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Resumen

Avancos nos diferentes tipos de sequenciamentos fizeram com que entendéssemos melhor sobre
a gendmica dos seres através de projetos como a elucidacdo do genoma humano, um trabalho de
mais de 20 anos. Mas mapear o genoma é suficiente? Qual é o impacto de certos genes no resultado
final apresentado pelos sistemas bioldgicos? Como definir quais partes do nosso genoma de fato
resultam na aparicdo de doencas? Considerando isso, ao utilizar a robustez da manipulagdo
genética com CRISPR-Cas, os cientistas provaram que esta técnica é Util para a investigacdo da
gendmica funcional. Desse modo, esse artigo descreve a utilizacdo de CRISPR screening para o
estudo paralelo de milhares de genes envolvidos em processos biolégicos de interesse e como isto
pode auxiliar a elucidar mecanismos importantes.
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Abstract

Breakthroughs in the many types of sequencing have enabled a greater understanding of the
genomics of living things, through projects such as the elucidation of the human genome, which
has been more than 20 years of work. However, is mapping the genome sufficient? What is the
contribution of certain genes to the final result presented by biological systems? How can we define
which parts of our genome do lead to the outbreak of a disease? Considering this, by using the
robustness of genetic manipulation with CRISPR-Cas, scientists have proven that this technique is
useful for functional genomics research. Hence, this article outlines the use of CRISPR screening for
the parallel study of thousands of genes involved in biological processes of interest and how this
can help elucidate important mechanisms.
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Articulo

Ha 21 anos tinhamos a noticia que um consércio de cientistas ao redor do mundo mapeou
92% do genoma humano e em 2022 observamos a publicacdo dos 8% remanescentes. Estes fatos
marcaram entdo o Projeto Genoma Humano como um acontecimento mundial histérico que
impactou a ciéncia como conhecemos. Mas, ja que temos todas essas informacdes do genoma,
qgual o motivo de ainda hoje ndo termos respostas definitivas para doencas como o Alzheimer,
diabetes, cdncer e até mesmo sobre o envelhecimento?

E verdade gue muitas complicacBes estdo presentes na resposta para esta pergunta,
entretanto um dos pontos importantes é que apesar do genoma humano ser o cédigo-fonte
presente nas nossas células, é facil perceber o qudo dinamico este cédigo é, sendo possivel gerar
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os mais diversos diferentes tipos celulares, comportamentos complexos como a homeostase, o
sistema imune e até mesmo a nossa consciéncia.

Sendo assim, é possivel dizer que ainda ndo entendemos por completo a relacdo entre
sequéncias genéticas (gendtipo) e os comportamentos finais apresentados pelos sistemas
bioldgicos (fendtipos), campo da ciéncia chamado gendmica funcional.

Entendendo a vida com a engenharia reversa

Quando ndo é possivel saber integralmente o comportamento de um sistema, seja ele
elétrico, mecéanico ou bioldgico, uma das possibilidades de elucidar suas ldgicas internas é usando
a estratégia de remover ou desligar seus elementos individuais, e assim a observar quais as
mudancas causadas - abordagem esta chamada de engenharia reversa. E se fosse possivel fazer
exatamente isso para entender funcionalidade na genética ao desligar genes em células e poder
entender o que essas mudancgas causam ao nivel de desfecho (fenétipo)? O termo associado a este
evento chama-se perturbacdo, ou seja, quando ha alteracdo da funcdo bioldgica seja de estimulos
externos ou internos [1].

A modificacdo genética com CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) associado as enzimas Cas € uma técnica incrivelmente robusta, foco do Prémio Nobel de
Quimica no ano de 2020, que permite que insercGes (knock-in) e dele¢des (knock-out) sejam
conduzidas de maneira precisa e confiavel.

Apesar da ampla divulgacdo das técnicas que utilizam CRISPR, uma finalidade um pouco
menos conhecida aborda justamente a andlise de fendtipos de sistemas bioldgicos a partir de
modificacBes genéticas (perturbacdes) proporcionadas pela ferramenta, chamada de CRISPR
screening. Ao longo dos anos, diversas metodologias foram criadas para a investigacdo de
perguntas bioldgicas que fossem respondidas com CRISPR screening. Recentemente, com rapido
desenvolvimento do sequenciamento de nova geracdo (do inglés, next-generation sequencing —
NGS), esta técnica ganhou ainda mais destaque.

Ao unir CRISPR com a poténcia do NGS atingimos resolugées sem precedentes

Possivelmente, a categoria de NGS que mais beneficia os screenings com CRISPR é o
sequenciamento de RNA de células Unicas (do inglés, single-cell RNA-Seq - scRNA-Seq) [2], o qual
performa o nivel de expressdo de milhares de genes individualmente em cada célula de uma
determinada populacdo. scRNA-Seq como se conhece atualmente foi primeiramente publicado em
2009, mas teve sua popularizacdo somente a partir de 2014 com as primeiras plataformas
comerciais estando disponiveis, passo que reduziu o desafio na realizacdo do experimento [3-5].

Logo os cientistas decidiram estudar o impacto da perturbacdo utilizando essa nova
abordagem, multiplicando o poder de acurdcia proporcionalmente a resolucdo ampliada de scRNA-
Seq, e uniram ambas técnicas no que se chama Single-Cell CRISPR Screening.

Em suma, a forma mais comum de fazer esse experimento é realizando o knock-out de
varios genes que podem estar envolvidos com o fendtipo que se quer analisar, mas desligando
especificamente um gene por vez em cada célula. O sequenciamento individual das células
sobreviventes pds-perturbacdo com CRISPR vem em seguida e as conclusdes preliminares ja podem
comecar deste ponto: as células que ndo sobreviveram foram “premiadas” com o knock-out de
genes essenciais relacionados a sobrevida da célula em si e a processos biolégicos importantes [6].
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As aplicacBes dessa abordagem sdo inUmeras e alguns exemplos sdo:

a) investigar se a perda de certos genes podem estar envolvidos com a sensibilidade ou
resisténcia a drogas [7];

b) investigar quais as mudancas funcionais presentes em estados celulares importantes na
progressao e desenvolvimento de doengas como o cancer [8,9];

c) investigar profundamente genes relacionados a epigenética [10,11];

d) caracterizar genes essenciais para a sobrevida de células especificas, como por exemplo
para neurdnios [12];

E importante notar que existem diversas limitacBes intrinsecas tanto relacionadas a
manipulacdo genética com CRISPR quanto a scRNA-Seq. Na parte técnica, do lado de CRISPR, pode-
se citar o design cuidadoso do experimento para ndo haver falta de especificidade em relacdo a
delecdo ou inser¢do. Do lado de scRNA-Seq, o persistente desafio em ter leituras de qualidade para
todas as células. Em ambos, tem-se a barreira financeira, que apesar da evolucdo e barateamento
dos precos ao longo dos anos, ainda se faz presente em muitos laboratérios, principalmente no
cenario cientifico da América Latina.

Apesar disso, e com a esperanca de que estas técnicas sejam cada vez mais barateadas, é
importante fomentar a prdtica de screening com CRISPR seguidos de scRNA-Seq, visto que a
combinacdo dessas ferramentas nos proporciona um estudo confidvel de varios processos celulares
que podem, no futuro, clarificar mecanismos ainda ndo entendidos.
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