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historias mteressantes
para contar a voces!

l oLal Ev sov a Downa
Ciéncia e tenho vamas

Ewm cada gibi vou
mosktrar como a 5ocie-
dade € beneficiada com
as descobertas feikas
pelos cienktistas!

Neste gibi, vamos conhecer sobre a

ENGENHARIA GENETICA,

area que evvolve a edicao de DNA com o
proposito de estudar doencas geneticas
e melhorar a vida das pessoas!



0 OLIE E E FARA OUE SERVE
ENGENHARIA GENETICA?

A engenharia genetica € a manipulacao e modificacao do DNA
de um organismo, por meio de tecnicas de biotecnologia. Ela
permite corrigir ouU introduzir variantes geneticas (ov sejq,
‘mukacoes’) e aké mesmo inserr caracteristicas de um
organismo em outros!

Hoje em dia, a engenharia genética ja esta presente
em nosso cotidiano: eska nos alimentos transgénicos,
que 540 mais produtivos e resistentes a pragas e
doencas, nas vacinds € nos remedios produzidos por
microrganismos geneticamente modificados, bem como
nas pesquisas cientificas!



VOCE SABIA?

Antigamente, a insuling, usada no tratamento da diabetes,
era extraida de porcos. Com o surgimento da engenharia
genetica, ela passouv a ser produzida por bactérmas, como

a £scherichia coli, nas quais foram introduzidos genes
humanos pard a producdo de insuling! AlLém de 1sso facili-
tar a producdo desse hormonio sintético ewm Llarga escala,

Eornou o sev Uso mais seguro pelos humanos, evitando

reacoes dlergicas, como ocorria mais frequentemente
com a imsulina de origem suina.

Com 0 avanco dessas
Eécwicas, talvez seja
possivel, no futuro, tratar
doencas geneticas, como
a anemia falciforme e a
doenca de Huntington, ou
ate mesmo doencas como
cancer didpetes e AIDS.




Apesar de as metodologias cientificas de manipulacdao direta
do DNA serewm relativamente recentes, nos, humanos, reali-

Zamos Uma estratégia de manipulacao genetica ha wilénios

em nossas atividades de agricultura e criacdo de arimais:

A SELECAD ARTIFICIAL, ou cruzamento
seletivo. Por meio dessa técwica,

nos505 ancestrais e nos seleciona-
MOS € permitimos que apends plan—
tdas e animais com caracteristicas
de wmteresse se reproduzam.

Selecionamos graos — por exemplo, o miLho, o arrozZ € o ktrigo -,
verduras e frukas para que se tornassem maiores e mais sapo-
rosdas, como as melancias, que eram muito diferentes ha
apenas 400 anos! Pensando nos animais de estimdcdo, nos
selecionamos Lobos mais doceis, que, dapos milhares de anos,
originaram os caes domesticos. Conseguimos selecionar até
mesmo fungos e bacteérias, microrganismos muiko utilizados na
producdo de dlimentos, como Laticinios e bebidas fermentadas!



Ja vno ano de 1994, as ZFNs cdo wgleés, "zZmc finger nucleases')
foram a base de um dos primeiros sistemas de edicao genética
desenvolvido por cientistas em Laboratoro. As proteinas zinc
finger sao dbundantes nas células evcariontes, e interagem
com o DNA por meio de um motif especifico (ov seja, Uma
sequéncia de DNA especifica a que essas proteinas se Ligawm).
Quando as proteinas zmc finger foram fusionadas a um dominio
proteico com funcao de nuclease (que tem a funcdo de cortar
a molecula de DNA), esses mokifs das ZFNs passaram a ser
vkilizados para direcionar a regido alvo da edicdo no genoma.




Uwa oukra forma de edicao genética € pelo uso de TALENS
(do wngLes, ‘transcription activator-Like effector nuclease".
Nessa metodologia, oukro tipo de proteinas que se Ligam ao
DNA (Eambém em motifs especificos), as TALE, foram fusiona-
das com nucleases, atvando de forma semelhante das ZFNs.
Esses dois sistemas fazem uso da enzima Foki como wuclease,
ov sejd, como efetora do corte de DNA, e utilizam proteinds
que se Ligam ao DNA para direcionar o corte e determinar o
alvo da edicao genética. Ambos exigem o desenho e a pro-
duciao de combinacoes de proteinas especificas para cada
alvo de edicao, o que € uma datividade card, demorada € muito
Erabalhosa. ALéwm dis50, permitem apends Uma edicdo por vez
VIO genoma.



A wmetodologia de GRISFR (Conjunto de Repeticoes
Palindromicas Curtas Regularmente Interespacadas, do
wgles, Clustered Regularly mterspaced Short Palingromic
Repeats) € o mais recente sistema de edicao genetica e
causou Uma revolucdo va ciéncid Ela apresenta diversas
vantagens sobre os siskemas anterores, desde custo mais
baixo e maior facilidade de uso ateé a sva grande especifici-
dade e diversa gama de aplicacoes. Ela permite a edicao
de varios pontos do genoma simuLbaneamente e pode ser
wodificada para cumprir diferentes funcoes, como trans-
porte de RNA e regulacao da aktividade de genes sem
alterar a sequéncia de DNA (também chamada de
‘regulacao epigenetica’.



Esse sistema surqiv a partir de estudos com bacteras,
COmO a Streptococcus pyogeres, que Eem Uma espécie de
'siskema imune' contra virus. Quando uma bacteria sobre-

vive a Uma infeccdo viral, ela incorpora um pequeno
trecho do DNA do virus a uma regido especifica do sev
genomad. Caso 0 mesmo virus ataque a bacteria novamente,

ela € capaz de reconhecer esse trecho de DNA viral e

rompé-Lo, Utilizando enzimas nucleases, como a LAsH,
sobre a qudl falaremos a seguir!

Virus bacteriofago
Parede celular da bacteéria

//"\\

DNA viral
destruido
pela Cas9

AN

DNA viral

Cas9

DNA da bactera

OO

Parte do DNA do virus € inserida no DNA da backeéria.



OoLa,
sov a
rnuclease
Cas9

OLa, sou o 5gRNA.
Tenho duas
partes: o
€ o tEracrRNA.

practRNA

Para que a edicao genetica por CRISPR ocorra, € necessaria
Uma ribonucleoproteing, i1sko €, uma proteina que forma
Um complexo com uma molecula de RNA. Nessa ribonucle-
oproteing, a proteina € a nuclease Casd e a molécula de
RNA € o gRNA, ou RNA guia. O RNA guia € composto por dois
componentes: o RNA CRISPR (crRNA), que tem 20 nucleo-
tideos complLementares a regido que queremos editar de
forma que determina o alvo da edicdo no genoma, € o RNA
Eransativante (EracrRNA), que tewm 80 nucleotideos e €
responsdvel pela formacdo do complexo do RNA guia com
a Cas9 e pela ativacao da atividade de nuclease da Cas9.



O crRMA se Liga a sequéncia de interesse no DNA por comple-
mentaridade de bases, permitindo edicoes extremamente pre-
cisas. ALém disso, o uso de RNA para determinar a sequéncia do
DNA alvo € wmais facil e barato do que o uso de proteinas (como
€ feito nas metodologias de ZFN e TALEN), tornando a técnica
de CRISPR mais vantajosa na maioria dos casos.

Juntos formamos uma
ribonucleoproteina que
corta um alvo no DNA




Na técwica de ORISPR, antes da interacao do RNA guia
com o DNA da célula, a Casd vasculha o genoma por Uma
pequena sequéncia de trés nucleotideos, chamada
sequéncia (do ingLés, ),
importante para o reconhecamento de uma regiao
editavel. Na versao de Casd mais comumente usada, essa
sequéncia & composta de uma base qualquer e duas
guaninas ( J. Ao encontrar uma PAM vo genoma, d
enzima Cas9 ‘compara’ as proximas 20 bases de DNA da
celula com o crRNA do RNA guig, por pareamento de
bases. Caso as duas sequéncias sejam complementares,
a Cas9 corta o DNA, promovendo uma quebra da dupla
fita de 3 a 4 bases de distancia da PAM.

Nuclease
Cas9
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A descoberta do sistkewa CRISPR e o sev desenvolvimento
como teécnica de edicao genetica Levou cerca de L décadas
e teve a colaboracdo de muikos cientistas!

1893 - 2005

Francisco Mojica: Descoberta do CRISPR e sua funcdo.

MAIO DE 2005

AlLexander boloktin: Descoberta da Cas9d e da PAM.

MARCO DE 2008

Eugene Koovnin: Esquema hipoteético de imunidade adaptativa.

MARCO DE 2007

Philippe Horvath: Demonstracdo expermentadl da imunidade addaptativa.
AGOSTO DE 2008

John van der Oost:Sequéncias de spacer sdo transcritas em RNAs guia.
DEZEMBRIO DE 2008

Luciano Marraffini € Erik Sontheimer: CRISPR age em dalvos de DNA,
MARCO DE 2011

Ewwmanvelle Charpentier: Descoberta do tracrRNA para o sistema Cas9.
JULHO DE 2011

Virginijus Siksnys: CRISPR pode funcionar de forma heterologa
em outras especies.

SETEMBRO DE 2012

Virginijus Siksnys: caracterizacao bioguimica da clivagem mediada

por Cas9*.

*Achados similares e independentes reportados quase ao mesmo tempo por
Charpentier e Jennifer Doudna, que Eambew reportaram que crRNA e tracrRNA
podiam ser fusionados para criar Um Unico guia sintetico, simplificando ainda mais
o sistewma.

JANEIRD DE 2013

Feng Zhang: CRISPR-Cas9 aplicado a edicao genetica**

**Achados similares foram reportados por pesquisadores do Laboratorio de George
Church, em Harvard, na mesma edicdo da revista Science.
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Esse siskema rapidamente se tornou popular entre
05 cientiskas devido a sua precisdo, praticidade e acessibili-
dade em relacao aos siskewmas de edicao genetica anteriores.
Sua mportancia € tanta que rendev um Prémio Nobel a

JENNIFER DOUDNA e EMMANLELLE CHARFENTIER ew 2020,

por suas contribuicoes pard o desenvolvimento da técwica
de CRISPR-Cas9!

Agora que voce ja
conhece o sistema
CRISPR, vamos saber
para o que ele pode
ser vtilizado?




ANTES DISSO, VAMDS LEMBRAR RAFIDAMENTE O GLE E O DNA.

O DNA & como se fosse um Livro que tem muikas paginas com
as Letras A, T, C e G (ov seja, 05 nucleotideos) escritas em
Uma certa sequeéncia. 05 éxons sdo regioes especificas
dentro dos genes, como se fossem frases muito importantes
deste Livro. Nos éxons, cada sequéncia de trés Letras codifica
Um aminodcido. Por sua vez, uma determinada sequéncia de
aminodcidos origind Uma cerkd proteind.

Caso queira sdber

wmais sobre a estrutura

e funcionalidade do DNA
(acido desoxirmbonucleico),
acesse a Edicdo Ik do Gib
Dona Ciéncig, que € sobre a
DISTROFIA MUSCLLAR

DE DLCHENNE!




0 SISTEMA CRISFR TEM DIVERSAS APLICACLES.
NOS VAMOS RESSALTAR AS 3 MAIS INFORTANTES:

Cowo primeira aplicacao, € usado principalmente para
estudar a perda de funcao de genes.

A proteina Cas9 € usada junto com o RNA guia para fazer
Um corte nas duas fitas de DNA. Apos o corte do genowma,
a celula vkiliza mecanismos de reparo do DNA, que podew
cavsar nsercoes ou delecoes de nucleotideos naquela
regido. No caso de delecao de nucleotideos, por exemplo,
Uma parte da sequéncia do DNA € deletada. OV seja, Uma
pagwna do Liveo ficara com algumas palavras faltando.
Se a edicao foi feiba em uma regiao do genoma que codifica
proteina (ov seja, nos exons), essa proteina pode ficar
mcompleta, pois certos aminoacidos ndo serdo mais pro—
duzidos. Neste cenario, ndo se tem controle da sequéncia
final que serd resulbante da edicdo genetica, pois ela serd
determinada pelo sistema de reparo de DNA de cada
celula, de maneira aleatoria. E possivel controlar apenas
o Local em que o corte do DNA sera feito.




Como segunda aplicacdo, o objetivo passa a ser inserir
wudancas especificas na sequéncia do DNA, qgue podem
OV wdo gerar a perdd de funcao dos genes.

Nesse tipo de edicdo, Umd das Letras do DNA pode ser Eroca-
da por outra. Assim, pode haver uma substituicdo de amino-
acidos, havendo a possibilidade de prejudicar a formacdo e a
funcao da proteina. Por exemplo, a sequéncia ACA produz um
aminodcido especifico (chamado "treoning’). A primeira Letra
da sequéncia pode ser substituida por G, sendo que as Letras
GCA produzem um aminoacido diferente (Chamado ‘alavina®).
Esse tipo de alkteracao no genoma € denominado
‘variante de sentido trocado’.
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AMINDACIDO AMINDACIDO AMINDACIDO ’ Q

VERMELHO: AMARELO VERDE Ej
TRECNINA FROTEINA X

troca de base
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Para se ter total controle sobre como sera feika a troca de
bases (ov seja, qual Letra do DNA substituira a Lekra que sera
Erocada), € possivel usar metodologias de CRISPR mais
avancddds, como d tecvica de base Editing. Nesse sistema, d
proteina Cas9 corba apenas Uma das fitas de DNA (ndo mais
as duas) e, por 1550, € chamada de Cas9d vickase. Para se
redlizar a tecnica de base Ediking, a Casd nickase e fusionada
a ovtras proteinas: a CbE (do wnwgles, cylosime base editors)
ov a ABE (do ingles, aderime base editors’). Essas duas
proteinas sdo responsavels por fazer a kroca da Letra que
precisa ser substituida de forma precisa.

=9 =g

PROTEINA ABE




A Cas9 nickase também pode ser vtilizadd junto com
Uma enzimd chamada Transcripbase Reversa em Uma
estratégia de edicao que & chamada de FRINE EDITING.

Nessa estrateqgia, a Casd nickase faz um corte proximo a
Letra que serd trocada e a Transcripbase Reversa insere
Uma sequéncia de cerca de 10 nucleotideos va regido. Esta
sequéncia inserda kerd a modificacao geneética de interesse,
que pode ser Uma troca de bases, Uma delecdao ou uma
wsercao de nucleotideos especificos. A metodologia de
Prime Editing & wais flLexivel que a de Base £qiting, uma vez
que existem mais possibilidades de modificacoes que podem
ser realizadas na sequéncia de DNA,

FRINE EDITING "””zé

Cas9

Cas9 + Transcriptase Reversa =
Prime Editor

PegRNA




Ja como terceira aplicacdo, o siskema CRISPR pode ser usado

3 em outras metodologias que envolvew BIOLOGIA MOLECLLAR, was
nao envolvem dlteracdo da sequéncia de DNA.

Nesse caso, a Cas9d serd modificada para wao cortar o DNA,
sendo chamada de dCas9 (do wngles, '‘Dead Cas3', ov Cas9
‘worta™). A dCas9 € fusionada a outra proteing, Levando-a
a Uma parte especifica do DNA,

Proteina
dCAS9

——

Proteina Levada
ao dna pela dCAS9

Essa proteina Levada pela dCas9d pode fazer com que haja
aumento ou diminvicdo da expressao do gene dlvo (ou seja, da
atividade do gene). Consequentemente, devera haver aumento

ov diminuicao da quantidade de proteinas produzidas.

OO



Considerando todas essdas aplicacoes, as
estrategias de edicao com CRISPR permitem
Um maior entendimento sobre doencgas rela-
cionadas a variacoes da sequéncia de DNA (ov
5€ja, 'mukacoes’ geneticas), como cancer*,
diabetes, alguns tipos de alteracoes do neu-
rodesenvolvimento e epilepsia*, entre muikas
outras. Ao introduzir modificacoes do DNA em
wodelos de estudo (como modelos animais*
ov células em cultura), o CRISPR agjuda a
entender as consequéncias destas vamacoes
VI0S OPgaAnISMOS, conkrbuindo com pesquisas
sobre a base genética das doencas humanas.

g
s

*Quer saber mais sobre
EFILEFSIA E RANCER? “;\]

Voce pode enconktrar mais

detalhes nas Edicoes 43 e 5i
do Gibi Downa Ciéncid! Para aprender
wais sobre a vkilizacao de animais
em pesquisa, acesse as Edicoes |, L W
e 3 da Dona Ciéncia, que descrevem

a wmportancia dos animais em

pesquisas no brasil.




ALém disso, ha a possibilidade de se usar a CRISPR para corri—
gir as vamacoes do DNA que causam doencads muiko graves,
servindo como tratamento. Por exemplo, esse sistema de
edicdo pode ser muito UkiL para o trabamento da Anewia

FalLciforme, uma doenca congénita (que se desenvolve antes
mesmo do nascimento) causada pela mudanca da Letra A
pela Letra T em Uma sequéncia especifica do DNA. Ela faz

com que Um dos tipos de celulas que compoem nosso
sangue, as hewacias, possuam um formato anormal.

FESSOA SEM ANEMIA FALCIFORME
Hewmacias com
hemoglLobina
normal

GLOBLILO VERMELHO NORMAL

PESSOA COM ANEMIA FALCIFORME Hede_ias
com wmoleculas

de hewmoglLobina
anormal

%

GLOBLLO VERMELHO FALCIFORME




Assim, em ndividuos com a doenca, o trabtamento serma
possivel pela kroca de T por A nessa sequéncia especifica
do DNA por meio da edicdo com CRISPR. Abvalmente,
testes clinicos estiao em andamento para o desenvolvi-
wmento de tratamentos de anemia falaforme baseados
em CRISPR.

Cowo toda tecwnologig, a técvica de CRISPR € apends uma
ferramenta, que pode ser Usada para finalidades boas ou
runs. A edicao com CRISPR permite que se altere partes
do DNA, estejam elas relacionadas a doencds ou wnao. Com
1550, ha Uma preocupacdo ética sobre edicoes geneticas
que nao estejam voltadas para a prevencao ou trata-
wento de doencas.



Por exemplo, nosso DNA € o responsavel pela cor dos
no5505 oLhos e dos cabelos, pela nossa dlkura e por
wUiEoSs outbros aspectos indiviquais!

Suponha que todas as pessoas quisessem mudar a cor de
seus olLhos ou a cor dos olhos dos seus descendentes
por meio da edicdo genetica via CRISPR. Isso poderia se
tornar Um problema pelos seguintes motivos:

A cor dos olhos dexaria de ser uma caracteristica que
difere uma pessoa da outra. E nao seria chato viver em
Um mundo onde todos 5do iguais?!

ALém disso, a diversidade humana & muito importante,
pois possibilita que haja troca de experiéncias e culturas
entre pessoas diferentes, garantindo que a sociedade se

desevwvolva e evolua.
Ao mesmo tempo, a diversidade genetica € necessama para
que exista a adaptacao dos organismos ao ambiente e a
evolucao das espeécies.



A edicao genética anda € Um processo muito caro, que
demanda dltos custos e, porbanto, ndao € dacessivel para
toda a populacao. Assim, as pessoas que nao pudessem pagar
por ela nao teriam acesso aos mesmos procedimentos que
aguelas que conseguiriam pagar, gerando desigualdade wva
sociedade. E a desigudldade socidl nunca € algo bowm, danda
mais quando atrelada a diferencas fisicas, nao € verdade?!

A edicao de uma parte especifica do DNA pode wpactar
oukros processos geneticos e moleculares que ate
entdo wndao sdo conhecidos, causando prejuizos ao
organismo € a sua savde.

/

Este aqui € um exemplo de wmudanca de cor de olhos, mas nao se
esqueca que a edicao genetica por CRISPR € muito ampla e pode
resulbar em muikas outrds dlteracoes de caracteristicas humanas
(ov ate mesmo nao humands, como de animais e plantas)!



Neste gibi, vimos a importancia da engenharia genetica
em nosso cobidiano € nas pesquisas cientificas. Tambem
Vimos como a edicao genetica pode impdactar a vida das
pessoas vno futuro, principalmente pelas suas aplicacoes
vd ared da savde.

A sociedade e os
pesquisadores devem
garantir que novas
tecnologias sejam
vsadas de forma eticaq,
sempre respeibando a
diversidade humand



MATERIAL DE ESCLARECIMENTO
SOBRE ENGENHARIA GENETICA.

PARA O PAIS SE DESENVOLVER,

E NECESSARIA A FORMACAO SOLIDA
DAS CRIANCAS E JOVENS, FUTUROS
PROFISSIONAIS DESTA NACAO.




