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1. Introducao

Em esséncia, a versdo inicial da técnica de CRISPR promovia uma clivagem sitio dirigida
no DNA-alvo, que poderia ser reparado por NHE] (culminando em mutac¢des pontuais aleatdrias
na sequéncia-alvo) ou HDR (resultando em alteracGes precisas na sequéncia nucleotidica-alvo).

Nesta secdo veremos como algumas alteracdes no protocolo experimental permitiram
tornar a CRISPR mais versatil, expandido seu repertorio de atuacdo além da edicao genética
(gene editing) tais como: marcacado de DNA (DNA labeling), regulacio da expressao génica
(inducdo e repressdo génicas), clivagem de RNAs, mapeamento de genes e rastreamento
de RNA (RNA tracking). As aplicacdes de cada uma delas serdo vistas no capitulo seguinte.

2. Edicao de DNA

No contexto da técnica de CRISPR, a expressdo “edicdo genética” se refere a capacidade
de alterar a sequéncia nucleotidica do gene-alvo, em analogia simples a edi¢do de textos no
computador: alteramos algumas letras (nucleotideos) ou palavras (genes inteiros) de um
documento (material genético), afetando assim seu significado. Quando estas alteragdes
sdo muito extensas (envolvendo regides cromossdmicas) ou muito numerosas (englobando
multiplos genes simultaneamente), referimo-nos a “edicdo genémica”.

As diversas formas de edicdo genética podem ser categorizadas de varias maneiras. Aqui
adotaremos uma classificacdo que € relativamente comum e simples: (i) a inativacdo génica,
(ii) a integracdo de transgenes, (iii) a substituicdo alélica e (iv) a delecdo de genes inteiros.

2.1 Inativacao génica

A inativa¢do ou nocauteamento génico (gene knockout - KO) é tipicamente alcangado
por meio de mutacdes que resultam na perda da atividade do produto final do gene (seja ele
um RNA funcional ou uma proteina) (William S. Klug et al., 2009). A consequéncia dessas
alteracOes genéticas sdo alelos nulos, i.e., sem funcdo bioldgica (Benjamin Lewin, 2008).
O nocauteamento pode ser alcancado tanto por clivagem por Cas9 seguida por NHE] quanto
pela HDR, sendo esta ultima mais especifica, por induzir alteragdes precisas.

Como descrito no capitulo anterior, NHE] é um processo propenso ao erro, promovendo
indels no sitio de clivagem (figura 1). Esta insercéo/delecdo de um ou poucos nucleotideos,
quando ndo multiplos de trés, altera a fase de leitura do gene em questao. Isto, por sua vez,
quase sempre resulta em um cédon de parada prematuro, gerando assim proteinas truncadas
(figura 1) (Hsu, et al., 2014; Mei et al. 2016).

Apesar de sua vasta aplicacdo para o nocauteamento de genes, NHE] ndo permite um
controle da mutac¢do gerada. Eventualmente podem ocorrer inser¢des/delecdes de nucleotideos
em um numero multiplo de trés e em fase com a matriz de leitura, resultando na simples
adicdo ou delecdo de um ou poucos aminodcidos na proteina final. Esta pequena alteracéo
pode ou ndo ter efeito bioldgico significativo.

Alternativamente, pode-se obter o nocaute génico por HDR, que permite modifica¢des
precisas no gene-alvo na presen¢a de um DNA doador. Neste cendrio, o DNA doador é, em si, a
versdo nocauteada do gene-alvo. Esta versdo nocauteada deve ser construida em laboratorio,
apresentar uma mutacdo bem definida e serd integrada no genoma por recombinacdao (figura 2).
Para tanto, faz-se necessario a cotransfeccdo de Cas9, gRNA e o DNA doador. Para edigdes
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Figura 2. Mecanismos de nocauteamento via CRISPR. Apés a clivagem por Cas9, NHE] repara a dupla fita de DNA,
adicionando ou deletando nucleotideos (indels). Esta mutacdo pontual tem como consequéncia o aparecimento de um
cédon prematuro de parada, levando ao nocauteamento do gene (KO). Alternativamente, HDR repara a dupla fita de
DNA por recombina¢do homdloga na presenca de um DNA doador com extremidades homdlogas ao DNA original (versdao
nocauteada do gene), usando-o como molde para recombinac¢do. Imagem: Pereira, TC (2016).

curtas, de até 50 pares de bases (bp), oligonucleotideos de fita simples podem ser utilizados
como DNA doador, sendo uma opc¢ao simplificada (vide capitulo 9 para detalhes experimentais).

Estratégias mais elaboradas podem ser feitas para o nocauteamento via HDR. Por
exemplo, 0o DNA doador pode ser um gene marcador de resisténcia a antibidticos (e.g., Neo®) ou
um gene codificador de uma proteina fluorescente (e.g., GFP) com extremidades homadlogas ao
gene-alvo. Como resultado da HDR temos uma inativacdo insercional, i.e., a insercdo de Neo®
(ou GFP) dentro do gene-alvo resultando em seu nocauteamento. Adicionalmente, a selecéo
das células modificadas por esta abordagem torna-se um procedimento extremamente facil.

Contudo, ao contrario de NHE], HDR é geralmente ativa apenas em células em divisao.
Isto ocorre porque as células possuem mecanismos de inibicdo de HDR durante as fases
iniciais do ciclo celular, a fim de evitar fusdo de telomeros. Adicionalmente, a eficacia de
HDR pode variar amplamente dependendo do tipo celular, do local de edicdo e do modelo
de reparo. Portanto, apesar de NHE] ndo ser o modelo de nocauteamento genético mais
preciso, é por muitas vezes a técnica de escolha devido a dificuldades metodoldgicas de
implementacdo de HDR (RAN et al., 2014).

Em sintese, a inativagdo génica (KO) pela técnica de CRISPR pode ser alcangada via
NHE], gerando indels que frequentemente resultam em proteinas truncadas. Alternativamente,
0 KO pode ser obtido via HDR, utilizando um DNA doador, levando a uma inativacdo de
natureza predeterminada. Todas estas modificacdes resultam em alelos nulos.

2.2 Integracao de transgenes

Apesar de existirem diversas estratégias para a integracdo de sequéncias exdgenas
(e.g., transgenes), geralmente elas ndo sdo sitio dirigidas, i.e., 0 evento ocorre ao acaso no
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genoma. Isto pode ser problemadtico se a insercdo do transgene ocorrer dentro de um gene
enddgeno importante, inadvertidamente inativando-o.

A estratégia de knock-in (K1) foi desenvolvida para sanar esta problematica, permitindo
aintegracdo de transgenes em regides predeterminadas do genoma, evitando-se assim efeitos
indesejados (Tom Strachan e Andrew Read, 2013). Isto é possivel porque a KI € um processo
baseado em recombina¢do homoéloga (HDR), muito semelhante ao visto para KO. A tnica
diferenca é que o DNA doador, neste caso, ¢ um transgene apresentando extremidades com
homologia a alguma regido intergénica do genoma (i.e., uma regido sem genes) (figura 2).

2.3 Substituicao alélica

Adicionalmente, a KI permite outro efeito: a substitui¢cdo alélica, mencionada no
capitulo anterior. Este processo visa a troca da sequéncia nucleotidica do alelo endégeno
por outra sequéncia exdgena ligeiramente diferente, portando SNPs ou pequenas mutacoes
(Zhang et al., 2014). O principio geral é o mesmo: a administracdo de Cas9, gRNA e um
DNA doador (que é, em si, 0o novo alelo) permite a recombinacdo homologa, resultando na
substituicdo alélica.

2.4 Delecao de genes inteiros

Em algumas situacdes, a delecdo da sequéncia completa do gene é mais interessante
do que gerar mutacdes pontuais nele (por NHE] ou HDR). Isto porque muitas mutac¢des de
ponto eventualmente geram alelos ndo nulos, i.e., que permitem uma atividade ainda que
parcial do gene-alvo. Entretanto, a delecdo completa de um gene resultara inexoravelmente
em uma mutacdo nula. Uma célula cujos dois alelos do “gene A” foram completamente
deletados apresenta um gendtipo A“gene A”/A“gene A” (A é simbolo genético para delecgdo).

A delecéo de genes inteiros pela técnica de CRISPR pode ocorrer tanto por uma tinica
quebra da dupla fita de DNA, quanto por duas quebras da dupla fita (Sander e Joung, 2014;
Mei et al. 2016).

Na primeira, o mecanismo de reparo sera sempre HDR, sendo similar ao KO e KI
induzidos por recombinacdo homdloga. Neste caso, porém, vale ressaltar que o DNA doador é
composto por uma sequéncia sem o gene de estudo, apenas com as extremidades homadlogas
ao cromossomo (figura 3A).

Na segunda, diferentemente das edi¢des génicas anteriormente descritas, a delecdo
ocorre por intermédio de duas quebras na dupla fita de DNA. Para isso, empregam-se duas
endonucleases Cas9 e dois gRNAs com sequéncias distintas. Na auséncia de uma sequéncia
doadora ocorrerd NHE], via juncdo de extremidades que ndo envolvem o gene-alvo (figura 3B).
Contudo, na presenca de um DNA doador (de mesma natureza que no exemplo A), ocorrera
o HDR.

3. Marcacao de DNA

A técnica de DNA labeling associada a CRISPR consiste na marcacdo in situ de locos
génicos com fluorocromos, que possibilitam a visualizacdo tridimensional do loco em células
fixadas e também vivas (Anton et al., 2014) sem a necessidade de desnaturacdo do DNA
(Ma et. al, 2015). Técnicas que possibilitam a localizacéo espacial de locos sdo importantes
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Figura 4. DNA labeling por dCas9. A hibridizagdo in situ de locos génicos ocorre pela ligacdo de diversas dead Cas9 a
dupla fita de DNA. gRNA com especificidade para diferentes sitios de um mesmo loco direcionam o local alvo de ligagado
para dCas9. O acumulo de dCas9, em associacdo com proteinas fluorescentes, leva ao aumento pontual de fluorescéncia,
detectavel por microscopia de fluorescéncia de alta resolucdo. Imagem: Pereira, TC (2016).
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Figura 5. DNA labeling por Cas9n. A marcacédo de regides especificas do genoma por nucleotideos fluorescentes ocorre
por intermédio de uma Cas9 modificada (Cas9n), que realiza a quebra apenas na fita 3"-5" do DNA. Em seguida, pela
acdo da Taq DNA polimerase, nucleotideos fluorescentes sdo adicionados adjacentes & quebra da fita dupla, marcando
portanto a regido especifica para o gRNA. Imagem: Pereira, TC (2016).
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para o entendimento dos mecanismos de regulacdo génica espago-temporal. Adicionalmente,
consiste em uma poderosa ferramenta de diagnéstico genético in situ.

Por diversas décadas, técnicas de hibridizacdo in situ associadas a dcidos nucleicos
fluorescentes (FISH) permitiram a localizacdo de locos génicos. Porém, devido a necessidade
de fixacdo da célula e desnaturacdo do DNA, nunca foi possivel precisar tais informagdes
em células vivas (Ma et al., 2015).

A presente metodologia consiste na utilizacdo de uma nuclease Cas9 cataliticamente
inativa, ou seja, incapaz de clivar a dupla fita de DNA mesmo estando associada gRNA. Devido
a esta caracteristica, ela € denominada dead Cas9 (dCas9). Ao gene da dCas9 associa-se
uma sequéncia codificadora de uma proteina de marcacédo, tal como a proteina verde
fluorescente (GFP), proteina vermelha fluorescente (RFP), dentre outras. Portanto, ao ser
expressa, a dCas9 apresenta-se indiretamente fluorescente.

Por intermédio da associacdo de dCas9 a diversos gRNAs especificos para diferentes
sitios do mesmo loco, hd uma concentracdo de dCas9 fluorescentes na regido de interesse
do genoma (figura 4). Consequentemente, por meio de microscopia de fluorescéncia de alta
resolucdo é possivel observar pontos correspondentes ao loco génico.

Com o avango continuo das diversas aplicacdes do sistema CRISPR nas ciéncias
bioldgicas, hoje ja existem variagdes da técnica de DNA labeling. Dentre as mais relevantes
estdo a fusdo de proteinas fluorescentes, tanto com a dCas9 quanto com o gRNA, desta forma
disponibilizando um painel de cores diferentes, que devem se sobrepor no momento de uma
ligacdo dCas9/gRNA, assim como reduzir o background de ligacdes inespecificas. Também
como variaveis da técnica ressalta-se tanto a transfeccdo dos plasmideos de expressao de
dCas9 e gRNA em células vivas, quanto a metodologia de marcagdo de células fixadas (Deng
etal., 2015). Finalmente, uma metodologia inovadora propde a adi¢do, por meio de uma DNA
polimerase, de nucleotideos fluorescentes adjacentes ao sitio de corte de fita simples pela
Cas9 nickase (Cas9n), desta forma amplificando o sinal de fluorescéncia e possibilitando
uma andlise com maior cobertura do genoma (McCaffrey et al., 2015) (figura 5).

4, Regulacao da expressao génica

Uma das primeiras aplica¢des provenientes da criacdo dCas9 foi a regulacdo da expressao
génica (Gilbert et al., 2013). Pesquisadores fusionaram a dCas9 a proteinas reguladoras da
transcricdo génica, transformando-a em uma proteina de transporte, capaz de levar esses
elementos para uma sequéncia de DNA especifica gracas ao gRNA. Dependendo da classe de
proteina reguladora conduzida pela dCas9, pode-se induzir ou reprimir a expressao do gene,
modificando-se ou ndo a cromatina ao seu redor. Nesta secdo vamos apresentar algumas
variantes da dCas9 que podem ser usadas com esse propdsito, assim como as vantagens e
desvantagens de cada abordagem.

4.1 Para inducao da expressao génica

Induzir a expressdo de um gene usando a dCas9 € talvez uma das aplicacGes mais
desafiadoras desse sistema. Isso porque o posicionamento incorreto da dCas9 no promotor ou
em suas sequeéncias regulatdrias (enhancers) pode impedir a ligacéo de fatores de transcricao
enddgenos e do complexo da propria RNA polimerase ao DNA. Além disso, altos niveis
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de compactacdo da cromatina, fendmeno tipico de genes silenciados, pode dificultar o
posicionamento do gRNA.

Aversao da dCas9 mais utilizada para inducao de transcricdo é a dCas9-VP64 (Maeder
etal., 2013). Nessa variante, a dCas9 é fusionada a um tetramero da proteina VP16™* (figura 6A),
um fator de transcricdo do Herpesvirus simplex tipo 1 usado para transcricdo robusta e
imediata de genes no comeco da infec¢do. Embora a dCas9-VP64 seja suficiente para inducdo
de transcricdo da maior parte dos genes, também é possivel utilizar a versdo com 10 dominios
do VP16 (dCas9-VP160) caso a inducdo seja insuficiente. Da mesma maneira, a dCas9-VP48
(com 3 dominios do VP16) pode ser usada para uma inducdo mais modesta do gene de
interesse (Cheng et al., 2013).

Outro aspecto a ser observado para inducdo de transcricdo é a quantidade e o
posicionamento dos gRNAs. Salvo raras excec¢des, multiplos gRNAs devem ser usados
simultaneamente para que qualquer aumento de transcricdo seja detectado (Maeder et al.,
2013). Geralmente, 3 ou 4 gRNAs posicionados na sequéncia a montante (extremidade 5") do
sitio de inicio de transcrigdo (do inglés, transcription start site, ou TSS) sdo suficientes para
gerar transcricdo. Entretanto, em alguns casos 10 gRNAs ou mais podem ser necessarios.

Os gRNAs devem ser desenhados de forma que se liguem a sequéncias proximas ao
promotor do gene de interesse. Contudo, os gRNAs devem evitar as regides utilizadas para a
ligacdo do complexo da RNA polimerase. Os gRNAs mais bem-sucedidos sdo complementares
a fita de DNA que servird de molde para o RNA, com algumas excec¢des. Dessa forma, a posi¢cdo
do gRNA vai variar de gene para gene, e cabe ao pesquisador encontrar aqueles adequados
para o seu experimento. Por exemplo, para ativar o gene VEGFA é preciso colocar os gRNAs
entre 450 e 600 pares de bases a montante do TSS. Jd para o gene NFT3, os melhores gRNAs
estdo a 135 pares de bases do TSS (Maeder et al., 2013).

Em casos em que a dCas9-VP64 nio € suficiente para induzir transcricdo, alternativas
como a dCas9-SunTag,, -VP64 (figura 6B) podem ser utilizadas (Tanenbaum et al., 2014).
O sistema SunTag foi criado em 2014 para a amplificacdo de sinais de fluorescéncia emitidos
por uma proteina. A SunTag é uma sequéncia de peptideos que pode ser adicionada a proteina
de interesse. Cada peptideo da SunTag € reconhecido por um fragmento de anticorpo de cadeia
simples (scFv, do inglés single-chain variable fragment) fusionado a outras proteinas. No caso
da dCas9-SunTag, -VP64, a dCas9 apresenta 10 copias do peptideo, que sdo reconhecidos
por 10 anticorpos scFv fundidos a uma VP64 cada. Desta forma, para cada dCas9-SunTag,
presentes no DNA, 10 fatores de transcricdo sdo recrutados. O resultado € um aumento
robusto na transcricdo do gene de interesse. Em vdrios casos € possivel inclusive induzir um
aumento de 3 a 40 vezes na transcricdo de um gene com um unico gRNA. A desvantagem
dessa técnica é que a célula precisa apresentar ndo somente o gRNA e a dCas9-SunTag, ,
mas também o anticorpo scFv contra a sequéncia de peptideos. A sua maior vantagem esta
na possibilidade de se usar somente um gRNA, em vez de 3 ou até 10 gRNAs.

Uma estratégia diferente para inducdo de transcricdo baseia-se em modificar a cromatina
onde o TSS se situa. Genes silenciados possuem uma assinatura heterocromatica, que inclui
metilagdo e deacetilacdo de histonas associadas. Por sua vez, genes ativos sdo caracterizados
por pouca metilacdo e muita acetilacéo. Por essa razdo, pesquisadores comecaram a fusionar
a dCas9 a enzimas que induzem acetilagdo de histonas. Essa abordagem é especialmente

* Nota: Veja que os multimeros de VP16 sdo nomeados de acordo com os valores multiplos correspondentes. Por
exemplo, o trimero de VP16 é chamado VP48 (pois 16 X 3 = 48); o tetrdmero, VP64; o decamero, VP160.
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dCas9-VP64
Induc@o da expressédo génica:  +
Namero de gRNAs necessarios:  3-10
Modificag&o da cromatina: nenhuma

dCas9-SunTag-VP64
Induc@o da expressdo génica:  +++
Nimero de gRNAs necessarios: 1 ou mais
Modificagdo da cromatina: nenhuma

Induc@o da expresséo génica:  +++
Nimero de gRNAs necessarios: 1 ou mais
Modificagdo da cromatina:  acetilagéo de histonas

Figura 6. Modelos de uso da dCas9 para inducdo da expressado génica. A) dCas9-VP64: a dCas9 é fusionada a 4 cépias
do fator de transcri¢do VP16. Multiplas cépias da dCas9-VP64 devem ser recrutadas por varios gRNAs as regides
proximas ao promotor do gene de interesse. B) dCas9-SunTag-VP64: a dCas9 é fusionada a uma cadeia de peptideos
(representados como retangulos pretos) e levada ao promotor do gene de interesse por um ou mais gRNAs. A cadeia de
peptideos é reconhecida por anticorpos de cadeia simples fundidos ao VP64. C) dCas9-p300core: variante que, através
do nucleo catalitico do p300, induz acetilacdo de histonas e abertura da cromatina préxima ao TSS (sitio de iniciacdo
da transcricdo) do gene de interesse. Imagem: Nunes, PR (2016).
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interessante para ativacdo transcricional de genes presentes em regides de cromatina muito
condensada, onde até a ligacdo de diversos gRNAs pode ser dificil.

Uma das enzimas acetiltransferases mais conservadas em eucariotos € a p300. O nucleo
da p300 (p300<e) pode ser fusionado a dCas9 e levada, por meio de um gRNA, até a regido
regulatoria (enhancer) do gene de interesse (figura 6C). Uma vez posicionada, o p300¢re
adiciona grupos acetil as histonas vizinhas (principalmente na histona H3, lisina 27) e assim
induz aberturas na heterocromatina e o recrutamento de fatores de transcrigdo (Tsankov
et al., 2015). Além disso, o p300<*c também é capaz de recrutar a RNA polimerase II para
formar o complexo de iniciacdo de transcri¢do (Cho et al., 1998).

A dCas9-p300¢°re induz transcrigdo em niveis maiores do que a dCas9-VP64 e, assim
como a dCas9-SunTag, -VP64, pode ser usada com um unico gRNA. A vantagem da dCas9-
p300c°re sobre a versdo SunTag é que a célula s precisa apresentar a dCas9-p300° e 0 gRNA,
sem necessidade adicional dos anticorpos scFv contra a cadeia de peptideos.

Continuamente, sistemas cada vez mais complexos e eficientes para inducdo da
expressdo génica podem ser encontrados. A dCas9 foi recentemente fundida a trés ativadores
de transcricdo ao mesmo tempo, formando a dCas9-VP64-p65-Rta. A nova versdo promete
uma inducéo 40 a 100 vezes mais forte do que a dCas9-VP64 original (Chavez et al., 2015).
Ao mesmo tempo, o proprio gRNA comeca a ser modificado para formar estruturas que
podem recrutar indiretamente fatores de transcricdo. O recrutamento € feito por meio de
outras proteinas (fundidas aos fatores de transcrigdo de interesse) que reconhecem essas
estruturas formadas pelo RNA (Konermann et al., 2014).

A inducdo de transcrigdo génica a partir dos proprios promotores endégenos dos
genes é uma das aplicacdes mais poderosas da dCas9. Isto porque diferentes isoformas
do transcrito, geradas pelo processo de splicing, ndo podem ser reproduzidas com outras
técnicas de superexpressao do DNA complementar (cDNA). Além disso, tornou-se mais facil
e fisiolégico induzir a expressdo de RNAs longos e néo codificantes (IncRNAs) e de RNAs
que possuem diferentes TSS. A expressdo de multiplos gRNAs ao mesmo tempo possibilita
ainda a inducdo de varios genes simultaneamente na mesma célula, no processo chamado
multiplexing (Cheng et al., 2013). Através do uso das variantes da dCas9, também pode-se
atingir diferentes niveis de inducédo de expressdo génica. Cabe ao pesquisador determinar
os melhores gRNAs a serem utilizados e a dCas9 mais apropriada para o seu objetivo.

4.2 Para repressao da expressao génica

Uma das melhores maneiras de se determinar a fun¢do de uma proteina ou de um
RNA é basicamente elimind-los da célula e observar quais processos sdo afetados por sua
auséncia. Por muitos anos, a técnica de interferéncia por RNA (RNAi) foi usada com esse
propdsito. Entretanto, RNAi é um método potencialmente caro e pouco efetivo contra certos
alvos, principalmente IncRNAs. Para contornar esse problema, a técnica de Interferéncia via
CRISPR (CRISPRI) foi introduzida (figura 7).

Usar a dCas9 para reprimir a expressao de um gene € relativamente mais facil do que
usa-la para induzir transcricdo. Isso porque um unico gRNA bem posicionado ja é suficiente
para supressdo de até 80% da transcricdo (Gilbert et al., 2013). Entretanto, se o uso de somente
um gRNA ndo alcancar a repressdo génica desejada, multiplos gRNAs podem ser usados.

A dCas9 pode ser utilizada sozinha ou em sua forma fusionada ao repressor de
transcricdo KRAB (do inglés, Kriippel-associated box domain). Em ambos os casos, a dCas9
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dCas9
Repressao da expressdo génica: ++
Numero de gRNAs necessérios: 1 ou mais
Modificagdo da cromatina: nenhuma

dCas9-KRAB
Repressao da expressao génica: +++
Namero de gRNAs necessérios: 1 ou mais
Modificagéo da cromatina:  metilacdo de histonas

Figura 7. Modelos de uso da dCas9 para repressdo da expressdo génica. A) dCas9: esta proteina sozinha pode ser
usada para impedir a ligacdo de fatores de transcricdo e do complexo da RNA polimerase II ao DNA. Para isso, deve-se
posiciona-la perto do TSS (sitio de iniciagdo de transcricdo) do gene de interesse. B) dCas9-KRAB: essa variante, além
de servir de barreira fisica contra a transcri¢do, também modifica a cromatina préxima do TSS de maneira a torné-la
mais heterocromatica e menos acessivel a maquinaria de transcrigdo. Imagem: Nunes, PR (2016).

deve ser direcionada ao promotor de um gene ou ao seu TSS. A dCas9 liga-se com grande
afinidade ao DNA através do gRNA e bloqueia a ligacéo de fatores de transcricdo e do complexo
da propria RNA polimerase, impedindo a transcricdo (Gilbert et al., 2013).

Ja a dCas9-KRAB, além de impedir fisicamente a ligagdo de outras proteinas ao DNA,
também promove a formacdo de heterocromatina ao seu redor. O dominio KRAB recruta
indiretamente proteinas da familia da HP1 (do inglés, heterochromatin protein 1) que, por
sua vez, interagem com histonas metiltransferases, induzindo metilacdo da histona H3,
por exemplo.

O local de ancoragem (posicionamento) da dCas9 (com ou sem KRAB) também é
um aspecto essencial para repressdo eficiente da transcrigdo. O gRNA deve ser dirigido a
regido do TSS, ou até 100 pares de bases antes ou depois do mesmo (Gilbert et al., 2013). Em
geral, quanto mais longe do TSS estiver a dCas9, menos efetiva a repressdo serd. A exce¢do
acontece quando a dCas9-KRAB é posicionada de forma a silenciar enhancers distantes (a
dezenas de milhares de pares de bases do TSS) (Thakore et al., 2015). Tal estratégia pode ser
usada para mapear enhancers de genes especificos, mas a repressao em si € menos robusta
do que aquela obtida com posicionamento da dCas9-KRAB proxima ao TSS.
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Assim como na indugdo da expressdo génica, multiplos gRNAs podem ser usados
simultaneamente em combinacéo com a dCas9 ou dCas9-KRAB de forma a reprimir a expressao
de varios genes ao mesmo tempo (multiplexing), o que ndo é facilmente feito com técnicas
de RNAI. A CRISPRi também possibilita a repressdo da expressdo de proteinas na fonte, por
interferir diretamente com a producdo do mRNA (i.e., silenciamento génico transcricional).
Da mesma forma, tornou-se mais facil controlar os niveis de IncRNAs e de outros RNAs
contra os quais técnicas tradicionais de RNAi ndo sdo eficientes. Embora seja uma técnica
simples, rdpida e robusta, o pesquisador deve determinar a melhor posicdo da dCas9 ou da
dCas9-KRAB e se mais de um gRNA € necessario.

5. Clivagem de RNAs

O dominio catalitico da Cas9 que corta a fita de DNA complementar ao gRNA (dominio
chamado HNH) tem a mesma estrutura de alguns dominios que cortam RNA. A partir dessa
observacao, a possibilidade de se usar a Cas9 para clivar RNAs comecou a ser estudada.
O maior problema encontrado é que a Cas9 se liga com pouca afinidade ao RNA de fita
simples (ssRNA), e ndo se liga a niveis detectaveis ao RNA de fita dupla (dsRNA). Para induzir a
associacdo da Cas9 com o RNA é necessdrio prover a célula com sequéncias chamadas PAMmers
(figura 8): cadeias de DNA em fita simples (ssDNA) formadas por 10 ou até 20 nucleotideos
e cujas extremidades 5" contenham a sequéncia PAM (5"-NGG-3", ou somente 5" -GG-3")
(O’Connell et al., 2014). A funcdo dos PAMmers € se parear com o RNA-alvo e apresentar
a sequéncia PAM a Cas9. Isso induz uma mudanca de conformacado da Cas9 e permite que
seus sitios cataliticos clivem o RNA.

Essa estratégia leva a clivagem eficiente do RNA de interesse, mas também pode levar
a associacgdo do complexo Cas9/gRNA com outros RNAs contendo PAMmers. Para reduzir a
associacdo da Cas9/gRNA com alvos indesejados, os PAMmers devem ser estendidos em até
8 bases na extremidade 5 (figura 8B). Nesse caso, parte do PAMmer fica alinhado a sequéncia
reconhecida pelo gRNA, impedindo a ligagdo do gRNA ao RNA sem que haja dissociagdo de
parte do complexo PAMmer-RNA. Essa dissociacdo necessita da energia que é normalmente
liberada pelo pareamento de bases entre o gRNA e o RNA-alvo. Assim, a ligacdo do gRNA
a um RNA que ndo tem uma sequéncia compativel com o gRNA torna-se energeticamente
desfavoravel, reduzindo a afinidade do complexo Cas9/gRNA por outros RNAs.

Outro problema em potencial é a provavel clivagem do DNA que deu origem ao
RNA-alvo pela Cas9, j4 que ambos possuem a mesma sequéncia. Para contornar este problema,
os PAMmers devem se direcionar a parte do RNA onde ndo haja uma sequéncia PAM presente,
criando um desalinhamento de trés pares de base (figura 8C). A sequéncia PAM presente no
PAMmer, mesmo ndo complementar ao RNA-alvo, é suficiente para recrutar e ativar a Cas9,
enquanto a auséncia da PAM no genoma impede que ele seja clivado pela Cas9 (O’Connell
et al., 2014). Tal estratégia também permite a clivagem de RNAs que eventualmente nédo
possuam uma sequéncia PAM.

Em resumo, PAMmers simples (figura 8A) sdo os mais eficientes em induzir clivagem
do RNA-alvo, porém existe a possibilidade de clivagem de outros RNAs contendo PAMmers e
do DNA. PAMmers com extensdo na extremidade 5~ (figura 8B) reduzem significativamente a
clivagem de outros RNAs, mas também podem diminuir em até 10 vezes a clivagem do RNA-alvo.
PAMmers com sequéncia PAM ndo complementar ao RNA-alvo (figura 8C) eliminam a
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A 5 3
PAM
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SI
Alta afinidade da Cas9/gRNA pelo RNA-alvo
Alta afinidade da Cas9/gRNA por outros RNAs
Possivel clivagem de DNA

B 5 3

3 5
Reduzida afinidade da Cas9 pelo RNA-alvo
Insignificativa afinidade da Cas9/gRNA por outros RNAs
Possivel clivagem de DNA
C 5 3
HEEEEEEE
3’ 5!

Reduzida afinidade da Cas9 pelo RNA-alvo
Insignificativa afinidade por outros RNAs
Insignificativa clivagem de DNA

Figura 8. Clivagem de RNA pela Cas9 e os diferentes PAMmers que podem ser utilizados. O RNA é mostrado em
preto (linha inferior) e o retdngulo preto representa a sequéncia do RNA reconhecida pelo gRNA. Os PAMmers (SSDNA)
sdo mostrados em cinza (linha superior). A) PAMmer simples, com a sequéncia PAM no seu final 5. Este PAMmer tem
alta afinidade pelo RNA-alvo, mas também se liga a outros RNAs e ao DNA. B) O PAMmer com uma extensdo na sua
extremidade 5” tem maior afinidade pelo RNA-alvo e menor afinidade por outros RNAs. Entretanto, esses PAMmers
dificultam a interacdo do complexo Cas9/gRNA com o RNA, ja que a ligacdo entre o PAMmer e o RNA-alvo deve ser desfeita
antes do alinhamento do gRNA com o RNA de interesse. C) O PAMmer com uma sequéncia PAM ndo complementar
ao RNA-alvo tem menor afinidade pelo mesmo, mas ndo leva a clivagem do DNA que deu origem ao RNA de interesse.

Imagem: Nunes, PR (2016).

clivagem do DNA. Todas as modificacdes do PAMmers tém vantagens e desvantagens. Cabe
ao pesquisar escolher a abordagem de acordo com a eficiéncia e especificidade desejadas.

A mesma técnica pode ser usada também para precipitacdo de RNAs especificos.
Para isso, deve-se usar a dead Cas9 em vez da Cas9 cataliticamente ativa e utilizar PAMmers
feitos de oligdmeros modificados com 2" O-Metil, o que impede que RNases degradem a
duplex RNA:DNA (O’Connell et al., 2014). A dCas9 nesse caso pode ser precipitada com um

anticorpo contra a propria dCas9 ou contra uma tag adicionada a ela.

0 uso da Cas9/dCas9 para clivar ou precipitar RNAs especificos pode transformar o
modo como estudamos estas moléculas. A técnica promete a clivagem especifica dos RNAs
selecionados e a possibilidade de se isolar um RNA sem que uma tag tenha sido inserida nele
previamente. Além disso, seu baixo custo e facilidade interessa toda a comunidade cientifica.

6. Mapeamento de genes

Um dos principais objetivos da genética moderna consiste na localizagdo e identificacdo
de sequéncias de DNA responsaveis por determinadas variagdes fenotipicas. Em qual(ais)
cromossomo(s) estdo os genes responsaveis pela cor dos olhos? E pelo tamanho das asas em
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moscas de fruta? E por certas deficiéncias como hemofilia ou talassemia? Algumas destas
perguntas puderam ser respondidas através dos estudos iniciais de Morgan e de seu aluno
Sturtevant, como a heranca de genes localizados no mesmo cromossomo. Nesses estudos,
a taxa de recombinacdo génica meidtica entres dois genes era correspondente a distancia
destes no cromossomo (Snustad e Simmons, 2012).

A partir disso, o mapeamento genético vem sendo realizado através do estudo da
cosegregacdo (heranca conjunta) de determinados marcadores genéticos com o fendtipo de
interesse em um amplo grupo de individuos, para assim determinar as regides especificas
do genoma que influenciam este fenétipo (Snustad e Simmons, 2012). Entretanto, esta forma
de localizacdo depende da taxa de recombinacéo meidtica na regido entre os diferentes
marcadores genéticos que, em geral, € muito baixa. Dessa forma, na pratica, a localizacao
especifica de genes ou variantes internas de cada gene, como polimorfismos, torna-se inviavel,
visto que exigem construg¢des de painéis imensos de individuos ou estudos de varias geracoes.

Um novo método também baseado em eventos de recombinacdo direcionados a
regides de interesse vem sendo desenvolvido através do estudo de recombinacdes mitdticas,
permitindo o aumento da resolucdo do mapeamento (Yin e Petes, 2013). A recombinacao
mitotica ocorre de forma rara durante o reparo de quebras de fita dupla por recombinacéo
homologa, gerando um cromossomo recombinante. Supondo uma célula heterozigética,
este processo, conhecido por perda da heterozigosidade, resultaria em células filhas cujo
genotipo é completamente homozigoto do ponto de quebra e reparo até o telomero; no
restante do cromossomo, ele permanece semelhante a célula-méae — heterozigoto. Assim,
para construcdo do mapa gendmico utilizam-se individuos com perda da heterozigosidade
em diferentes pontos do genoma associados com a variacdo do fendtipo estudado (Henson
et al., 1991). Na pratica, estes estudos também sdo limitados devido a baixa frequéncia em
que esses eventos de recombinac¢do mitética ocorrem naturalmente.

E neste contexto que o sistema CRISPR-Cas9 pode ser aplicado no processo de
mapeamento genético. Esse sistema facilita a construcdo de painéis de individuos com
diferentes niveis de perda de heterozigosidade através da inducdo de eventos de recombinagéo
mitdtica em locais especificos (Sadhu et al., 2016) (figura 9). Como ja elucidado no capitulo 2,
a endonuclease Cas9 é capaz de causar quebra dupla na fita de DNA em uma sequéncia
especifica de acordo com o RNA-guia ligado a ela. No entanto, para que Cas9 se ligue e clive
0 DNA com sucesso é necessaria uma sequéncia PAM localizada na fita complementar a
sequéncia-alvo (Doudna e Charpentier, 2014).

Para a ocorréncia da perda da heterozigosidade em individuos heterozigotos como
explicado acima, é necessdrio a quebra de dupla fita em apenas um dos cromossomos
homoélogos. Mas como garantir que CRISPR atue em apenas um dos cromossomos? Este
objetivo é alcancado com a utilizagdo de sitios PAM polimérficos, garantindo que apenas
um dos cromossomos seja afetado pela quebra da fita dupla (Sadhu et al., 2016).

Recentemente, a aplicacdo de CRISPR permitiu mapear a sensibilidade a manganés a
um polimorfismo unico no transportador Pmr1 (Sadhu et al., 2016), mostrando alta resolugdo
da técnica de mapeamento. Para tanto, inicialmente foram desenvolvidos 95 RNAs-guias que
direcionaram Cas9 a sitios distribuidos ao longo de todo o braco esquerdo do cromossomo 7
dalevedura Saccharomyces cerevisiae. A cepa utilizada no estudo era diploide heterozigotica
origindria do cruzamento de uma cepa de laboratério (BY) e um cepa de vinhedo (RM).
Depois do processo de quebra e reparo, as células que sofreram reparo foram separadas por
citometria de fluxo de acordo com a perda do gene GFP préximo ao telomero. O sequenciamento
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posterior de 4 linhagens origindrias de cada RNA-guia mostrou que 75% dos eventos de
recombinacéo ocorreram de forma bem-sucedida em torno de 20 kb da sequéncia-alvo.
O crescimento dessas linhagens foi observado em 12 condi¢des diferentes que ja haviam sido
relacionadas ao cromossomo 7. A analise estatistica mostrou que a perda da heterozigose
afetava a sensibilidade ao manganés das linhagens com recombinacdo apds a posicdo
180-200 kb. Uma andlise mais fina avaliando um maior nimero de cepas cuja ligacéo e quebra
via Cas9 ocorreram especificamente nesta regido permitiu uma identificacdo mais precisa do
intervalo em que as variantes se separam, e assim a descoberta de um polimorfismo responsavel
por aumentar a sensibilidade nas cepas BY ao manganés. Foi visto que esta variante codifica
uma fenilalanina em BY e uma leucina de RM no gene Pmr1, um transportador de manganés.

O mapeamento por perda de heterozigose ja se mostrava interessante, pois o restante do
genoma permanece intacto, aumentando a confiabilidade do resultado. Com a introducéo de
CRISPR a técnica, a especificidade desta aumenta, pois torna-se possivel gerar alta frequéncia
de eventos de recombinacao e acessar qualquer regido do genoma, tudo isso em pouco tempo.
Dessa forma, essa metodologia facilita o entendimento da genética por tras das variacdes
fenotipicas (Sadhu et al., 2016).

Além disso, essa metodologia pode ser aplicada ndo somente para mapeamento mas
também no caso de certos alelos relacionados a doengas cujo acesso direto por CRISPR é
dificil devido a complexidade da sequéncia. Estes alelos podem ser reparados pela inducéo
de DSB nas proximidades do alelo patogénico e sua substituicdo pelo alelo sadio através de
perda de heterozigosidade (Sadhu et al., 2016).

7. Rastreamento de RNAs

Embora atualmente existam diversas e bem estabelecidas maneiras de reduzir a
expressao génica através do emprego de RNAs de interferéncia ou de sequéncias nucleotidicas
antissenso, um estudo mais profundo relacionado a regulacao pos-transcricional dos RNAs
mensageiros como o trafico intracelular, formas de splicing e poliadenilacdo, bem como os
parametros espago-temporais envolvidos na traducdo, ainda carecem de uma metodologia
mais robusta para avaliacao.

A localizacdo do RNA na célula, bem como o momento e a forma pela qual ele
chega a um determinado compartimento subcelular, podem influenciar se as proteinas
correspondentes estdo sendo produzidas no local ou na hora correta. Diversas doencas
sdo decorrentes diretamente de alteracdes no RNA; defeitos no transporte de mRNAs ou
nos mecanismos de splicing estdo relacionados a quadros como autismo ou cancer, por
exemplo (Srebrow e Kornblihtt, 2006; Liu-Yesucevitz et al., 2011). Dessa forma, a elucidacdo
destes processos se beneficiaria imensamente de técnicas para rastreamento de RNAs em
células vivas, permitindo observar desde sua localizacdo até suas variagdes ao longo do
eixo transcrigdo-traducao.

Algumas técnicas tém sido empregadas para rastrear moléculas de RNA utilizando
proteinas, oligonucleotideos complementares ao alvo ou uma combinac¢ado dos dois (Lu et
al., 2009; Sokol et al., 1998; Fouts et al., 1997; Bertrand et al., 1998). Entretanto, todas elas
necessitam de sofisticada manipulacdo genética e ndo servem para reconhecimento arbitrario
de sequéncias de RNA, além de potencialmente influenciarem o papel do RNA enddgeno.
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Figura 10. Rastreamento de RNA em células vivas através de sistema CRISPR/RCas9 associado a uma proteina
fluorescente e sequéncia PAMmer. Imagem: Roberto, GM e Annichini, MSB (2016) adaptado de Nelles et al. (2016).

Nelles e colaboradores (2016) mostraram que a ligacdo de dCas9:GFP, associada a
um gRNA, é capaz de se ligar a sequéncia 3" UTR do mRNA-alvo ainda no nucleo (sistema
denominado de RCas9) sem interferir com sua exportac¢do para o citoplasma, sua abundancia
ou a quantidade de proteina produzida a partir dele (Nelles et al., 2016). Esta abordagem
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apresenta certas vantagens em relacdo as outras técnicas de rastreamento de RNAs, visto
que o reconhecimento se baseia apenas na especificidade do gRNA, sem a necessidade de
manipulacdo genética e outras proteinas ligantes de RNA, permitindo expandir as habilidades
dos pesquisadores para rastrear os transcritos.

Dentre as futuras aplicacGes desta técnica pode-se citar: (i) a avaliacdo ou alteracdo
do splicing por meio do recrutamento de diferentes proteinas e (ii) o rastreamento de RNAs
podendo levar a descoberta de diferencas no padréo de expressdo génica entre individuos
sauddveis e doentes. A longo prazo torna-se possivel a modulacdo de muitas caracteristicas
e reprogramacao do comportamento celular via alteragdes no processamento do RNA, na
expressdo génica ou na concatenacdo de enzimas no RNA-alvo visando aplicacdo na biologia
sintética e no tratamento de doencas.

8. Conclusoes

E admiravel observar como, a partir de apenas dois elementos — Cas9 e gRNA —, 0s
pesquisadores tém sido capazes de expandir a caixa de ferramentas moleculares baseadas
em CRISPR (figura 11). Apenas poucos anos apos o lancamento dos alicerces da técnica,
diversas estratégias derivadas de CRISPR foram desenvolvidas e provavelmente muitas
outras virdo nos préoximos anos.

Acdo de Cas9| Alvo Variacdo da técnica Objetivo
onp | Edicdo genética (KO;K SA e DG) Modificacéo
Clivagem Mapeamento génico Localizacdo
o
a RNA Clivagem de RNA i
2 Expressao
5 ONA Regulacdo da expressdo génica
Ligacdo Marcacdo do DNA o
Localizagdo
RNA Rastreamento de RNA

Figura 11. Relacdo entre as formas de acdo de Cas9 sobre diferentes dcidos nucleicos e as técnicas derivadas.
Imagem: Pereira, TC (2016).
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