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Editando o DNA com CRISPR/CAS9



Aplicações da engenharia genômica 

Fonte: Hsu et al., 2014; http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2014.05.010

➢ O controle genético e epigenético de células com

tecnologias de engenharia de genoma está permitindo uma

ampla gama de aplicações, desde biologia básica até

biotecnologia e medicina.

➢ Mutações genéticas causais ou variantes epigenéticas

associadas com função biológica alterada ou fenótipos de

doenças podem agora ser recapituladas de forma rápida e

eficiente em modelos animais ou celulares.

➢ A manipulação de circuitos biológicos também pode

facilitar a geração de materiais sintéticos úteis, como

diatomáceas baseadas em silicato derivadas de algas para

administração oral de drogas (Materiais).

➢ A correção direta in vivo de defeitos genéticos ou

epigenéticos no tecido somático seria soluções genéticas

permanentes que abordam a causa raiz de doenças

codificadas geneticamente (cirurgia do gene). Finalmente,

a engenharia de células para otimizar a geração de alto

rendimento de precursores de drogas em fábricas de

bactérias poderia reduzir significativamente o custo e a

acessibilidade de terapêuticas úteis (desenvolvimento de

drogas).



Clustered Interspaced Short Palindromic Repeats 

(CRISPR)
Conjunto de repetições palindrômicas regularmente espaçadas

- CRISPR-Cas foi descoberto em bactérias e archaea

- É um mecanismo de imunidade adaptativa contra bacteriófagos

- Três tipos diferentes de sistema CRISPR-Cas (tipo I, tipo II e tipo III)

- Cada tipo representa mecanismos bioquímicos distintos de interferência, 

o funcionamento de todos envolve três etapas distintas: adaptação, 

expressão e interferência



Principais Estudos de Caracterização e Engenharia 

de Sistemas CRISPR

Fonte: Hsu et al., 2014; http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2014.05.010



A história de vinte anos da CRISPR desdobrada em doze cidades em nove países Para cada ‘‘ capítulo ’’ na ‘‘ história ’’ da CRISPR, o mapa 

mostra os locais onde o trabalho principal ocorreu e as primeiras datas de envio dos artigos. Os círculos verdes referem-se à descoberta 

precoce do sistema CRISPR e sua função; vermelho para a caracterização genética, biológica molecular e bioquímica; e azul para a etapa 

final da engenharia biológica para permitir a edição do genoma.

Fonte: Eric S. Lander, 2016; http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2015.12.041



Imunidade mediada por

CRISPR em bactérias e arqueias

Após infecção por um vírus (à esquerda), uma pequena porção de DNA do genoma viral é inserido no lócus CRISPR. Para que isso ocorra, uma pequena fração de

células infectadas deve sobreviver à infecção viral inicial. As células sobreviventes, ou mais comumente suas descendentes, transcrevem o lócus CRISPR e processam

o transcrito em crRNAs (no centro). Quando ocorre reinfecção por um vírus para o qual aquela população de células já tenha sido “vacinada”, o DNA viral que entra é

destruído por um crRNA complementar (à direita). Para um sistema CRISPR ser efetivo, os crRNAs não devem destruir o próprio lócus CRISPR, ainda que os

crRNAs sejam complementares a ele. Em muitas espécies, para que os crRNAs possam atacar uma molécula de DNA invasora, devem existir pequenas sequências de

nucleotídeos adicionais nas moléculas-alvo. Como essas sequências, denominadas PAMs (motivos adjacentes ao protoespaçador, do inglês, protospacer adjacent

motifs), localizam-se fora das sequências de crRNA, o lócus CRISPR do hospedeiro é poupado (



A operação do sistema CRISPR. A região CRISPR no cromossomo bacteriano é transcrito em longas

moléculas de RNA que depois são processadas em segmentos por algumas das proteínas Cas. Cada

segmento espaçador corresponde a encontros anteriores com ácidos nucleicos exógenos que entraram na

célula. Se uma dessas pequenas moléculas de RNA CRISPR (correspondendo a um espaçador)

reconhece e pareia suas bases com o ácido nucleico da transdução ou conjugação, outras proteínas Cas

destroem o acido nucleico exógeno.



Mecanismos naturais microbianos

Sistemas CRISPR em imunidade adaptativa

Fonte: Hsu et al., 2014; 

http://dx.doi.org/10.1016/j

.cell.2014.05.010



Cas9 
✓ Sistema CRISPR da bactéria tipo II de Streptococcus pyogenes

✓ Cas9 endonuclease forma complexo com o sítio alvo e o RNA 

guia https://www.sciencemag.org/features/2019/09/beyond-crispr-what-s-

current-and-upcoming-genome-editing



Os sistemas CRISPR são atualmente organizados em duas classes abrangentes: 

Classe 1, que contém efetores de várias subunidades, e Classe 2, que contém efetores de proteínas 

individuais. Essas classes são subdivididas em cinco tipos (Makarova et al., 2015), com o tipo IV 

permanecendo um tipo putativo dentro da Classe 1. 

Embora apenas os sistemas da Classe 2 tenham sido adaptados para a engenharia do genoma, os 

resultados descritos nesta revisão surgiram do estudo de uma diversidade de sistemas CRISPR-Cas. 

(Os sistemas Tipo III-B não são discutidos, mas representam um sistema incomum que tem como alvo 

o RNA em vez do DNA [Hale et al., 2009].)

Fonte: Eric S. Lander, 2016; http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2015.12.041



Fonte: Eric S. Lander, 2016;

http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2015.1

2.041

Classe 2, Sistema CRISPR-Cas9 Tipo II de Streptococcus 

thermophilus

Os sistemas Tipo II são os mais simples dos três tipos de 

sistemas CRISPR e têm sido a base para a tecnologia de 

edição de genoma.

(A) O locus contém uma matriz CRISPR, quatro genes 

codificadores de proteínas (cas9, cas1, cas2 e cns2) e o 

tracrRNA. A matriz CRISPR contém regiões de repetição 

(losangos negros) separadas por regiões espaçadoras 

(retângulos coloridos) derivadas de fagos e outros elementos 

genéticos invasores. O gene cas9 codifica uma nuclease que 

confere imunidade ao cortar o DNA invasor que 

corresponde aos espaçadores existentes, enquanto os genes 

cas1, cas2 e cns2 codificam proteínas que funcionam na 

aquisição de novos espaçadores do DNA invasor.

(B) A matriz CRISPR e o tracrRNA são transcritos, dando 

origem a um longo pré-crRNA e um tracrRNA.

(C) Esses dois RNAs hibridizam por meio de sequências 

complementares e são processados em formas mais curtas 

por Cas9 e RNase III.

(D) O complexo resultante (Cas9 + tracrRNA + crRNA) 

então começa a pesquisar as sequências de DNA que 

correspondem à sequência espaçadora (mostrada em 

vermelho). A ligação ao local alvo também requer a 

presença do motivo adjacente do protoespaçador (PAM), 

que funciona como um identificador molecular para o Cas9 

se agarrar.

(E) Uma vez que Cas9 se liga a um local alvo com uma 

correspondência entre o crRNA e o DNA alvo, ele cliva o 

DNA três bases a montante do local PAM. Cas9 contém 

dois domínios de endonuclease, HNH e RuvC, que clivam, 

respectivamente, as fitas complementares e não 

complementares do DNA alvo, criando extremidades cegas.



O sistema CRISPR/Cas ocorre em três passos:

1. Aquisição do DNA viral;

2. Processamento dos RNA guias; 

3. Degradação do DNA invasor.

Science 23 Aug 2013:

Vol. 341, Issue 6148, pp. 833-836

DOI: 10.1126/science.341.6148.833 



Pioneiros do CRISPR (da esquerda para a direita): George Church, Jennifer Doudna, Feng Zhang 

e Emmanuelle Charpentier



https://revistapesquisa.fapesp.br/guerra-de-patentes/



Vantagens

✓ Simplicidade no desenho do alvo: formação do complexo 

ribonucleotídeo;

✓ Mutações podem ser introduzidas em múltiplos genes ao mesmo 

tempo;

✓ Interesse econômico em reduzir tempo e $$ em criar 

camundongos geneticamente modificados (2-3 anos, U$100.000)



Domesticação De Novo Mediada por CRISPR. (A) Embora parentes selvagens (por exemplo, cereja moída) não sejam tão produtivos quanto suas espécies parentes 

cultivadas (por exemplo, tomate), eles demonstram certas características altamente valiosas, como tolerância ao estresse biótico e abiótico. Os genes para tais 

características podem ser (e têm sido) identificados e usados em programas de melhoramento de precisão downstream.

(B) Em contraste, as variedades de culturas cultivadas, apesar de terem alto rendimento e características agronômicas úteis, podem ser severamente afetadas por 

certos estresses bióticos e abióticos, especialmente patógenos de plantas. Uma maneira de melhorar isso é utilizar ortólogos de genes de resistência de parentes 

selvagens. Vice-versa, os genes de domesticação das variedades cultivadas podem ser transferidos para os parentes selvagens para aumentar seu rendimento e 

produtividade. Este último é referido aqui como domesticação de novo.

(C) As características de domesticação podem ser projetadas em parentes selvagens usando um sistema CRISPR-Cas9 guiado.

(D) Os benefícios e desafios das culturas CRISPR são destacados. Muhammad Zuhaib Khan et al, Trends in Plant Science, April 

2019, Vol. 24, No. 4



https://revistapesquisa.fapesp.br/wp-

content/uploads/2017/08/054_embrioes

_258nova.pdf



https://revistapesquisa.fapesp.br/c

hines-e-suspenso-por-ter-criado-

bebes-com-gene-alterado/



Questões éticas 

Restam evidências substanciais para justificar grande preocupação sobre a

baixa eficiência e especificidade de repetições palindrômicas curtas

regularmente intercaladas agrupadas (CRISPR), modificação genética (GM)

mediada, apesar de melhorias relativamente pequenas em comparação com

outros métodos GM. Esses problemas causam consequências persistentes,

adversas, éticas e científicas para os animais GM, que podem nunca ser

suficientemente resolvidas.

Jarrod Bailey , 

TrendsinBiotechnology,September2019,Vol.37,No.9

https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2019.05.002 

A CRISPR/CAS9 é técnica promissora, mas ainda experimental. Há risco

em seu emprego produzir, além das alterações desejadas, mutações

deletérias.



https://www.youtube.com/watch?v=UfA_jAKV29g

https://www.youtube.com/watch?v=TnzcwTyr6cE

https://www.youtube.com/watch?v=jAhjPd4uNFY

https://www.ted.com/talks/jennifer_doudna_we_can_now_edit_our_dna_but_let_s

_do_it_wisely

VISUALIZANDO O PROCESSO…



ESTUDO DIRIGIDO

1. Imunidade mediada por CRISPR/CAS9 

em bactérias e arqueias

2. Classificação de sistemas de CRISPR

3. A corrida pela patente
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