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EDICAO GENETICA: técnica CRISPR/CAS9

GENETIC EDITION: CRISPR/CAS9 technique

ADRIANA SEQUETO SILVAl, MARCELLA MARTINS TERRA 2
RESUMO

Introducdo: O avanco da tecnologia em conjunto com a ciéncia levou a descoberta de
novas técnicas com utilizacdo em edi¢cdo do genoma através de clivagem do DNA, em
busca de uma futura cura genética, cancer, anemia falciforme, entre outras. Objetivo:
Relatar a utilizacao do sistema CRISPR/CAS9 para edi¢do genética e avan¢os em curas
de doencas. Métodos: Foi realizado um estudo de reviséo bibliogréafica e analise critica
de trabalhos pesquisados eletronicamente através das bases de dados do SciELO, em
dissertacdes, artigos de periddicos e consultas a sites. Os artigos pesquisados datam de
2012 a 2020 e os descritores utilizados foram edicao genética, CRISPR/CAS9, biologia
molecular, DNA. Revisao de literatura: A técnica CRISPR/CAS9 possibilitou muitas
mudancas na edicdo genética, ndo s6 dos seres humanos, como de animais e plantas,
porém ainda necessita de mais estudos, e deve se atentar a questdes éticas para tal
uso. Consideracgdes finais: CRISPR/CAS9 é uma tecnologia da engenharia genética
que esta se mostrando capaz de solucionar problemas que antes eram considerados
impossiveis. Apesar de ser uma técnica com potencial elevado, possui restricdes éticas,
as quais cientistas estdo sempre buscando melhorar.

Descritores: Edicao genética. CRISPR/CAS9. DNA. Biologia Molecular.
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ABSTRACT

Introduction: The advancement of technology in conjunction with science has led to the
discovery of new techiques with use in genome editing through DNA cleavage, in search
of a future genetic cure, cancer, sickle cell anemia, among others. Objective: To report
the use of the CRISPR/CAS9 system for genetic editing and advances in disease
cures.Methods: A study of bibliographic review and critical analysis of works searched
electronically through the SciELO databases was carried out, in dissertations, journal
articles and websiteconsultations. The researched articles date from 2012 to 2020 and
the descriptors used were genetic edition, CRISPR/CAS9, molecular biology, DNA.
Literature Review: The CRISPR/CAS9 technique enabled many changes in genetic
editing, not only for humans, but also for animals and plants, but the ethics for such use
are still very much analyzed.

Final Considerations: CRISPR/CAS9 is a genetic engineering technology that is proving
capable of solving problems that were previously considered impossible. Despite being a
technique with high potential, it has ethical restrictions, which scienctists are always
looking to improve.

Keywords: Genetic editing. CRISPR/CAS9. DNA. Molecular biology.

INTRODUCAO

A edicao genética € um estudo com técnicas cada vez mais atualizadas, que pode
ser muito Gtil na melhoria de determinadas situagdes. E um assunto muito discutido em
todo o mundo, pelo fato de ser possivel modificar uma parte especifica do Acido
Desoxirribonucleico (DNA) ou até mesmo uma sequéncia. Com a quebra do DNA é
possivel introduzir alteracbes em uma determinada regido, que pode fazer com que o
individuo seja favorecido com a mutacéo realizada no genoma.!

Por apresentar grande potencial nas terapias génicas, muitas pesquisas e
experimentos sobre o assunto vém sendo realizados. Com o avan¢o da tecnologia em
meados dos anos 80, onde a técnica CRISPR foi descrita pela primeira vez por

Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna, obteve a descoberta da proteina Cas9, que



foi encontrada em uma bactéria que causa infeccao na garganta. Foi através do estudo
dessa proteina Cas9 que foi percebida sua utilizacdo para edicdo de genomas, porém
usar CRISPR em células humanas foi possivel apenas em 2013 com estudo do Feng
Zhang do MIT e do Broadinstitute.?

O sistema CRISPR/Cas9 do tipo Il ocorre de forma natural em bactérias e
arqueas, como forma de protecdo contra virus e plasmideos invasores e € exatamente
esse sistema que deu origem a CRISPR/Cas9 (Repeticbes Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Espacadas). 3

Essa técnica de edicdo de genoma tem feito com que o niumero de pesquisas
aumente cada vez mais, inclusive pesquisas com seres humanos, ja que com seu novo
uso podera fazer mudancgas no genoma para uma futura cura genética. Ja se tem dados
que relatam sucesso na correcao da mutacao no gene da hemoglobina que da origem a
anemia falciforme, foram isoladas e editadas por CRISPR/Cas9 células de pacientes
portadores da anemia e apds 16 semanas 0s niveis de expressdo do gene modificado
obtiveram redugéo. 3

A terapia génica ja foi aprovada em grande parte da comunidade cientifica, desde
gue ndo ultrapasse as questbes morais, porém em 2015 houve pela primeira vez a
modificacdo genética de células embrionérias utilizando a técnica CRISPR-Cas9, relato
feito por pesquisadores chineses. Portanto, compreender o uso dessa técnica e nas
terapias génicas é de extrema importancia para avaliar os riscos do procedimento e
guestdes éticas envolvidas. 3

O objetivo desse trabalho foi relatar a utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9 para

edicdo genética e avanco em curas de doencas.

METODOS

Esta pesquisa referiu-se a um estudo de revisao bibliografica e analise critica de
trabalhos pesquisados eletronicamente por meio do banco de dados SciElo em
dissertacOes, artigo de periddicos e consultas a sites. Foram selecionados trabalhos da
literatura médica portuguesa, publicados no periodo de 2012 a 2020.
Os descritores utilizados para essa pesquisa foram “edi¢cao genética”, “CRISPR/Cas9”,
“biologia molecular”, “DNA”.

REVISAO DE LITERATURA



HISTORICO DO CRISPR/CAS9
Em 1987, o pesquisador Ishino e colaboradores da Universidade de Osaca
estudaram cepas de Escherichia coli e descobriram um loco peculiar no genoma da
bactéria, formado por uma configuracdo desconhecida: sequéncias repetidas e
sequéncias espacadoras intercaladas. 4
Posteriormente, no ano de 1993 foi publicado um artigo de Francisco Mojica em que
foi o primeiro a caracterizar o que hoje é chamado de CRISPR. Durante toda a década
de 1990 ele trabalhou com esse sistema, e em 2000, foi reconhecido que as sequéncias
dispares de repeticdo, realmente compartilhavam um conjunto comum de recursos,
conhecidas hoje como marcas de sequéncias CRISPR. Em 2005, foi relatado por Mojica
que parte dos genomas de bacteri6fagos possui essas sequencias de fragmentos,
levando entdo, a hipétese de que CRISPR é um sistema imunitario adaptativo. °
Apods 5 anos dessa descoberta, o entendimento da funcdo e os mecanismos do
sistema CRISPR ficaram mais claros, e com isso, varios estudos desse sistema com
aplicacBes biotecnoldgicos foram explorados, mas ainda ndo havia sido explorado a
edicdo do genoma utilizando desse sistema. Foram identificados quatro genes
estritamente localizados as matrizes CRISPR, denominados como Cas, que possuem
funcdes preditas de helicases, polimerases e nucleases, compreendendo entdo que o
sistema CRISPR/CAS seria capaz de estar envolvido na reparacdo do DNA. A enzima

cas9 é a mais utilizada para uso em manipulagdo genética.®

Sistema CRISPR/CAS9

O procedimento de edicdo genética tem a capacidade de deletar e inserir genes
especificos do DNA, podendo ser células germinativas, que terdo as alteracdes
genéticas transmitidas aos descendentes, e células somaticas, que ndo sera hereditario.®

O sistema CRISPR faz possivel editar o genoma através da clivagem do DNA por
uma endonuclease (Cas9), que é guiada com base na sequéncia de RNA, sendo
projetado para reconhecer a sequéncia-alvo que sera modificada. Quando as repeticbes
e 0s espacadores séo transcritos, formam o RNA guia que servira para direcionar a
enzima Cas9 ao alvo. ApoOs a clivagem, é feito a alteracdo da sequéncia do DNA
adotando a modificagdo, podendo ser usado tanto para reparar mutagcbes como para

introduzir mutacoes. ’

Aplicagbes do Sistema



Em todas as éareas, o sistema CRISPR esta tendo um grande avanco, na area
Médica por exemplo, foi aplicado a técnica para editar embrides humanos, com intuito
de corrigir uma mutagéo, resultado foi satisfatorio. Na Area laboratorial, pode haver a
possibilidade de ajudar cientistas a desvendar melhor certos genes. Na agricultura, onde
mais se V€ 0 uso, cientistas tentam livrar a natureza de germes indesejaveis, controlar
espécies invasoras e prevenir doencas como maléria e dengue. @

O CRISPR/CAS possui varios diferenciais importantes e tem sido muito usado
para terapia de cancer em testes in vitro e in vivo. Por ser de facil execucéo, alta
eficiéncia e especificidade, tem a possibilidade de reparar a mutagdo nos tumores que
possui varias mutaces genéticas, fazendo entdo com que o CRISPR/CAS9 consiga
construir um molde de tumor com multiplas muta¢des no gene in vivo, simulando entdo

doencas complexas. °

Implicacbes éticas

A finalidade no uso da técnica CRISPR seria a cura de doencas genéticas ndo sé
do doente como em todos os descendentes futuros. Teve sucesso nNo uso em ratos e
macacos e com isso, foi possivel acreditar que seria 0 momento de estudar se tem
utilidade em humanos. 1°

No ano de 2018 o pesquisador chinés He Jiankui revelou a criagdo dos primeiros
bebés geneticamente modificados do mundo, com intencdo de criar pessoas com
resisténcia a possiveis infec¢des pelo virus HIV. Apés a divulgacéo, varios cientistas e
instituicées de ciéncia condenaram o experimento, ndo so pela possibilidade de os bebés
desenvolverem problemas, mas também temem a rejeicdo da sociedade em outras

pesquisas gue nao tenha envolvimento de embrides. 1°

CONSIDERACOES FINAIS

O descobrimento da técnica CRISPR/Cas9 foi um avango tecnologico com a
ciéncia em que abre muitas discussdes éticas sobre a possibilidade do uso em humanos,
ja que, é uma técnica que fornece vantagens e desvantagens, gerando incertezas no
meio cientifico. Seu uso em animais e plantas foi de grande sucesso, portando ainda ha

um longo caminho a percorrer.
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