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Aaparente simplicidade de alguns organismos esconde fantasticos ensinamentos
que tém o potencial de modificar a nossa sociedade. A observagio e elucidagio
do sistema imune de bactérias e archaea nas tltimas décadas, por exemplo, levou 2
elaboragio de uma versitil ferramenta denominada edi¢io génica com base no sistema
CRISPR-Cas9 (CRISPR). Essa tecnologia tem revolucionado a genética molecular,
proporcionando uma forma rdpida, simples e eficiente de se editar o genoma de
qualquer organismo. A utilizacio bem sucedida dessa técnica para a produgio de
animais transgénicos, combate a vetores de doencas e elaboracio de estratégias
terapéuticas s30 apenas algumas de suas potencialidades. Assim, o estudo, a difusio e
a implementagio dessa técnica no ambiente académico e parques industriais poderio
trazer enormes beneficios para a populagio e economia do Brasil e do mundo.
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A FERRAMENTA CRISPR

Recentemente, uma técnica tem sido am-
plamente discutida no ambiente académico.
Trata-se da edigio génica com base no sistema
CRISPR-Cas9, aqui referida simplesmente
como CRISPR, uma ferramenta simples e efi-
ciente baseada no sistema imune da bactéria
Streptococcus pyogenes capaz de promover no-
caute (knockout), insercio (knock in), silencia-
mento génico e marcacao génica, dentre ou-

tras aplicaces de forma eficiente e mais barata

e pritica do que as técnicas anteriormente uti-
lizadas (e.g. “nucleases dedos de zinco” (ZNFs)

e “nucleases fusionadas ao efetor semelhante

ao ativador de transcri¢io” (TALENS) (Figu-

ZNFs (Zinc Finger
Nucleases) - sao enzimas
construidas em laboratorio
capazes de promover cortes
em sequéncias especificas do
genoma. Dessa forma, elas

ra 1). Informagées sobre o sistema imune de
bactérias (CRISPR), seus fundamentos mole-
culares, nocaute e insercio, ZNFs e TALENS
podem ser encontradas no artigo A revolucio-
néria técnica de edigio genética “CRISPR” da
secdo Conceitos em Genética desta mesma
edigio (paginas 114 a 123).

podem ser utilizadas para

os mesmos fins da CRISPR,
isso &, edicdo genética. Elas
apresentam em sua estrutura
tridimensional certas projecdes
que parecem “dedos” (finger),
por isto o nome.

TALENSs (Transcription

Modificacao
de genes
endogenos

As peculiaridades desta técnica aliadas 2
sua praticidade tém permitido que cientis-
tas sejam capazes de editar de forma ripida
o genoma de qualquer organismo. Devido a
sua versatilidade e baixo custo, esta técnica
revoluciondria tem o potencial de impactar
de forma positiva a agropecudria, indudstria
e a satde humana (Figura 2). Entretan-
to, por outro lado, ela também tem gerado

Activator-Like Effector
Nucleases) - sio enzimas
construidas em laboratério
capazes de promover cortes

em sequéncias especificas do
genoma. Ao contrario das ZNFs,
elas sdo baseadas em uma
classe de proteinas semelhantes
a fatores de transcricao
(proteinas que se ligam ao
DNA), por isso o nome.

Marcacao génica - técnica

baseada em microscopia de
fluorescéncia que permite
visualizar a localizagao de
determinado gene no genoma.

questionamentos de natureza ética acerca
dos limites que devem ser impostos para a
sua utilizagdo. Dessa forma, a divulgagio das
potencialidades da ferramenta CRISPR na
sociedade permitird que todos se conscien-
tizem acerca das benesses advindas da sua
utiliza¢ao consciente, alavancando assim a
sua aplica¢io para fins econdmicos e tera-
péuticos.

Figura 1.

CRISPR como técnica de
edicdo genética. A tecnologia
de CRISPR permite que o
pesquisador altere os genomas
de maneira precisa, por
exemplo, introduzindo um novo
gene de resisténcia a virus em
uma planta ou corrigindo uma
mutacdo em um gene endégeno
em pacientes (terapia génica).
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Producao
de plantas
resistentes a
seca, virus,
pragas, estresse
salono etc

Terapia génica,
producao de

AGRICULTURA

Producao de
biomateriais,
biocombustiveis;
biologia sintética
etc

farmacos, —<Cmm—m—
xenotransplantes
etc
Figura 2.
Impacto de CRISPR na
sociedade. As diversas
aplicagdes desta técnica de -
edicdo genética alcancam a APLI CACO ES grande interesse econdmico, como a soja, po-
agricultura, medicina, inddstria, NA AGRICULTURA deria aumentar a resisténcia desses vegetais

pecudria e diversos outros
campos, assim como também
levanta questdes éticas e
ambientais relevantes.

Nés ultimos anos o regime irregular de
chuvas e as alteragdes climiticas tém sido
os principais problemas enfrentados pela
agricultura brasileira. No ano de 2016, por
exemplo, a falta de chuvas comprometeu a
produtividade de soja no oeste da Bahia ge-
rando um prejuizo de aproximadamente 1
bilhdo de reais. O Brasil é o segundo maior
produtor de soja do mundo, dessa forma,
perdas dessa magnitude comprometem se-
riamente o agronegdcio brasileiro.

Assim, considerando que virios genes rela-
cionados ao estresse hidrico ji foram iden-
tificados em animais e plantas, a introdugio

desses genes por CRISPR em cultivares de

A seca, impedindo o comprometimento da
colheita. Adicionalmente, CRISPR também
poderia ser utilizada para produzir plantas
nio transgénicas resistentes a pragas por
meio da introdugio de mutagdes em genes
nio essenciais cujos produtos sio os alvos de
parasitas, salvaguardando assim a produgio
agricola. Tais plantas, por nio serem transgé-
nicas, seriam mais facilmente liberadas para
o plantio e aceitas para consumo.

Por fim, tem sido sugerido que vegetais mo-
dificados por CRISPR tenderiam a nio pro-
vocar alergias no ser humano uma vez que
Cas9 nio apresenta similaridade a alérgenos,
além de ser facilmente digerida (NAKAJI-
MA et al., 2016).
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APLICACOES
NA INDUSTRIA

As mudangas climaticas que afetam a agri-
cultura brasileira e outros setores de nossa
economia sio em parte consequéncia da agio
antrépica no meio ambiente e a crescente
utilizagio de combustiveis de origem féssil
constitui uma das principais causas dessas
mudangas. Dessa forma, tém se buscado a
utilizagio crescente de energias renovéveis
como o etanol. O Brasil destaca-se no ce-
nario mundial pela produgio de etanol, mas
vem sendo criticado pela comunidade inter-
nacional pelo fato de implementar grandes
monoculturas de cana de agticar para a pro-
dugio desse biocombustivel, impactando
assim de forma negativa o meio ambiente.
Apesar da eficiéncia da produgio de etanol
brasileiro a partir da cana de agticar (Saccha-
rum spp) ser muito maior do que a partir do
milho, como ocorre nos EUA. A utilizagio
de ferramentas de edi¢io gendmica como a
CRISPR poderia aperfeigoar a produgio de
etanol a partir do milho, o que diminuiria a
ocupagio de terras férteis por extensas mo-
noculturas de cana de agticar.

Nesse cenario, um dos fatores que impedem
a otimizagio da produgio de etanol é a pre-
senga de lignina na parede das células, o que

dificulta a conversio da biomassa de ligno-
celulose em etanol. Recentemente, pesqui-
sadores da Flérida utilizaram TALENS
para introduzir muta¢des no gene COMT
(caffeic acid O-methyltransferase) o qual estd
relacionado com a produgio de lignina. A
edi¢io génica dos individuos resultou na re-
dugio na produgio de lignina. Além disso,
os individuos modificados passaram essas
mutagdes para sua progénie, estabelecendo-
-se assim uma linhagem com maior poten-
cial de produgio de etanol. Esse foi o pri-
meiro estudo que editou o genoma de cana
de agticar, abrindo as portas para novas
abordagens, que poderio utilizar CRISPR.
A técnica seria ideal para a produgio de es-
pécimes com menos lignina, pois é capaz de
editar diferentes genes de forma simultinea
por meio da introdugio de quebras de fita
dupla em vérios sitios do genoma (Infor-
magoes sobre ‘quebras no DNA” podem
ser encontradas no artigo A revoluciondria
técnica de edigio genética “CRISPR” da
secio Conceitos em Genética desta mesma
edi¢io). Assim nio s6 o gene COMT, mas
outros relacionados (e.g. cafeoil CoA O-
-metiltransferase (CCoAOMT) e ferulato
5-hidroxilase (F5H)) a sintese de lignina
poderiam ser editados com um baixo custo
envolvido.
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APLICACOES NA SAUDE

Apesar da relevincia do emprego da ferra-
menta CRISPR na agricultura e industria,
provavelmente o beneficio mais imediato da
utilizagio desta tecnologia ocorreria no cam-
po da satde. Nos tltimos anos, a populagio
brasileira vem sofrendo com doengas como a
dengue, chikungunya, zika e a febre amarela
urbana. Mais especificamente neste ano, um
surto de febre amarela tem causado mortes
em diversos estados do Brasil, preocupando
as autoridades. O maior desafio relacionado

Neste cendrio, pesquisadores norte-america-
nos tém se valido de estratégias moleculares
para combater este mosquito, as quais pode-
riam ser implementadas em nosso pais. Eles
descobriram que o gene Nix estd diretamente
relacionado com a diferenciagio sexual de Ae-
des aegypti. Mais especificadamente, este gene
é necessirio e suficiente para o surgimento

a prevencio de epidemias de tais doencas é a
eliminacio do vetor que as transmite, o Ae-
des aegypti. A priori, este diptero reproduz-se
apenas em 4gua limpa, assim, a populagio
tem sido orientada a evitar o actimulo de
dgua parada nos recipientes dentro de suas
propriedades. No entanto, recentemente, foi
descoberto que ele também € capaz de se re-
produzir em dgua poluida. Desta forma, le-
vando em conta as condi¢des de saneamento
bésico presentes em grande parte das cidades
brasileiras, a luta contra este vetor estaria

praticamente perdida.

dos dérgdos sexuais masculinos nestes dipte-
ros. A partir desta constatacio, eles utilizaram
CRISPR para introduzir o gene Nix no ge-
noma de fémeas, que sio hematéfagas, trans-
formando-as em machos inofensivos (HALL
et al., 2015). A liberagio destes ‘machos’ no
ambiente comprometeria a reprodugio, con-
trolando assim o crescimento populacional.
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QUESTOES ETICAS
E DESAFIOS

Além de entusiasmo, a técnica CRISPR
também tem causado polémicas e discusses
de natureza ética na comunidade cientifica.
Nos dltimos anos, por exemplo, cientistas
chineses utilizaram a CRISPR em embries
humanos nio vidveis na tentativa de corrigir
uma mutagio associada a beta-talassemia

os alelos editados apresentem uma heranca
‘nio-mendeliana, isto é, se propaguem muito

Beta-talassemia - doenca

(no gene da beta-globina: beta-globin, HBB)
assim como alterar o gene CCR5 a fim de

tornar as células resistentes A infec¢o pelo vi-
rus HIV. Esses estudos tém causado alvoro-
¢o e suscitado uma discussio na comunidade
cientifica acerca da eficiéncia/especificidade
da edi¢io gendmica via CRISPR visando
o estabelecimento de terapias para doencas
humanas, que até o presente momento nio
tém cura, versus a necessidade de se estabele-
cer limites éticos para a utiliza¢io da técnica.
Apés os pioneiros estudos chineses, o Reino
Unido e a Suécia também permitiram pes-
quisas sobre a edi¢do do genoma de embrides
humanos e, considerando o ripido avanco da
ciéncia, em breve teremos de lidar com essa
questio no Brasil. A edi¢io de um embrido
vidvel implicaria no desenvolvimento de um
individuo capaz de transmitir para sua prole
(e para a populagio) a edigio genética — algo
sem precedentes na espécie humana.

Outra questio que vem gerando polémica
em relacdo A utilizac¢io da técnica CRISPR é
a MCR (Mutagenic Chain Reaction). Em es-
séncia, MCR é uma estratégia de edi¢io ge-
nética baseada em CRISPR que permite que

mais rapidamente dentro de uma populagio
de reprodugio sexuada (sejam animais ou
plantas). Ela foi estabelecida inicialmente
por cientistas da Universidade da Califérnia
em San Diego, que visavam 4 produgio de
moscas (Drosophila) homozigotas mutan-
tes por meio da introdu¢io da maquinaria
CRISPR nesses organismos. Para isso, eles
prepararam um cassete de MCR conten-
do um sgRNA e a Cas9, que estava sob o

genética devida a mutacdes no
gene da beta-globina (HBB)

e caracterizada pela producao
anormal de hemoglobina.

sgRNA - RNA guia, isto &,

controle de um promotor para expressio
ubiqua, isto é, em todos os tecidos da mosca.
Flanqueando esse cassete foram adicionadas
sequéncias homélogas ao gene alvo, que nes-
se caso foi o gene yellow do cromossomo

uma pequena molécula de RNA
que se liga a proteina Cas9 e a
direciona ao DNA alvo.

yellow - gene cujo produto

X de Drosopbhila. Esse cassete foi injetado
em embrides de Drosophila e acabou por se
integrar em uma cépia do cromossomo X e
remover o gene yellow. Posteriormente, essa
construgio também mediou a edi¢io da re-
gido correspondente no seu cromossomo
homologo, proporcionando homozigose da
alteragio desejada. Por estarem em homozi-
gose, as altera¢des foram diretamente trans-
mitidas para as progénies dos individuos
modificados.

proteico é responsavel pela
pigmentagdo da cuticula da
mosca das frutas (drosofila).

Gene CCR5 - trata-se de

Recentemente, 0 mesmo grupo de pesquisa
tem utilizado a tecnologia MCR para di-
minuir a fertilidade de espécies do género
Anopheles a fim de controlar a populagio
desses vetores de doencas. Essa estratégia
juntamente com inser¢io do gene Nix, pre-
viamente descrita, podem ser de grande valia
no controle de surtos de dengue e febre ama-

um gene codificador de uma
proteina que age como um
receptor de superficie, na
membrana da célula. O HIV
se liga a esta proteina para
conseguir invadir a célula.
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Dinamica transcricional -

rela, por exemplo. No entanto, assim como a
manipulagio de embrides humanos, a MCR
tem gerado discussdes e preocupagdes no

esclarecer a origem e evolugio de doencas
por meio do monitoramento da dinami-
ca transcricional in vitro e in vivo. Dessa

a forma como a célula expressa
seus genes, produzindo RNAs
e proteinas ao longo do
tempo. Essa dindmica pode ser
analisada em tubos de ensaio
(in vitro) ou diretamente na
propria célula/organismo (in
Vivo).

meio académico devido a possibilidade de in-
dividuos contendo a construgio MCR espa-
lharem mutagoes para populagdes selvagens
na natureza, o que poderia comprometer ou
mesmo extinguir comunidades de organis-
mos necessirias para a manutengio do equi-
librio dos ecossistemas.

CONCLUSOES

Grande parte dos trabalhos atuais utili-
zando CRISPR sio pesquisas de natureza
‘basica, isto é, visam a demonstrar a utilida-
de da técnica nas diversas células, tecidos e
espécies; mais recentemente, estudos mais
aplicados comegaram a emergir. As aplica-
¢oes de CRISPR relatadas neste artigo sio
apenas uma pequena parcela das enormes
potencialidades advindas da utilizagio desta
metodologia. S6 em 2016, mais de 2300 ar-
tigos foram publicados abordando esta tec-
nologia, quase o mesmo volume de trabalhos
publicados em 30 anos de pesquisa sobre o
tema. Adicionalmente, a cada novo més, di-
versos estudos propondo novas aplicacdes
para CRISPR sio divulgados, demonstran-
do que ainda estamos longe de esgotar a ver-
satilidade desta técnica. Recentemente, por
exemplo, a descoberta de que RNAs ex4-
genos também podem ser incorporados no
l16cus CRISPR e que a dinimica de inser¢io
de espacadores pode ser documentada tém
sugerido a possibilidade de que futuramente

CRISPR poderi ser utilizada também para

forma, considerando as potencialidades pre-
viamente relatadas e as novas aplicagdes que
tém surgido para a técnica, pode-se afirmar
que a sua implementagio nos laboratdrios
e empresas brasileiras permitird o avanco
cientifico e econdmico nos mais diversos
segmentos, permitindo que o Brasil possua
alternativas para alguns de seus problemas
socioecondmicos e se torne cada vez mais
competitivo no cendrio internacional.
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