruciais como durante a replicacdo da
molécula de DNA (MAZOUZI; VELIMEZI; LOIZOU, 2014) por meio de espécies reativas
de oxigénio (ROS) ou herdadas através dos progenitores (HOEIJMAKERS, 2009). Agentes
ambientais, ou exdgenos, como radiacdo ultravioleta, radioisétopos e agentes quimicos
(BASU, 2018) também sdo capazes de alterar quimicamente bases nitrogenadas, quebrar
ligacbes covalentes entre nucleotideos e gerar compostos intercalantes de DNA
potencializando o surgimento de novas mutagcdes (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

As mutacbes podem ser classificadas de acordo com seu local de acometimento,
alteracdo molecular e efeitos fenotipicos. As alteracbes podem ser minimas e extremamente
comuns como no caso das mutacgdes pontuais (inglés, Single Nucleotide Polymorphism,SNP),
caracterizadas por substituic6es, adicGes ou delecdes de bases nitrogenadas. Um unico SNP
pode levar a outras mutagoes, tais como, mutacfes sem sentido resultando na producdo de um
cddon de parada numa regido codificante inapropriada ou a mutacGes com sentido trocado
acarretando na troca de aminoacidos no codon mutado. Resultados mais graves como nas
mutacbes que modificam a fase de leitura podem gerar alteracdo na leitura de cada cédon
posterior ao sitio alterado (GRIFFITHS et al., 2013).

A molécula de DNA conta com diferentes e eficazes mecanismos de reparo e correcdo
de mutagOes, onde diversas e principais vias de reparo sdo cruciais na manutencdo da
estabilidade genética da molécula (CHATTERJEE; WALKER, 2017). Cada um destes

mecanismos é composto por distintos complexos proteicos e enzimaticos de reparo, onde séo



ativados em determinados estdgios do ciclo celular, a fim de executar “revisdes” especificas
na molécula de DNA, assim, corrigindo possiveis erros adquiridos e reduzindo a frequéncia
de mutacdes (JACKSON; BARTEK, 2009).

No contexto da edicdo de genomas, a inducdo de quebra da fita dupla (inglés, Double
Strand Break, DSB) pelas ferramentas de edi¢do, sdo um pré-requisito para alteracdo génica.
Duas vias, de reparo nuclear, podem ser acionadas: unido de extremidades ndo homologas
(inglés, Non homologous end joining, NHEJ) ou reparo por homologia direta (inglés,
homology directed repair, HDR) (GAJ; GERSBACH; BARBAS III, 2013). A via NHEJ
permite a adicdo aleatdria de delecBes e insercdo na regido alterada, denominada indels. A via
HDR utiliza-se de sequéncias de DNA homaologos provenientes de cromatides irmds ou DNA
exdgeno para corrigir mutagdes induzidas por DSB (figura 1) (LIN et al., 2014).

Figura 1: Representagéo de reparo por NHEJ e HDR ap0s quebra de fita dupla no DNA.
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Fonte: Adaptado de DOUDNA; CHARPENTIER, 2014.

3.2 Mutacdes e as doencas genéticas
Apesar da molécula de DNA possuir uma maquinaria de reparo precisa e eficaz, nem
todas as mutacOes geradas sdo possiveis de serem detectadas, ou passiveis de serem corrigidas
(OKTAY et al., 2015). O resultado desses eventos pode ser silencioso, ndo impactando em
qualquer funcdo do organismo. Todavia, quando expressadas, acarretam varios disturbios e
doencas genéticas de grande relevancia (JACKSON et al., 2018).
A relacdo entre gendtipo e fendtipo de doencas genéticas é extremamente complexa,

onde depende da interacdo de diversas redes de vias metabolicas e interagdes proteina-



proteina para que de fato um distarbio possa se desenvolver (Y1 et al., 2017). Os eventos
associados a mutagénese sdo 0s mais comumente atribuidos a estas desordens, onde podem
eliminar interagcdes de um produto génico de uma determinada via ou guiar a perturbagdes
entre vias de sinalizagdo resultando em ganho ou perda de especificas interagbes (figura 2)
(CARTER; HOFREE; IDEKER, 2013).

Figura 2: Representacdo esquematica de perda e perturbacdes de interacdes especificas entre
diferentes vias metabdlicas decorrente de mutacées.
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Fonte: Adaptado de Y1 et al., 2017.



A figura 2 exemplifica a interacdo de diversas macromoléculas entre si, estabelecendo
uma densa e complexa rede de vias de comunicagdo. Mutagdes, como de sentido trocado,
podem gerar macromoléculas andmalas, tais como proteinas alteradas, que acarretam na perda
de interacdo normais entre si. Desta maneira, a perda destas interagdes pode impactar em
multiplas vias de sinalizacdo, causando graves perturbagdes entre estas, comumente levando
ao desenvolvimento de fendtipos patologicos (SAHNI et al., 2013).

Os erros inatos do metabolismo sdo tipicos exemplos de alteragfes genotipicas com
desdobramentos fenotipicos. A fenilcetundria (PKU), por exemplo, é causada por mutacdes
no gene da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH) que resulta na diminuicdo de sua atividade
catalitica, impossibilitando a conversdo de fenilalanina em tirosina (HAFID,;
CHRISTODOULOU, 2015). Um outro exemplo, como na deficiéncia na adenosina
desaminase (ADA), uma importante enzima associada ao metabolismo de purinas, leva ao
acumulo de residuos toxicos resultante da degradacdo de purinas, gerando severos quadros de
imunodeficiéncia (FLINN; GENNERY, 2018).

O céncer, similarmente, representa um espectro de doencas de acometimento genético,
causado por mutacdes em genes essenciais na manutencdo do ciclo celular, acarretando em
proliferacdo celular andmala (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). Os genes associados a
carcinogénese sdo denominados de oncogenes ou genes supressores tumorais, envolvidos
desde a producdo de importantes proteinas e receptores de sinalizacdo intracelular, até na
inducdo de apoptose de células defeituosas (GRIFFITHS et al., 2013).

A complexidade das neoplasias reside nas maltiplas alteracGes genéticas e interacGes
andbmalas que levam a doenca. Em neoplasias de grande incidéncia e letalidade como
carcinoma de mama, genes supressores tumorais BRCAL1 e BRCA2, juntamente com outros
associados ao reparo do DNA, foram associados a doenca (FILIPPINI; VEGA, 2013). Em
outros tipos, como adenocarcinoma coloretal, mutacbes em genes envolvidos em vias de
reparo do DNA impactam crucialmente na manutencdo da estabilidade genética e molecular
(MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009).

3.3 Terapia Génica
A terapia génica consiste no conjunto de sofisticadas tecnologias voltadas para o
tratamento e resolucdo de doencas genéticas de acometimento humano. Essas abordagens
comumente se baseiam na substituicdo de genes ndo funcionais por genes terapéuticos ou pela

reducdo do produto génico produzido pelo gene defeituoso (KAUFMANN et al., 2013).



A substituicdo de genes para finalidade terapéutica necessita do emprego de sistemas
‘veiculo’ responsaveis por carrear o gene estavel e terapéutico até as células alvo. Esses
sistemas de entrega, denominados vetores, podem ser de origem viral ou ndo viral, onde cada
vetor apresenta suas proprias caracteristicas, vantagens e desvantagens (COSTAZINI-
STRAUSS; STRAUSS, 2015).

Os vetores ndo virais podem ser inseridos e inoculados diretamente no nucleo celular
por técnicas fisicas como microinjecdes, eletroporacdo e biobalistica apesar de apresentarem
altas taxas de morte e dano celular e baixo nivel de transfeccdo (WANG et al., 2013). Outros
vetores ndo virais baseados em lipossomas e polimeros catidnicos representam importante
avanco de novos meios de entrega de DNA terapéutico (YIN et al., 2014)

Os vetores mais utilizados em aplicacfes de terapia génica sdo de origem viral como
retrovirus, lentivirus, adenovirus e virus adeno-associados, onde as propriedades eximias de
invasdo celular e integracdo de seus respectivos genomas na célula hospedeira destes
microrganismos podem ser explorados, consistindo em uma excelente estratégia para entrega
do material genético desejado (LINDEN, 2010). No entanto, limitacGes ainda associadas a
estes vetores como imunogenicidade, dificuldade de producdo do vetor e limitagdo de
carreamento de DNA ainda sdo empecilhos associados a esta abordagem (COSTAZINI-
STRAUSS; STRAUSS, 2015).

Nas Gltimas décadas, inumeros estudos clinicos baseados em terapia génica para
doencas geneticas, como para doencas hematoldgicas, foram realizados onde diversas terapias
apresentaram beneficios clinicos significativos (CAVAZZANA-CALVO et al., 2010;
HACEIN-BEY ABINA et al., 2015). Entretanto, a complexidade de desenvolvimento de
terapias génicas reside ainda em dificuldades de insercdo das novas informacdes genéticas
através das barreiras celulares e, principalmente, na seguranca dos pacientes tratados diante
das possiveis adversidades geradas por vetores (SILVA et al., 2011; NALDINI, 2015).

Visando, portanto, os inerentes riscos associados ao emprego de vetores virais e
impasses relacionados as restricbes das metodologias usuais, 0 uso de tecnologias sitio-
especificas representa importante passo para desenvolvimento de terapias mais seguras e mais
precisas (KAUFMANN et al., 2013). Com o surgimento e desenvolvimento de inovadoras
ferramentas de edigdo génica associadas as nucleases, abordagens mais eficazes e precisas
podem ser aplicadas para a terapia génica e, consequentemente, na correcdo de genes

causadores de doencas (YIN et al., 2014).



3.2.1. Nuclease Dedo de Zinco (ZFN)

A nuclease dedo de zinco (inglés, Zinc Finger Nuclease, ZFN) surgiu como um
importante e versatil sistema para modificacdo e edicdo génica. Kim e colaboradores (1996)
foram os primeiros a indagar e demonstrar a possibilidade da utilizag&o de endonucleases de
restricdo do tipo Il em associacdo com dominios protéicos de pareamento de DNA,
caracterizando assim a ZFN.

A arquitetura dessa tecnologia é formada por um dominio proteico, as proteinas zinco
(inglés, Zinc Proteins, ZP), oriundo de uma classe de fatores de transcri¢cdo codificados em
organismos eucariotos € um dominio baseado na enzima de restricdo Fokl. A partir desta
formacdo estrutural, as ZFNs apresentam uma especifica propriedade de pareamento ao DNA
juntamente com uma robusta atividade catalitica (URNOV et al., 2010).

As regides ZP sdo compostas por Cys2-His2 em tandem, sendo cada uma destas
sequéncias formada por aproximadamente 30 residuos de aminoacidos e associados a um ion
de cobre (EMERSON; THOMAS, 2009). Cada dominio ZP possui a capacidade de
reconhecer e se parear por complementaridade em 3 pares de base (pb) de uma determinada
sequéncia de DNA. Com isso, a organizacgdo de zinc fingers em tandem permite a producéo de
sequéncias de tamanhos variaveis de pareamento, podendo chegar a zonas de reconhecimento
de aproximadamente 18 pb (figura 3) (RAHMAN et al., 2011).

Figura 3: Estrutura e componentes da ZFN.
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Fonte: Adaptado de URNOV et al., 2010.
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A capacidade de clivagem de sequéncias DNA especifica depende prioritariamente do
dominio Fokl. Para isso, a dimerizagdo do dominio catalitico Fokl deve acontecer, sendo
necessario a construcao de dominios ZFN individuais que possam se parear corretamente em
cada uma das fitas da molécula DNA adjacentes uma a outra na regido do DNA ligado. Desta
maneira, a dimerizacdo da ZFN pode ocorrer, quebrando a regido de sequéncia pareada
(CARROLL, 2011).

A edicdo génica baseada na utilizacdo da ZFN consiste na introducdo sitio-especifica
de DSB em sequéncias de DNA de interesse. Desta forma, as vias e mecanismos de reparo do
DNA celular sdo capazes de corrigir a quebra de fita dupla induzida pela atividade catalitica
da nuclease, acarretando em ganho ou perda de informacdes genéticas (indels) pela via NHEJ.
Da mesma maneira, sequéncias de DNA podem ser introduzidas, pela via HDR, no sitio da
DSB resultando na corregédo do gene defeituoso (figura 4) (URNOV et al., 2010).

Figura 4: Representacéo de reparo por NHEJ e HDR ap0s acéo de ZFN.
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Fonte: Adaptado de URNOV et al., 2010.

A primeira aplicacdo das ZFN descrita na literatura foi realizada em Drosophila
melanogaster onde a partir da formacdo de DSB no gene yellow do organismo, pode-se gerar

diferentes indels na regido produzidos mediante processo de reparo por NHEJ. Ainda
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percebeu-se uma taxa de mutacdo do gene alterado em 0,44% de todas as proles geradas,
indicando uma herdabilidade da mutagdes induzida por parte dos progenitores (BIBIKOVA et
al., 2002). Diversos outros organismos como Caenorhabiditis elegans (WOOD et al., 2011),
Arabidopsis thaliana (ZHANG et al., 2010) e diferentes cobaias (GEURTS et al., 2009; CUI
et al., 2011) j& foram alvos de alteracfes génicas utilizando ZFN.

Em doencas de acometimento em seres humanos, a ZFN ja foi utilizada para o
desenvolvimento de linfocitos CD4+ resistentes a invasdo do virus da imunodeficiéncia
humana (inglés, Human Immunodeficiency Virus, HIV) através da inducdo de mutacbes no
gene CCR5, responsével pela codificacdo de um receptor transmembrana linfocitario. Sendo
esse receptor um importante elemento de invasdo Do HIV, mutagdo no gene CCR5 implica
em uma dificuldade de invasdo viral em linfocitos T (PEREZ et al., 2008).

Ainda, em doengas como imunodeficiéncia severa grave ligada ao X (X-SCID), pode-
se observar em determinados estudos, taxas de alteracdo precisas no locus génico IL2Rg em
20% das células avaliadas. Com isso, indicando uma eficaz capacidade da ZFN em gerar
HDR em genes de interesse e implicando na possibilidade da técnica em correcdo de genes
mutados (URNOV et al., 2005).

3.2.2. Nuclease efetor pseudo-ativador de transcri¢cdo (TALEN)

Os efetores pseudo-ativadores de transcricdo (inglés, Transcription Activator Like
Effectors Nuclease, TALE) sdo uma classe de proteinas provenientes de bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas spp. que sdo inseridas em células de plantas
acometidas por intermédio de uma via de secrecdo do tipo Ill. Essas proteinas,
estruturalmente e funcionalmente ativas, uma vez dentro no ndcleo celular, possuem a
capacidade de se parear a determinadas sequéncias do DNA eucarioto vegetal
(BOGDANOVE; SCHORNACK; LAHAYE, 2010).

A modulacdo transcricional, atraves das TALE, de determinados genes no genoma da
célula hospedeira desempenha importante papel na patogénese das bactérias Xanthomonas
(SCHOLZE; BOCH, 2011). Apesar de nem todos os mecanismos das TALEN quanto ao seu
papel na viruléncia durante processos fito-infecciosos serem totalmente elucidados, aspectos
de viruléncia como colonizacéo e proliferacdo séo potencializados (BOCH; BONAS, 2010).

As proteinas TALE sdo comumente compostas por trés diferentes dominios. Um N-
terminal responsavel pela sinalizacdo e secrecdo bacteriana, um dominio C-terminal que

contém um localizador de sinais nucleares (NLS). Ainda, um dominio central, formado por
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sequéncias repetitivas em tandem altamente conservadas, compreende a regido de pareamento
de DNA (figura 5) (WRIGTH et al., 2014).

Figura 5: Representacdo dos componentes estruturais da proteina TALE.

Domir)io Dominio  Nuclease Fokl
N-terminal Repeticées TALE C-terminal

Cwa-ffannn-—-

Fonte: Adaptado de JOUNG; SANDER, 2013.

A propriedade de pareamento DNA especifico das TALE é composta por arranjos em
tandem de 15,5-19,5 repeticOes, onde cada uma destas é formada por aproximadamente 34
residuos de aminoacidos altamente conservados. A capacidade e especificidade de
pareamento a uma molécula de DNA ¢ determinada por polimorfismos nas posicdes 12 e 13
de cada repeticdo dos arranjos denominados de repeticOes variaveis di-residuos (inglés,
repeat-variable di-residue, RVD) (MUSSOLINO; CATHOMEN, 2012).

Estudos a fim de entender os mecanismos de reconhecimento das TALE foram
conduzidos. Fora demonstrado que diferentes RVD exercem um papel central no pareamento
de diferentes nucleotideos, onde foi possivel identificar o “c6digo” de pareamento das TALE
de cada RVD a uma respectiva base (BOCH et al., 2009). Dessa maneira, cada repeticao
dentro do dominio de cada TALE pode reconhecer um determinado nucleotideo de uma
sequéncia de DNA (MOSCOU; BOGDANOVE, 2009).

Os residuos hipervariaveis mais comumente encontrados nas TALE e descritos na
literatura sdo NN, NI, HD e NG, capazes de reconhecer e se parear, respectivamente, a
guanina, adenina, citosina e timina. Ainda, estudos possibilitaram o desenvolvimento de
novas RVD ndo encontradas naturalmente, expandindo o repertério e facilitando o
pareamento de DNA especifico (figura 6) (MILLER et al., 2015).

Similarmente observado na ZFN, para a execucdo da alteracdo génica a partir da
TALE, é necessaria a inducdo de DSB nos loci desejados. Apds a dimerizacdo da nuclease e
clivagem da sequéncia de DNA pareada, 0s mecanismos intrinsecos de reparo celular, seja por
NHEJ ou HDR, corrigirdo a regido alterada, finalizando o processo de edigdo génica (figura
7) (BOGDANOVE; VOYTAS, 2011).
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Figura 6: Representagédo da capacidade de pareamento ao DNA de acordo com cada RVD.

5 - TCGTCAGTTGCCACATC CA - 3
Fonte: JOUNG; SANDER, 2013.

O maior entendimento dos mecanismos de pareamento das TALE a partir das RVD,
possibilitaram o surgimento das primeiras descricbes do uso da tecnologia associada a
enzimas de restricdo Fokl voltada para edigdo génica, formando assim TALE Nucleases. As
primeiras tentativas se basearam na substituicdo do dominio C-terminal das TALE de
ocorréncia natural para ativacdo da expressdo génica em plantas (MAHFOUZ et al., 2011) e

edicdo de genes em leveduras (LI et al., 2011).

Figura 7: Representacéo de reparo por NHEJ e HDR ap0s acdo de TALEN.

; DSB

Reparo mediado por NHEJ / Y Reparo mediado por HDR

SEQUANCIA et SeqUENCIA m————
doadora  ————————— doadors  ——e—
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Insercdes ou HEIEEGES (indel) Alteractes de nucleotideos Insercéo precisa de sequéncia

Fonte: Adaptado de JOUNG; SANDER, 2013.

Ainda outros modelos bioldgicos, descritos na literatura, foram editados utilizando a
TALEN. Nesse contexto, a tecnologia pode ser aplicada no nocaute génico em camundongos
(SUNG et al., 2013), edicdo génica de células somaticas de peixe zebra (SANDER et al.,
2011), producdo de leite de cabra livre de alérgeno (CUI et al., 2015) e producdo de plantas
de arroz resistentes a fitopatogenos (LI et al., 2012).

O uso potencialmente terapéutico da TALEN em doengas de acometimento humano
pode ser demonstrado por MA e colaboradores (2013) através da correcdo, por meio da via de
reparo HDR, do gene da B-globina, pode-se reestabelecer a expressdo génica adequada em
celulas tronco pluripotentes (PSC) e corrigir a mutacdo que caracterizava a p-Talassemia. A

TALEN apresentou significativa capacidade in vivo e em cultura de células de desativar e
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diminuir significativamente a carga viral do virus da hepatite B (HBV), demonstrando a

eficacia de nucleases dentro de um contexto terapéutico (BLOOM et al., 2013).

3.3.3 CRISPR-Cas9

As repeticOes palindromicas curtas interespacadas e regularmente agrupadas
associadas a proteina Cas (do inglés, Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic
Repeats associated with Cas, CRISPR-Cas) consiste em um mecanismo de imunidade
adaptativo bacteriano e de arqueas contra infeccbes provenientes de bacteri6fagos e
plasmideos (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). Este mecanismo de defesa é responsavel
pela degradacgdo enzimatica direta do DNA dos microrganismos infecciosos invasores (MALI
etal., 2013).

As primeiras descricdes da CRISPR foram relatadas no final da década de 1980
quando cientistas japoneses observaram sequéncias de DNA repetitivas e altamente
conservadas interespacadas com sequéncias de DNA desconhecido no genoma da bactéria
Escherichia coli (ISHINO et al., 1987). Diversos estudos, nas décadas subsequentes,
permitiram a identificacdo dessas sequéncias repetitivas em outros microrganismos (MOJICA
et al.,, 2000), assim como, pode-se verificar que as sequéncias de DNA desconhecidas,
intercaladas com elementos repetitivos, eram de origem viral e plasmidial (MOJICA et al.,
2005).

A descoberta que o locus CRISPR é transcrito (TANG et al., 2002) e apresenta genes
(Cas) adjacentes a regido (JANSEN et al., 2002), permitiu inferir um possivel papel dos locus
CRISPR-Cas como um mecanismo de memoria que se utiliza de moléculas de RNA antisenso
para se defender de reinfeccBes por bacteri6fagos (MAKAROVA et al., 2006). Tal hipbtese
pode ser confirmada por Barrangou e colaboradores (2007) e, no ano seguinte, foram
identificados os CRISPR RNA (crRNA), sendo estes responsaveis por guiar as proteinas Cas
ao DNA exdgeno (BROUNS et al., 2008).

Estruturalmente, o locus CRISPR-Cas € composto por séries de sequéncias repetitivas,
intercaladas por sequéncias variadas e ndo repetitivas denominadas de espacadores, que
advém de fragmentos exdgenos de material genético, chamados de protoespacadores.
Associados a esta regido, encontram-se 0o(s) gene(s) Cas que codificam a nuclease Cas9,
outras Cas regulatorias e o tracrRNA (figura 8) (HSU; LANDER; ZHANG, 2014).
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Figura 8: Representacéo do Loci CRISPR-Cas.
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Fonte: Adaptado de DOUDNA; CHARPENTIER, 2014.

O desenvolvimento da imunidade adaptativa dos hospedeiros, mediante CRISPR-Cas,
ocorre através de trés diferentes fases. A primeira etapa, denominada de aquisi¢éo, consiste na
insercdo de curtos fragmentos do DNA invasor no locus CRISPR. Posteriormente, ao longo
da fase de expressdo, o locus é transcrito gerando um RNA CRISPR precursor (pré-crRNA)
que, ao ser maturado, geram diversos crRNA’s, cada um contendo uma sequéncia de um
respectivo protoespacador. E na fase de interferéncia, os crRNA’s que apresentam
complementaridade de bases ao material genético externo, guiam a(as) endonuclease(s) Cas
para a quebra da sequéncia do DNA invasor (figura 9) (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014;
BARRANGOU; MARRAFFINI, 2014).

A elevada diversidade dos sistemas CRISPR-Cas distribuidas entre bactérias e
arqueas, provavelmente € o resultado de um rapido e intenso processo evolutivo imunitario
contra elementos genéticos moveis (do inglés, mobile genetic elements, MGE) (VAN DER
OOST et al.,, 2014). Devido a determinadas incongruéncias quanto a classificacdo e
nomenclatura das diversas familias das proteinas Cas, inicialmente descritas por Haft e
colaboradores (2005), uma nova classificacdo mais consistente foi proposta agrupando o0s
sistemas CRISPR-Cas em 3 tipos: tipo I, Il e 11l (MAKAROVA et al., 2011).

Os tipos | e Il apresentam elevada similaridade entre si, j& que ambas dependem
predominantemente da familia das proteinas Cas6 para clivar as sequéncias espacadores dos
pré-crRNA’s, para formar crRNA’s individuais. A atividade catalitica da Cas6 ocorre 8
nucleotideos (nt) acima regido 5’ dos espagadores, dessa forma gerando sequéncias crRNA’s
de 8 nt. Tipicamente, ambos 0s sistemas apresentam multiplos complexos de proteinas Cas
indispensavel para a maturagio do crRNA’s e inducdo da atividade enzimatica
(BARRANGOU; MARRAFFINI, 2014).

O tipo I, por sua vez, dispde de um pequeno RNA, chamado de CRISPR trans-
ativador (tracrRNA), que pareia-se por complementaridade as repeticdes do pré-crRNA. O
processo de pareamento, forma um substrato de RNA de fita dupla capaz de ser digerido por
uma RNase 1ll, codificada pelo gene rnc, que permite a clivagem do pré-crRNA em crRNA
individuais e processados (figura 10) (DELTCHEVA et al., 2011).
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Figura 9: Representacdo do mecanismo imunitéario adaptativo mediado por CRISPR-Cas9.
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Fonte: Adaptado de MAKAROVA et al., 2011.

Figura 10: Maturacdo de pré-crRNA em CRISPR-Cas9.
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Fonte: DOUDNA,; CHARPENTIER, 2014.

A atividade catalitica de sequéncias de DNA nos sistemas do tipo Il depende de uma
Unica proteina encontrada exclusivamente nesse tipo, a Cas9, que apresentam dois dominios
cataliticos, que agem como nucleases, independentes. O dominio HNH consiste em um
dominio de nuclease Unico, enquanto o dominio RuvC é dividido em trés subdominios ao
longo da sequéncia da proteina (HSU; LANDER; ZHANG, 2014). Cada dominio enzimatico

é responsavel pela clivagem de uma das fitas do DNA, sendo o dominio HNH implicado na
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quebra da fita molde, e o dominio RuvC na quebra da fita complementar (GASIUNAS et al.,
2012).

O principio bésico de edi¢do génica da CRISPR-Cas9 consiste na indug¢do de DSB na
regido a ser alterada pela Cas9. A quebra da sequéncia de DNA fita dupla, ativa vias de reparo
celular possibilitando a producdo de mutacGes aleatérias na regido (indels) comumente
induzidas pela via NHEJ. Apesar da via NHEJ ser eficaz na producdo indels, esta ndo é
precisa (MARUYAMA et al., 2015). Desta forma, na correcao especifica de mutacdes, podem
ser usados fragmentos de DNA exdgenos, pela via HDR (figura 11) (WU et al., 2013).

Figura 11: Representacao de reparo por NHEJ e HDR ap06s acdo da CRISPR-Cas9.
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Fonte: Adaptado de SANDER; JOUNG, 2014.

A atividade catalitica do sistema Il, ou CRISPR-Cas9, é dependente da presenca de
uma sequéncia de DNA imediatamente subsequente a regido de pareamento da molécula de
crRNA, conhecidas como motivo adjacente ao protoespacador (do inglés, protospacer
adjacent motif, PAM). Essa regido é essencial para o reconhecimento da regido a ser clivada
pela Cas9, além do reconhecimento da regido PAM permitir a conversdao da endonuclease
para sua conformacéo ativa (NISHIMASU et al., 2014; STEMBERG et al., 2014). As regides

PAM de reconhecimento comumente sdo constituidas por sequéncias 5> NGG; NAG (HSU et
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al., 2013), mas podem variar entre Cas9 ortologas (DEVEAU et al., 2008; HORVARTH et
al., 2008).

Apobs a demonstracdo da primeira evidéncia experimental de que o locus CRISPR-
Cas9 mediava imunidade adaptativa na bactéria Streptococcus thermophilus contra
bacteri6fagos liticos (BARRANGOU et al., 2007) diversos grupos comegaram investigar
possiveis aplicagdes biotecnoldgicas. A utilizagdo de culturas de bactérias para utilizacdo
industrial permitiu que o sistema CRISPR-Cas pudesse ser aproveitado como forma de
imunizacdo contra bacteriéfagos, constituindo assim a primeira aplicacdo biotecnoldgica deste
mecanismo (BARRANGOU; HORVARTH, 2012).

Jinek e colaboradores (2012) foram os primeiros a desenvolver um RNA duplo
programavel a partir da associacdo tracrRNA: crRNA quimérico, descrito na bactéria
Staphylococcus pyogenes. Desta maneira, foi possivel produzir uma molécula de RNA de
guia simples (do inglés, single guide RNA, sgRNA) que possuia uma propriedade de
pareamento de 20 nt na regido 5’ e uma estrutura de fita dupla na regido 3’ que se pareia a
Cas9. Com isso, pode-se criar uma molécula, com dois distintos componentes, com
capacidade de se parear a virtualmente qualquer molécula de DNA, adjacente a uma

sequéncia PAM (figura 12).

Figura 12: Representacdo da clivagem do DNA alvo.
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Fonte: DOUDNA; CHARPENTIER, 2014.

O dominio das propriedades do mecanismo e producdo do sistema CRISPR-Cas9, em

laboratorio, permitiu ampla aplicacdo na edicdo de genoma dos mais variados organismos.
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Modelos cobaias como Drosophila (YU et al., 2013), peixe zebra (HWANG et al., 2013),
camundongos (PLATT et al., 2014), ratos (LI et al., 2013) e Caenorhabditis elegans
(FRIEDLAND et al., 2013) foram alvos de edig&o génica.

Juntamente com as descricbes da edicdo génica utilizando CRISPR-Cas9 em
organismos diversos, os primeiros relatos na edicdo génica em células de seres humanos
foram reportados (MALI et al.,, 2013). Com isso, fora demonstrado a possibilidade e
viabilidade de aplica¢des da tecnologia para terapia génica em seres humanos (JINEK et al.,
2013).

Doencas hereditéarias, e sem cura, como a distrofia muscular de Duchenne (inglés,
Duchenne muscular dystrophy, DMD) caracterizadas por progressiva degeneracdo muscular,
puderam apresentar uma significativa reversao do fenotipo patologico in vivo, pela correcédo
de uma mutacdo sem sentido no éxon 23 do gene codificante da proteina distrofina (LONG et
al., 2014). A inducdo de mutacdes deletérias ao longo dos éxons 45-55 do gene da distrofina
foi capaz de produzir uma proteina truncada, todavia funcional, resultando na recuperacdo da
expressao génica em ceélulas humanas (OUSTEROUT et al., 2015).

Em doencas neurodegenerativas, como na doenca de Huntington, estudos
demonstraram a delecdo em fibroblastos, utilizando dois distintos sgRNA, de todas as
expansdes repetitivas de sequéncias trinucleotideos CAG no gene HTT que caracterizam a
patologia, resultando na diminuicdo significativa da proteina hungtintina total (SHIN et al.,
2016). Resultados semelhantes foram encontrados por Monteys e colaboradores (2017) in
vivo utilizando camundongos como modelo para doenca de huntington.

Ainda, a aplicacdo do sistema CRISPR-Cas9 pode ser vista como uma potencial
alternativa ao tratamento de infeccdes por SIDA (EBINA et al., 2013). A producéo de indels
na regido longa repetitiva terminal (inglés, Long Terminal Repeat, LTR) viral erradicou
cdpias do virus do genoma de linfocitos T, assim como inibiu infec¢des virais primarias em
linfocitos em meio de cultura (KAMINSKI et al., 2016).

As ZFN e TALEN apesar de eficientes ferramentas para edicdo génica apresentam
consideraveis limitacdes quanto a dificuldade e necessidade de desenvolvimento das proteinas
para cada sequéncia a ser editada, tempo de trabalho e inespecificidade (GAJ; GERSBACH,;
BARBAS Ill, 2013; JINEK et al., 2013) Devido a simplicidade do sistema CRISPR-Cas9, a
tecnologia foi rapidamente adotada pela comunidade cientifica com o objetivo de identificar,
editar e alterar sequéncias de DNA e genomas dos mais diversos organismos (DOUDNA;
CHARPENTIER, 2014).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de novas terapias e abordagens para o tratamento de doencas
genéticas é particularmente dificil principalmente pelos préprios desafios e complexidade
destas enfermidades. Ainda, a possibilidade de cura dessas condigdes muitas vezes é minima
ou inexistente, pois para a obtencdo de um efeito terapéutico pleno, o material genético
defeituoso e ndo funcional deve ser corrigido ou inibido para que o fen6tipo patoldgico possa
desaparecer.

Somente com o surgimento de tecnologias de edicdo sitio especificas baseadas em
nucleases como ZFN, TALEN, e mais recentemente CRISPR-Cas9, que genomas puderam
ser precisamente alterados com baixa inespecificidade e maior seguranga. Diversos genes
diretamente vinculados a doencas hereditarias, através dessas tecnologias, puderam ser
totalmente corrigidos e infecgdes sem cura foram eliminadas do hospedeiro, algo sem
precedentes.

Apesar do enorme potencial de uso dessas tecnologias para fins medicinais e
biotecnologicos, questdes éticas sdo de grande preocupacgdo. A edicdo génica com finalidade
terapéutica abre uma real possibilidade de alteracdo genética em seres humanos, inclusive
para fins ndo medicinais, levantando a tona a discussdo sobre os limites da edi¢do genética e

seus possiveis desdobramentos, bons ou ruins, para a sociedade.
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