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Lawrence, 2002. 

PROCARIOTOS: MODELO CLONAL 



Troca de material genético entre células sem parentesco 

 Transdução (vírus). 

 Conjugação (plasmídeos). 

 Transformação (DNA livre). 

TRANSFERÊNCIA HORIZONTAL DE GENES 



NA VERDADE É UM FILME DE TERROR... 



PROCARIOTOS NÃO SÃO TÃO PASSIVOS 



Alguns mecanismos inatos … 

E o CRISPR-CAS? 



CRISPR–Cas (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats–CRISPR-associated proteins) 
modulos são sistema adapatativos de imunidade 
presente em muitas arquéias e bactérias.  

DEFINIÇÃO… 

Sequencias repetidas de 24 a 47 pb, com espaçadores de of 26–72 pb 

Espaçadores - 75% sequencias fagos e 20% plasmideos 



“14 repeats of 29 base pairs (bp) that were interspersed by 32–33 

bp non-repeating spacer sequences” 



Mol. Microbiol. 2000; 36:244–246. 

No começo 

Recordista: Verminephrobacter eiseniae, 
possui 249 repeats per array 



Sistema de reparo de DNA?  



Na realidade …. 

Ensaio com S. thermophilus 



Três estágios da ação do CRISPR–Cas 



Cas1:  metal-dependent Dnase que não tem especificidade à sequencias 

e tem sido proposto estar envolvida na integração do “spacer DNA” no 

cassete CRISPR, 

Cas2: metal-dependent endoribonuclease cujo mecanismo no Sistema 

CRISPR–Cas continua obscuro 

 

 

 

AS PROTEÍNAS CAS NÃO SÃO CONSERVADAS 



Aquisição do “CRISPR SPACER” 



Um complexo enzimático – endoribonucleases (Cascade - CRISPR-

associated complex for antiviral defence) 

 

Cas 6 para arquéias - Pyrococcus furiosus 

 

 

Em E. coli, a clivagem provavelmente é catalisada por um domínio HD 

endonuclease da proteína Cas3 

 

ALTA VARIAÇÃO NAS ETAPAS POSTERIORES… 



in vitro experimentos com o sistema 

CRISPR–Cas proveniente de P. furiosus 

demonstrou que nessa espécie o sistema 

CRISPR degrada mRNA 



COMO DETECTAR O CRISPR CAS EM 
GENOMAS?  

doi:10.1038/nrmicro1793 





CLASSIFICAÇÃO DE CRISPR CAS… 

DOI: 10.1371/journal.pcbi.0010060 



DOI: 10.1371/journal.pcbi.0010060 



Alguns problemas : 

Multiplos sistemas CRISPR–Cas em um mesmo 

genoma 

Inconsistência com a classificação 

DOI: 10.1371/journal.pcbi.0010060 



Classes de CRISPR-

Cas 

doi:10.1038/nrmicro3241  



TIPOS DE CRISPR CAS – PANORAMA GERAL 

 
 doi:10.1038/nrmicro3279  





COMO USAR ISSO EM MEU 
LABORATÓRIO?  

I will find you partner   



Em 2008 – previsão de uso do 

Sistema CRISPR-Cas 



UM DOS PRIMEIROS TRABALHOS… 



GANHADORAS DO 

PRÊMIO NOBEL DE 

QUIMICA EM 2020 



Quebrando paradigmas…. 







https://www.statnews.com/2017/10/18/crispr-patent-expand-crops/ 



Otimização do Sistema Crispr-Cas9 

doi: 10.1016/j.biotechadv.2014.12.006 



PRECISA ENTENDER UM POUCO DE SISTEMA DE RECOMBINAÇÃO 

Doi: 10.1016/j.biotechadv.2014.12.006 



O PRINCIPIO POR TRÁS DA TÉCNICA… 



Depois expandiu para todos os reinos… 

Agora…vários protocolos e 

kits 











Evitando off-targets… 



Evitando off-targets… 





HÁ UM UNIVERS0 PARA SER EXPLORADO… 



Uso direto do sgRNA e mRNA Cas9!!!! 







doi:10.1038/nbt.2623 



doi:10.1038/nbt.2623 



 

QUEM CONTROLA A 

LIBERAÇÃO DE ORGANISMOS 

GENETICAMENTE 

MODIFICADOS? 

  

TODO ORGANISMO 

GENETICAMENTE MODIFICADO 

É UM TRANSGÊNICO? 

 

 

ELES SÃO SEGUROS? 



http://ctnbio.mcti.gov.br/ 













• Considerando que as TIMP abrangem um conjunto de novas metodologias e 

abordagens que diferem da estratégia de engenharia genética por transgenia, por 

resultar na ausência de ADN/ARN recombinante no produto final; 

.... 

• ...Art. 1º São considerados exemplos de Técnicas Inovadoras de Melhoramento de 

Precisão (TIMP), mas não limitadas a estas, as tecnologias descritas no Anexo I 

integrante desta Resolução Normativa, que podem originar um produto não considerado 

como um Organismo Geneticamente Modificado (OGM) e seus derivados, conforme 

definições da Lei nº 11.105, de 24 de março de 2005... 

... 

• 5. TÉCNICA: Mutagênese Sítio Dirigida. 

• 5.1 RESUMO DA TÉCNICA: Complexos proteicos ou riboproteicos capazes de causar 

mutagênese sítio dirigida em microrganismos, plantas, animais e células humanas.... 

... 

• 8. TÉCNICA: RNAi uso tópico/sistêmico. 

• 8.1 RESUMO DA TÉCNICA: Uso de RNA fita dupla ("dsRNA") com sequência homóloga 

ao(s) gene(s) alvo para silenciamento específico desse(s) gene(s). As moléculas 

engenheiradas de dsRNA podem ser introduzidas/absorvidas pela célula a  partir do 

ambiente.... 

TRECHOS IMPORTANTES 



RNAi e 

CRISPR?? 

OGM ou não?  



https://www.agrointeracao.com.br/noticias/2020/09/23/pesquisa-ira-criar-

biodefensivos-de-uso-topico-para-controle-de-plantas-daninhas-insetos-

praga-e-doencas-para-as-principais-culturas-agricolas/ 



http://plantproject.com.br/novo/2019/02/agribusiness-13-crispr-a-sigla-do-

futuro-do-agro/ 

http://www.abbi.org.br/pt/noticia/decisao-da-ctnbio-sobre-tecnicas-

inovadoras-de-melhoramento-de-precisao-e-um-marco-para-biotecnologia-

industrial-brasileira/ 

CRISPR permite 

acelerar o 

processo de 

produção de 

OGMs 



https://revistapesquisa.fapesp.br/aprendizado-em-edicao-de-genoma/ 

Reportagem recente... 
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