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Apresentacao

Na ultima década, o sequenciamento completo do genoma

de varios organismos ampliou o entendimento sobre o
funcionamento dos sistemas bioldgicos e possibilitou o
desenvolvimento de ferramentas para altera-los de modo
preciso. Este campo da pesquisa cientifica, conhecido como
engenharia gendmica, utiliza dois tipos de abordagens
principais: a manipulacao das funcoes dos genes responsaveis
pelo desenvolvimento e pela funcao fisiolégica dos organismos,
e estudos sobre os elementos de controle que modulam

os niveis de expressao dos genes. Dentre as tecnologias
implementadas, destacam-se as ZFNs, que consistem de
proteinas quiméricas produzidas pela combinacao de proteinas
“dedo de zinco” (ZFP, do inglés: zinc finger protein) com
endonucleases. As principais aplicacoes de ZFNs abrangem

o silenciamento génico, correcao de genes defeituosos,
introducao de novos genes e, por conseguinte, novas funcoes
nos genomas. Nesse documento serao descritos os principios e
as aplicacoes dessa nova tecnologia de edicao gendémica.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo



Sumario

INTrOAUGAO ...t 6
Tecnologia Zinc Finger Nuclease—ZFN ............................ 8

Proteinas Zinc Finger (ZFP) e Nuclease Zinc Finger (ZFN)...s

Zinc Finger Nucleases.......................onecoeeoneenereeseenessenees 12
Dominio de Ligacao de ZFN..................ccooone, 13
Dominio de Clivagem de ZFN1...............ccoocoovnirene, 15
Mecanismos de Reparo do DNA e Aplicacoes de ZFNS ..... 15

Sistema NHEJ ..o 16

SiSteMa HR .o s 17
Perspectivas e Aplicacoes daTecnologia ZFN ........................ 18
Avancos e Desafios Futuros parao Usode ZFN...................... 21
CONCIUSOES ...t 22

REFEIGNICIAS ...ttt ettt ee et eneneee 23



Edicao de Genoma com
Nuclease “Zinc Finger”
Maria José Vilaca de Vasconcelos’

José Edson Fontes Figueiredo?

Introducao

O termo genoma refere-se ao conjunto de sequéncias de

DNA de uma célula que contém toda informacao necessaria
para o desenvolvimento, funcionamento e a perpetuacao

de uma espécie. As primeiras tentativas de manipulacao

de genomas visando o desenvolvimento de linhagens de
células somaticas recombinantes utilizando o mecanismo
natural de recombinagcao homoéloga (HR, do inglés,
homologous recombination) nao foram eficazes (FOLGER

et al., 1982; PANDEY, 1983; SMITHIES et al., 1985). Isso se
deveu principalmente ao fato de que as taxas naturais de
recombinacao homologa em células somaticas sao muito
baixas. Ao longo dos anos, diversos procedimentos foram
criados para amplificar os niveis basais de recombinagao
homologa e melhorar a eficiéncia das recombinagdes
somaticas, empregando agentes quimicos, radiacao ionizante,
expressao transiente de enzimas de restricao ou a utilizagao
do adenovirus rAAV (do inglés, recombinant adeno-associated
virus) (MINGOZZI; HIGH, 2013; PUCHTA, 1999; RUSSELL;
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HIRATA, 1998). Na ultima década, o genoma de varios
organismos foi completamente sequenciado, ampliando o
entendimento sobre o funcionamento dos sistemas bioldgicos
e possibilitando o desenvolvimento de ferramentas para a sua
alteracao de modo preciso. Este campo da pesquisa cientifica,
conhecido como engenharia gen6mica, utiliza dois tipos de
abordagens principais: a manipulacao das funcoes dos genes
responsaveis pelo desenvolvimento e pela funcgao fisioldgica
do organismo, e estudos sobre os elementos de controle que
modulam os niveis de expressao dos genes.

Entre as tecnologias criadas para promover edigdes genémicas
destacam-se as nucleases “engenheiradas”, tais como ZFN (do
inglés, zinc finger nuclease), TALEN (do inglés, transcription-
activator-like effector nuclease) e o sistema CRISPR/Cas9

(do inglés, clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/associated system) (JABALAMELI et al., 2015; KIM,

E. et al., 2012; KIM, Y. et al., 2013a, 2013b; MILLER et al., 2010;
OSAKABE; OSAKABE, 2015; TEIMOURIAN; ABDOLLAHZADEH,
2015). Essas trés metodologias possibilitam ao bidélogo
molecular gerar quebras duplas em locais especificos da
molécula de DNA, que sao reparadas pelos sistemas HR e NHEJ
(do inglés, non-homologous end joining). Apesar de serem
utilizadas com o mesmo objetivo, cada abordagem difere no
mecanismo usado para conduzir as modificagcoes genéticas,

0 que torna cada uma delas particularmente mais adequada
para resolver desafios especificos na edicao de genomas (KIM,
Y. et al., 2013a). Nesse documento sera abordada a estratégia
de edicao gendmica mediada por ZFN, enfocando seu
desenvolvimento, funcionamento e usos.
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Tecnologia Zinc Finger Nuclease -
ZFN

A tecnologia ZFN desenvolve desenhos personalizados de
proteinas destinadas a reconhecer e clivar a dupla fita de DNA
em locais especificos no genoma (KIM, S. et al., 2011). ZFNs
sao proteinas quiméricas que combinam as proteinas ZFP (do
inglés, zinc finger proteins) com endonucleases, geralmente

o dominio de clivagem da enzima de restricao Fokl (KIM, J.

S. et al., 2010). ZFN constitui ferramenta eficaz para realizar o
silenciamento génico (knockout) por meio de NHEJ, ou entao
por HR, corrigir genes defeituosos no genoma ou introduzir um
gene, ou cassetes génicos, nos locais de quebra dupla no DNA
(DURAI et al., 2005; KIM, S. et al., 2011; MOELLER; WANG, 2005;
PORTEUS; CARROLL, 2005). ZFNs podem ser introduzidas,

nas células ou embrides, como construcoes de DNA ou RNA

e ainda como proteinas, por meio de microinjecao, infeccao,
transfeccao ou eletroporagcao (HARRISON et al., 2014).

Proteinas Zinc Finger (ZFP) e
Nuclease Zinc Finger (ZFN)

Zinc finger protein (ZFP) ou na traducao livre para o portugués
“proteina dedo de zinco” constitui um grupo estruturalmente
diverso de proteinas que desempenham funcgoes variadas nas
células, tais como replicacao e reparo de DNA, transcrigao,
traducao, metabolismo, sinalizacao, proliferacao celular,
apoptose, transcrigao reversa e montagem de particulas

virais (KRISHNA et al., 2003). Essas proteinas sao definidas
como dominios funcionais de aproximadamente 30 residuos
de aminoacidos, que formam arranjos modulares de trés a
sete dominios zinc finger (ZF) e cuja estabilidade estrutural é
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determinada pela ligacao de pelo menos um atomo de zinco
(LAITY et al., 2001). Em aproximadamente metade das ZFPs, os
dominios ZF ligam-se uns aos outros por meio de uma regiao
conservada de aminoacidos (TGEKP) e o residuo do aminoacido
lisina (K) faz contato com o fosfato do DNA (LAITY et al., 2000;
WOLFE et al., 2000). ZFs possuem estruturas secundarias em
a-hélice e duas fitas B (BBa), mantidas unidas pelo 4tomo de
zinco, gerando uma estrutura tridimensional tetraédrica com

o aspecto de “dedo”, derivando o nome dessas proteinas.

Os dominios contendo zinco interagem com diferentes

tipos de moléculas, tais como DNA, RNA, proteinas lipidios

ou moléculas hidrofébicas pequenas como os hormonios
esteroides (LAITY et al., 2001). Nos acidos nucleicos (DNA,
RNA), a alfa-hélice do “dedo de zinco” se liga a trés bases
nitrogenadas em uma das cadeias do DNA, e a uma base na
outra cadeia, por meio de ligacdes de pontes de hidrogénio.
Essa propriedade do dominio zinc finger constitui a plataforma
para o desenho de novos dominios ZF para se ligarem ao DNA
com alto grau de precisao (JABALAMELI et al., 2015).

Proteinas ZFPs contendo multiplos “dedos de zinco” ligados
de forma adjacente aumentam o tamanho do sitio de
reconhecimento e a especificidade de ligacao no DNA. O
“dedo de zinco” pode ser facilmente modificado e pequenas
alteracoes nos aminoacidos das cadeias laterais da alfa-hélice
que fazem contato com o DNA sao suficientes para mudar

a especificidade das ligacoes ZFP/DNA. Essa caracteristica é
fundamental para a engenharia de motivos ZF que reconhecem
sequéncias especificas do DNA evitando ligacoes indesejadas,
fora do alvo que se pretende manipular (LUSCOMBE et al.,
2000; MANSOORI, 2005). Existem varias estratégias para a
construcao de arranjos de ZFP para ligacao a diferentes DNAs-
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alvo. A abordagem mais usada baseia-se na montagem de ZFP
com modulos de ZF cujas especificidades de ligacao ao DNA
sejam bem conhecidas. Dessa forma é possivel criar ZFs para se
ligarem a qualquer uma das 64 possibilidades de combinacoes
entre trés bases do DNA, e, em seguida, monta-los para criar
proteinas que se ligam de maneira precisa a qualquer sequéncia
de DNA (PAVLETICH; PABO, 1991). Outras estratégias para
engenharia de ZFs bastante utilizadas incluem o sistema hibrido
simples de levedura (yeast one-hybrid system), hibrido simples
de bactéria (bacterial one-hybrid system), sistema duplo hibrido
bacteriano (bacterial two-hybrid system) e emprego de células
de mamiferos (JOUNG et al., 2010; KIM, J. S. et al., 2010). O

uso da técnica “phage display” também possibilitou gerar
dominios ZF que reconhecem a maioria dos tripletes de bases
no DNA (GREISMAN; PABO, 1997; JOUNG et al., 2010). Em
2002, Sera e Ungara determinaram o codon nao degenerado

de reconhecimento de ZF no DNA e utilizaram essas
informacoes para desenhar ZFP capazes de se ligarem com alta
especificidade ao DNA (SERA; UNGARA, 2002). Recentemente,
Najafabadi et al. (2015) ampliaram as informacoes sobre os
sitios de reconhecimento de Cys2-His2. Combinando dados de
um sistema one-hybrid bacteriano modificado, microarranjos
de protein-binding e imunoprecipitacao de cromatina,
demonstraram que C2H2-ZFs humano se ligavam ao DNA, e
utilizando dados de analise de milhares de dominios C2H2-ZF
identificaram o codigo de reconhecimento dessa familia de
proteinas (NAJAFABADI et al., 2015).

Existem mais de 40 tipos de ZFP anotados no UniProtKB, sendo
que os mais frequentes sao os tipos C2H2 (Cys2His2), CCHC,
PHD- e RING. O tipo C2H2, também conhecido como Krippel,

€ um fator de transcricao (Fator llIA) inicialmente identificado
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em Xenopus laevis e representa o primeiro dominio ZF
descrito na literatura (BROWN et al., 1985; MILLER et al., 1985;
WOLFE et al., 2000). O fator llIA possui nove repeticoes de 30
aminoacidos e cada dominio forma uma estrutura secundaria
BBa coordenada por um ion de zinco que se posiciona entre
duas cisteinas na fita 8, e duas histidinas na alfa-hélice, por
isso o nome Cys2His2 (KRISHNA et al., 2003; LEE et al., 1989).
Proteinas ZFP do tipo C2H2 sao as mais frequentes no genoma
de varias espécies e a maioria delas sao fatores ativacao ou
repressao da transcricao que se ligam em dominios especificos
na molécula de DNA (BOUHOUCHE et al., 2000; GOMMANS

et al., 2007). Proteinas do tipo C2H2 geralmente possuem 2-4
dominios em tandem que fazem parte de uma proteina maior.
Aminoacidos das cadeias laterais da alfa-hélice de cada modulo
formam ligacdes com nucleotideos localizados na alca maior da
molécula de DNA (ELROD-ERICKSON et al., 1996; PAVLETICH;
PABO, 1991). Os contatos entre ZF e DNA sao realizados através
dos aminoécidos 6, 3-2 e -1 das cadeias laterais da alfa-hélice.
Os aminoacidos 6, 3 e "1 reconhecem trés bases em uma das
cadeias do DNA, enquanto o aminoacido 2 reconhece uma
quarta base na outra cadeia e que é complementar a base
reconhecida pelo aminoacido 6. Contudo, tipos diferentes de
interacoes foram observados em outras familias ZFPs (WUTTKE
et al., 1997; NOLTE et al., 1998).

O conjunto de caracteristicas das proteinas ZFP, tais como a
propriedade de ligagcao com nucleotideos especificos do DNA; a
relativa facilidade para alterar dominios individuais de ZF para
reconhecimento de qualquer sequéncia de trinucleotideos; a
simplicidade das liga¢cbdes entre dois ou mais ZF e a preservacao
da estrutura e funcao dos modulos ZF apés a fusao com
nucleases, possibilitou a sua utilizagao como ferramenta ideal
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para edicao de genomas (KIM; KIM, 2014; KIM, H. J. et al.,
2009; URNOQV et al., 2010). Assim, nucleases dedo de zinco
(ZFN) podem ser desenhadas para clivar virtualmente qualquer
sequéncia de nucleotideos do DNA (KLUG, 2010).

Zinc Finger Nucleases

Nucleases “dedo de zinco” (ZFNs) sao proteinas quiméricas
planejadas para reconhecer e clivar sequéncias especificas

de nucleotideos no DNA gendmico, possibilitando a
realizagao de mutagénese sitio dirigida (DURAI et al., 2005;
JABALAMELI et al., 2015; PORTEUS; CARROLL, 2005). ZFNs
sao construidas como modulos de dois ou mais dominios
zinc finger que sao ligados ao dominio de clivagem de uma
nuclease, geralmente a enzima de restricao Fokl, por um
peptidio flexivel de aproximadamente 15 aminoacidos, por
exemplo (Gly,Ser), (KANDAVELOU et al., 2009). A enzima FokI
apresenta atividade catalitica apenas quando dimerizada,

por isso sua utilizacao para a engenharia genémica impoe

a necessidade de se desenhar pares de ZFNs capazes de se
ligarem de modo invertido e em cadeias opostas do DNA. Além
disso, as extremidades carboxiterminal das ZFNs precisam
estar distantes uma da outra por aproximadamente 4-7 pares
de bases de modo a permitir a dimerizagao dos dominios de
clivagem de Fokl (CATHOMEN; JOUNG, 2008; MANI et al.,
2005; URNOQV et al., 2010). Assim, a ruptura da fita dupla de
DNA é feita por duas ZFNs diferentes que sao introduzidas na
célula ao mesmo tempo. Logo apds a quebra, os mecanismos
de reparo NHEJ e HR da célula sao induzidos para que o dano
ocasionado a molécula seja corrigido (Figura 1). O mecanismo
de reparo non-homologous end joining (NHEJ) é aleatorio

e pode introduzir delecoes, insercdes ou substituicoes,
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acarretando mudancas na janela de leitura do DNA. ZFNs sao,
portanto, particularmente eficazes para promoverem mudanca
de funcao, silenciamento génico ou delecoes cromossémicas,
enquanto reparos por HR podem corrigir ou substituir um gene
mutado ou introduzir cassetes de genes em locais especificos,
previamente escolhidos no genoma (LEE et al., 2009).

Dominio de Ligacao de ZFN

A especificidade funcional de ZFN é devida a alta conservacao
dos dominios ZF que interagem com o DNA (CHEN et al., 2012;
LAITY et al., 2001). O dominio de ligacao das ZFNs ao DNA é
formado por unidades modulares de trés a seis repeticoes de
ZF. Cada unidade “dedo de zinco” reconhece 3-4 bases no DNA,
por meio do contato da a-hélice da ZFN com a alca maior do
DNA (PAVLETICH; PABO, 1991; KLUG, 2010). Considerando que
cada ZF reconhece trés nucleotideos do DNA, entao um par de
ZFN, em que cada membro do par contenha trés modulos ZF,
pode reconhecer uma sequéncia de dezoito pares de bases do
DNA e do ponto de vista tedrico essa especificidade de ligagao
¢é suficiente para possibilitar o direcionamento das nucleases
para apenas um locus do genoma humano, por exemplo,

com aproximadamente 3,2 bilhoes de pares de bases, e assim
assegurar que somente o alvo desejado seja identificado (KIM,
Y. G. et al., 1996; MAEDER et al., 2008).
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Figura 1. Esquema de funcionamento da tecnologia ZFN. A
ligacao do par de ZFN ao sitio especifico do DNA (nucleotideos
hipotéticos na figura) gera dupla quebra na molécula (DSB)
pela atividade dos dois dominios de clivagem de Fokl, no
espaco entre os dois sitios de reconhecimento. O sistema de
sinalizacao de danos no DNA ¢é ativado e aciona o mecanismo
de reparo celular (NHEJ ou HR). Na auséncia de uma molécula
doadora, o mecanismo NHEJ é ativado e a correcao da dupla
quebra pode gerar o silenciamento génico por perda, ganho
ou substituicao de bases (a). A dupla quebra do DNA com

ZFN pode gerar extremidades coesivas (adaptadores) e serem
usadas para ligacao de DNA exégeno (b). O uso de dois pares
de ZFNs que se ligam em pontos distantes do DNA pode gerar
a perda de grandes segmentos cromossdémicos (c). Na presenca
de um DNA doador, outro mecanismo celular de reparo (HR)
pode ser usado para corrigir mutacoes de ponto no DNA (d)
ou para introduzir um (e) ou mais genes (f), em um local pré-
estabelecido no genoma.
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Dominio de Clivagem de ZFN

Conforme foi mencionado anteriormente, o dominio de
clivagem da enzima de restricao Fokl € o mais utilizado

para construcao de ZFNs. A endonuclease Fokl isolada de
Flavobacterium okeanokoites € uma proteina dimérica e cada
subunidade possui um dominio N-terminal de ligacao ao DNA e
um dominio de clivagem inespecifica localizado na extremidade
C-terminal (KIM,Y. G. et al., 1996; WAH et al., 1998). A enzima
também apresenta uma regiao de autorreconhecimento que

é responsavel pela dimerizacao das duas subunidades, e

cada uma delas reconhece e se liga a uma das cadeias do

DNA (BITINAITE et al., 1998). Fokl reconhece a sequéncia
5-GGATG-3' no DNA e corta qualquer sequéncia inespecifica de
nucleotideos nas proximidades do sitio de ligacao da enzima,
na posi¢ao nove nucleotideos abaixo em uma das cadeias e 13
nucleotideos acima, na outra.

Mecanismos de Reparo do DNA e
Aplicacoes de ZFNS

Existem diversas vias de reparo de DNA nas células, cada uma
com diferentes enzimas que atuam em distintos tipos de lesoes.
No reparo de DSBs, dois sistemas de reparo distintos podem
ser acionados: a juncao de extremidades nao homologas
(NHEJ) ou a recombinacao homologa (HR) (SONODA et al.,
2006). Esses dois mecanismos de reparo atuam em momentos
distintos nas diferentes fases do ciclo celular. NHEJ atua no
reparo da dupla hélice na fase G1 do ciclo celular, enquanto
que a HR comeca a ter a sua atuagcao somente no final da fase
S, quando a fita homologa fica disponivel como molde para o
reparo, até a fase G2.

15
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Sistema NHEJ

A quebra dupla na molécula de DNA ativa a via sinalizadora do
sistema de reparo de DNA da célula, conhecida como resposta
por danos. Em seguida a célula ativa a maquinaria de reparo
NHEJ para corrigir a quebra dupla na molécula de DNA, que
em aproximadamente 70% das vezes produz dele¢des no sitio
de reparo (GORBUNOVA; LEVY 1999; REMY et al., 2010). O
mecanismo de reparo NHEJ usa varias enzimas para realizar o
reparo de DSB e apresenta particularidades que definem seus
subtipos: Ku-dependente e Ku-independente (DERIANO; ROTH,
2013;YU; GABRIEL, 2003). No mecanismo NHEJ dependente
do fator de protecao Ku, as proteinas Ku70 e Ku80 formam um
heterodimero (Ku70/Ku80) que se liga as extremidades do DNA
no sitio de clivagem. Em seguida, a proteina DNA-PKcs sinaliza
a presenca da quebra e ativa o complexo, XRCC4-ligase IV e
seu cofator divalente (magnésio/manganés) (DERIANO; ROTH,
2013). Essa via de reparo do DNA pode gerar alteracoes no sitio
de clivagem e consequentemente o silenciamento génico ou
mudancas nas sequéncias de aminoacidos de proteinas. Outro
mecanismo de reparo NHEJ, independente do fator Ku, também
apresenta subdivisoes e particularidades, mas o principal entre
eles, MHEJ (do inglés, microhomology-mediated end-joining),
envolve a participacao de DNA polimerase e DNA ligase e
produz delecoes maiores que aquelas observadas no reparo
realizado por NHEJ dependente de Ku (CRESPAN et al., 2012).

Em células tratadas apenas com ZFN, sem a presenca de

um DNA doador, o processo de reparo da dupla fita de DNA
frequentemente liga as duas extremidades clivadas de maneira
imprecisa gerando perda de parte da informacgao genética
(delegao), acréscimo de alguns nucleotideos (insercao) ou
delecao (GORBUNOVA; LEVY, 1999).
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Em plantas, o mecanismo de reparo NHEJ parece ser o
mais utilizado e pode ser util para estudos de fungao por
silenciamento de atividade génica (PUCHTA, 2005).

Sistema HR

O reparo de DNA via recombinacao homoéloga utiliza extensoes
da fita homologa para reparar as quebras, por isso, geralmente,
esta livre de erros. Essa via de reparo envolve a associacao de
proteinas da familia RAD52 (RAD50, RAD51, RAD52, RAD54,
RAD55, RAD57 RAD59, MRE11 e XRS2), que formam um
complexo proteico junto a extremidade do DNA danificado.
Outras proteinas também relacionadas a recombinacao
homologa sao a BRCA1 e a BRCA2. Estas proteinas sao
codificadas por genes que também estao envolvidos na
complexa rede da via de reparo das DSBs.

Outra possibilidade de uso de ZFNs para edicao genémica
baseia-se no tratamento das células com ZFN e um DNA
doador codificando a sequéncia correta de um gene. Durante
o processo de reparo da dupla quebra do DNA, a célula
hospedeira pode usar o DNA doador como molde para reparar
o gene defeituoso, permitindo a expressao do gene em seu
contexto gendmico. Essa nova abordagem para o reparo
preciso de mutacoes deletérias no DNA, podera ser aplicada em
curto prazo de tempo para o tratamento de genes defeituosos
com padrao de heranca monogénica (SIVALINGAM et al.,
2016; TESTA et al., 2013). Além disso, a introdugao de novos
genes em local previamente definido no genoma de uma
célula possibilita a reprogramacao celular para execugao de
novas funcoes. A insercao de genes em local especifico do
genoma elimina os efeitos indesejados das mutacgoes devidas
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a insercao aleatoria de genes nos cromossomos, comuns Nos
procedimentos tradicionais de transformacao.

Essas peculiaridades do sistema de reparo do DNA podem ser
usadas para produzir o silenciamento génico, corrigir genes
defeituosos ou introduzir novos genes nas células.

Perspectivas e Aplicacoes da
Tecnologia ZFN

Novas aplicacoes para a tecnologia ZFN estao sendo
desenvolvidas por meio da criagao de novos dominios
especificos de clivagem para Fokl visando a ativacao (ZFA)
ou repressao da transcricao (ZFR) e metilagao de promotores
(ZFM).

A edicao de genomas empregando ZFN apresenta grande
potencial para auxiliar na descoberta de novas drogas
medicamentosas ou a sua aplicacao direta como nucleasse,
sendo ela prépria utilizada com a finalidade terapéutica (COX et
al., 2015; PORTEUS, 2015). Nucleases de sequéncias especificas
também poderao ser empregadas para desativar genes que
codificam proteinas que causam patologias, ou para gerar
bibliotecas de “knockouts” génicos visando estabelecer a
funcao de genes individuais (KIM, Y. et al., 2013b).

Entre as vantagens da engenharia genémica realizada por ZFN
destacam-se a reducao dos processos de escrutinio e selegao
necessarios para identificacao dos genotipos desejados.

Além disso, os produtos gerados com essa tecnologia nao
estao sujeitos as regulamentacoes existentes para liberacao
de organismos geneticamente modificados pelos métodos
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tradicionais, pois as alteracoes processadas sao passiveis de
ocorrerem naturalmente por mutacoes (ISASI et al., 2016; WOLT
et al., 2016).

Na area da saude humana, a edicao gendmica mediada por ZFN
foi usada com sucesso para gerar “knockout” no gene CCR5
que codifica o principal receptor para ligacao do virus HIV nas
células (HOFFMAN et al., 2013; PEREZ et al., 2008) e atualmente
esta em fase de ensaios clinicos nos EUA para o tratamento de
AIDS (HOLT et al., 2010).

Na agricultura, a edicao genémica é considerada uma area
promissora e com grande potencial para o melhoramento
genético de culturas economicamente importantes. Ao longo
da ultima década, a bioinformatica e o sequenciamento

de genomas de varias espécies de plantas possibilitaram
grande avango no conhecimento sobre o controle genético de
caracteristicas agrondmicas importantes, tais como doencgas
e resisténcia aos diferentes tipos de estresses abiodticos,
alergenicidade e qualidade nutricional, entre outras. Essas
informacoes sao essenciais para a edicao genémica (GIL-
HUMANES; VOYTAS, 2014; VOYTAS; GAO, 2014). Por exemplo,
nos casos em que a perda da funcao de determinado gene
pode conferir algum tipo de vantagem adaptativa para a
planta em estudo, sequéncias especificas de nucleases ZFN
podem nocautear o gene-alvo desejado. Do mesmo modo,
genes exogenos podem ser introduzidos em uma variedade
conferindo propriedades novas. Essa abordagem pode
representar uma economia de recursos materiais e tempo
necessarios para realizagao de retrocruzamentos em programas
tradicionais de melhoramento de plantas. Variedades de
plantas cultivadas, com destaque para milho, soja, canola, e
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algodao, tolerantes a herbicidas estao sendo desenvolvidas
em varios laboratorios aplicando-se tecnologia de edi¢ao de
genoma por ZFN (PRATT et al., 2014). Em milho, Shukla et
al. (2009) utilizaram, simultaneamente, a expressao de ZFN
e um gene heterologo doador que codificava para a proteina
phosphinothricin-N-acetyl transferase (PAT) que confere
tolerancia ao herbicida glufosinato. O evento gerou plantas
resistentes, cujas alteracoes foram processadas exatamente
no locus-alvo (/PK1). As plantas modificadas transmitiram as
alteracoes genéticas para as geragoes seguintes, indicando
o carater estavel e a integracao do gene heterélogo no
genoma. Ao mesmo tempo em que a mutacao produziu
plantas tolerantes ao glufosinato, foi também observado o
silenciamento do locus-alvo, IPK1, resultando em alteracao do
perfil de fosfato inositol nas sementes em germinacao.

Dependendo do objetivo, ZFN pode fazer parte do produto
final da reacao entre ZFN e o DNA. Nos casos em que ZFN nao
é desejada como produto final, RNA da construcao de ZFN

€ introduzido na célula e a expressao transiente € suficiente
para que ocorra a expressao, ligacao e corte da sequéncia-alvo
na dupla fita de DNA. Dependendo do método utilizado para
introducao de ZFN na célula, o DNA da construcao ZFN pode
ser naturalmente degradado ou rejeitado. Em todos esses
casos, o produto final ndao contém DNA de ZFN, apenas as
alteracoes desejadas no genoma da planta (CAl et al., 2009;
PETOLINO et al., 2010; SHUKLA et al., 2009).
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Avancos e Desafios Futuros para o
Uso de ZFN

A edicao gendmica cria oportunidades para a alteracao
genética, rapida e precisa, visando o aumento da producao
em plantas de culturas importantes, protecao de plantas
contra diferentes condicoes de estresses bidticos e abidticos,
ou melhoramento da qualidade nutricional (PETOLINO, 2015;
TOWNSEND et al., 2009; VOYTAS; GAO, 2014). Os beneficios
dessa pesquisa aplicada em plantas dependerao de como

os paises decidirao regular essa tecnologia cuja aplicacao se
torna cada dia mais presente nos estudos da biologia vegetal.
As autoridades norte-americanas estao se posicionando
favoravelmente ao entendimento de que variedades de
culturas geradas através da edicao de genomas nao constituem
organismos geneticamente modificados, portanto nao
necessitam de estudos regulatorios para a sua liberacao.
Contudo, isso ainda nao esta definido por legislacao. A Uniao
Europeia ainda nao emitiu nota oficial sobre o assunto.

Uma das limitacoes para o emprego de ZFN em engenharia
gendmica esta relacionada com a ocorréncia de alteragcoes nao
desejadas, ou seja, fora do alvo pretendido, que geram efeitos
citotoxicos causando a morte celular (BIBIKOVA et al., 2002;
PORTEUS, 2006; PORTEUS; BALTIMORE, 2003). Alguns estudos
demonstraram que a citotoxicidade é uma consequéncia da
ocorréncia de DSBs fora do alvo interferindo na atividade

de genes essenciais para o funcionamento adequado da
célula, pois células tratadas com ZFP sem nuclease, ou ZFNs
contendo mutacgdes que impossibilitam a clivagem do DNA,
nao apresentam os efeitos téxicos (BEUMER et al., 2006;
JONES, 2015; PRUETT-MILLER et al., 2009). Estratégias para
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reduzir o numero de DSBs fora do alvo incluem o aumento
da especificidade de ligacao de ZFN ou a heterodimerizagao
dos pares de ZFN (DOYON et al., 2008; MOEHLE et al., 2007;
PRUETT-MILLER et al., 2009). Varias abordagens tém sido
utilizadas para identificar a presenca de alvos de ZFN nos
genomas, entre elas podem ser destacados o emprego da
bioinformatica e o sequenciamento dos sitios de integracao
de vectores lentivirais defectivos para integrase (GABRIEL et
al., 2011; HOCKEMEYER et al., 2009; PATTANAYAK et al., 2011;
PEREZ et al., 2008). Esses estudos tém demonstrado que os
eventos de clivagem por ZFN fora do alvo planejado ocorrem a
uma taxa que varia entre 1 e 6% (SIVALINGAM et al., 2016).

Conclusoes

O uso de técnicas de edicao gendmica esta gerando um novo
paradigma no melhoramento de plantas. Abordagens classicas
para melhoramento de cultivares com base na hibridacao e
selecao podem agora ser complementadas com o uso de novas
técnicas de manipulagao genética que exploram de forma
sistematica o conhecimento sobre as sequéncias regulatérias

e de genes especificos. Ao contrario dos métodos classicos de
transformacao genética que resultam na insercao de grandes
fragmentos de DNA exdgeno, a edigcao gendmica altera de
forma precisa apenas a sequéncia do gene ou insere um ou
mais genes heterélogos na planta hospedeira, sem que ocorra a
inser¢cao do DNA-vetor.

Alteracoes genéticas geradas através da edicao genoémica, pelo
menos na sua forma mais simples, sao indistinguiveis daquelas
geradas por meio de mutacdes naturais ou induzidas. A edicao

gendmica estad sendo reconhecida como uma ferramenta
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poderosa na pesquisa e desenvolvimento de organismos
melhorados com caracteristicas especificas.
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