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A foto conhecida como “Fotografia 51", tirada por Rosalind
Franklin por cristalografia de raios-x, revolucionou a ciéncia em
1953. A partir desta foto se deu a descoberta da estrutura tridi-
mensional da molécula de DNA que rendeu o Prémio Nobel de Me-
dicina de 1962 a James Watson, Francis Crick e Maurice Wilkins.
Este marco pavimentou muitos avancos e atualmente é possivel
modificar por meio de um reconhecimento direto e especifico a
sequéncia da molécula de DNA, com a tecnologia CRISPR-Cas.

CRISPR-Cas o que?

CRISPR vem do termo em inglés clustered regularly interspa-
ced short palindromic repeat DNA sequences e significa repeticoes
palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas.

Oi? Como? Repete, por favor?



Explicando tim-tim por tim-tim s3o sequéncias palindromi-
cas, ou seja, sequéncias de DNA que possuem simetria dupla, a
sequéncia em uma fita é simétrica a sequéncia da outra fita, na
mesma direcao (5*>3"), como nesse exemplo abaixo:

5 GAATTC 3’
'3’ CTTAAG 5’

No genoma de diversos organismos procaridticos (Bactéria
e Archaea) essas sequéncias palindromicas sao curtas e estao
agrupadas e interespagadas por sequéncias Unicas chamadas de
espacadores. Ja Cas se refere ao gene cas, que da origem as en-
zimas Cas e é adjacente as sequéncias palindromicas. Apesar de
terem sido encontradas e descritas em 1987, em Escherichia coli,
somente em 2005 essas sequéncias foram associadas ao sistema
imune adaptativo dos procariotos, com a descoberta da origem
das regides espacadoras do locus CRISPR, sendo estas prove-
nientes de sequéncias extracromossomais de plasmideos e virus.

Retomando o raciocinio...

As enzimas Cas cortam sequéncias de DNA estranho e em
conjunto com as sequéncias CRISPR funcionam como uma me-
moéria imunoldgica para a bactérias. As sequéncias CRISPR ar-
mazenam informagdes sobre organismos invasores e facilitam o
reconhecimento do material genético de invasores pelas enzimas
Cas. Isso possibilita que a bactéria reconheca e elimine rapida-
mente invasores, como 0s virus.

Vamos ver como funciona em um esquema?

Sistema imune adaptativo CRISPR-Cas9 de
Streptococcus pyogenes contra bacteriéofagos (Virus que infecta bactérias)
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@) Apds uma infecgdo por um virus, uma pequena porgdo de DNA do
genoma viral é processado por enzimas Cas, como por exemplo Cas9.

‘Ocorre a incorporacao dessa pequena porcao de DNA viral ao DNA
bacterial.

‘Ocorre a expressao da sequéncia CRISPR e processamento em RNAs
guias (gRNA).

@Ocorre a formacdo do complexo ribonucleoproteico, este complexo
reconhece a sequéncia do DNA invasor por intermédio do gRNA.

@Ocorre a quebra especifica do DNA invasor pela enzima Cas9.



Como esse sistema é usado para edicao genémica?

No processo natural, nas bactérias, as proteinas Cas sao
direcionadas aos seus alvos mediante a atuacao de duas molé-
culas de RNA que atuam em conjunto com a enzima Cas9 para
quebrar o DNA invasor. Uma das moléculas reconhece o DNA alvo
e a outra é responsavel pelo reconhecimento e interagdo com a
enzima Cas9. No laboratério para a edicao génica funciona mais
ou menos da mesma forma, mas é utilizada uma Unica molécula
de RNA, chamada sgRNA (do inglés, single guide RNA) e no lugar
da sequéncia que reconhece um DNA invasor utilizamos uma se-
guéncia alvo, que queremos modificar.
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