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Resumo

O CRISPR-Cas9 é um dos sistemas mais estudados da ultima década, principalmente porque, como ferramenta de edicdo gendmica, a sua capacidade
de gerar sequéncias-alvo é enorme. O sistema é basicamente um mecanismo de defesa antigo e natural encontrado em diversas bactérias adaptado
para editar genomas. A técnica consegue aliar simplicidade, alta eficiéncia e ampla aplicabilidade, no tratamento de doencas genéticas, congénitas e
tumores. A técnica CRISPR foi adaptada com o intuito de induzir a dupla quebra do DNA em locais especificos, seguido da edicao do genoma segmentado,
permitindo a geracao de diversos modelos transgénicos, expandindo a engenharia genética com a possibilidade de novos modelos de estudo, e
mostrando-se eficiente na reducao da agressividade das células cancerigenas em alguns tumores letais, como o carcinoma papilifero de tireoide. A era
da edicao do genoma levanta questdes éticas que precisarao ser abordadas por cientistas e pela sociedade em geral. Por exemplo, quao podemos usar
esta ferramenta poderosa de forma a garantir o maximo beneficio ao mesmo tempo em que minimiza os riscos?
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Abstract

CRISPR-Cas9 is one of the most studied systems of the last decade, mainly because as a genome editing tool, its ability to generate target sequences is
enormous. The system is basically an ancient and natural defense mechanism found in many bacteria adapted to edit genomes. The technique is able
to combine simplicity, high efficiency and wide applicability in the treatment of genetic and congenital diseases and tumors. The CRISPR technique
was adapted with the aim of inducing the double breakage of DNA in specific locations, followed by the segmented genome editing, allowing the
generation of several transgenic models, expanding genetic engineering with the possibility of new study models, proving to be efficient in decreasing
the aggressiveness of cancer cells in some lethal tumors, such as papillary thyroid carcinoma. The era of genome editing raises ethical questions that will
need to be addressed by scientists and society at large. How can we use this powerful tool to ensure maximum benefit while minimizing risk?
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INTRODUCAO

Na década de 1980, cientistas observaram um padrao
estranho em alguns genomas bacterianos, em que uma
sequéncia de DNA poderia ser repetida diversas vezes, com
sequéncias Unicas entre as repeticoes. Eles chamaram essa
configuracao estranha de “agrupados de curtas repeticoes
palindrémicas regularmente interespacadas’, ou CRISPR.
Todavia, as possibilidades de utilizacdo do sistema CRISPR s6
foram entendidas mais tarde, em 2012, quando Emmanuelle
Charpentier™ descobriu uma molécula chamada tracrRNA
enquanto estudava a bactéria Streptococcus pyogenes, res-
ponsavel por causar faringite. Estas sequéncias Unicas entre as
repeticdes combinavam com o DNA de virus, especificamente
de virus de bactérias.? O locus do sistema CRISPR compreende
curtas repeticdes diretas e separadas por sequéncias de DNA
varidveis (fragmentos de DNA do organismo invasor), cha-
madas de“espacadores’, flanqueadas por diversos genes cas.

Ao entrarem na célula hospedeira, moléculas de DNA
exogeno ativam o sistema de defesa bacteriano por meio da
producao de enzimas (Cas1 e Cas2) que cortam o DNA estranho
em pequenos fragmentos de aproximadamente 20 nucleoti-
deos.>¥ Existem varias enzimas Cas, porém a mais utilizada
é a Cas9 (nuclease), formando o sistema CRISPR-Cas tipo |I,
originalmente encontrado na bactéria S. pyogenes. A enzima
Cas9 éresponsavel por cortar as duas fitas da dupla hélice do
DNA, abrindo o espaco para a inser¢ao de um novo trecho,®
assim, o sistema CRISPR-Cas tem a finalidade de proteger a
bactéria contra os elementos genéticos moveis,” sequéncias
especificas de DNA ex6geno®® e, em alguns casos, RNA.”

A Norte-americana Jennifer Doudna ja tinha estudado
proteinas Cas9, porém sem resultados. O que faltava em sua
pesquisa era a molécula tracrRNA que Emmanuelle desco-
brira para intermediar o CRISPR e a enzima Cas9. Charpentier
e Doudna perceberam, entédo, que a “tesoura” criada em
laboratério poderia cortar o DNA de qualquer espécie, além
de poder escolher o trecho de DNA que se pretende cortar.
Dessa forma, quando o alvo é identificado, a enzima Cas9
cortaadupla hélice em duas partes, impedindo a replicacao
de um virus ou, no caso da técnica de edicao, alterando a
sequéncia de um genoma.®

Para tanto, o sistema CRISPR, que utiliza, além da nuclease
Cas9,0gRNA (RNA guia, fusao de crRNA e tracrRNA), contendo
20 nucleotideos na extremidade 5’e uma sequéncia PAM de
identificacao para a Cas9 clivar,® foi adaptado com o intuito de
induzir a dupla quebra do DNA em locais especificos, sequido
da edicao do genoma segmentado, permitindo a geragao de

diversos modelos transgénicos e expandindo a engenharia
genética com a possibilidade de novos modelos de estudo.
© E possivel utilizar a técnica CRISPR-Cas9 no melhoramento
genético de plantas com o intuito de se promover resisténcia
as pragas, bem como aos periodos secos. A ideia é permear
a técnica e utiliza-la em terapias para o cancer e doengas
hereditarias. O mais interessante do sistema é a possibilidade
de substituir trechos de DNA por outros, remover partes do
genoma que contém genes predispostos a alguma doenca,
substituindo esta parte por trechos genéticos onde néao ha
essas mutacoes.'?

O cancer detireoide é um dos tumores mais comuns que
afetam a regido do pescoco e cabeca. Na maioria dos casos,
o tratamento costuma ser simples e ter alta taxa de remissao
com aradioterapia, no entanto as variantes agressivas desse
cancer sao mais dificeis de tratar e nem sempre respondem
bem ao tratamento. Dessa forma, a possibilidade de utilizara
técnica CRISPR-Cas9 no tratamento de tumores trazuma nova
perspectiva para a drea."” No meio de todo esse dilema estilo
“ovo ou galinha’, o que se questiona é continuar as pesquisas
para entender os riscos e determinar um limite, ou determinar
um limite para continuar as pesquisas sem riscos."? Alinhar
os preceitos éticos € um dever com a humanidade, ao passo
que avancar nas pesquisas de cura ao cancer é uma possibi-
lidade real ao utilizar o sistema CRISPR-Cas9. Dessa forma, o
objetivo deste estudo é identificar os beneficios da técnica
CRISPR-Cas9 no tratamento de cancer, especificamente de
carcinoma papilifero de tireoide, expondo os limites éticos
nas modificacdes da espécie humana.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e analitico utilizando
uma base de dados secundaria. Foram realizadas pesquisas
nos bancos de dados SciELO e PubMed, utilizando os descrito-
res, em portugués/inglés,“CRISPR’, “CRISPR-Cas9", “carcinoma
papilifero de tireoide/CRISPR-Cas9’, no periodo de 01/01/2015
-31/12/21.Foram incluidos no estudo os artigos que utilizam
o sistema CRISPR-Cas9 no tratamento de cancer, especifica-
mente de carcinoma papilifero de tireoide, e discussoes sobre
os limites éticos nas modificacdes da espécie humana. Foram
excluidos os relatos de caso e pesquisas experimentais.

REVISAO DA LITERATURA
Historico do CRISPR-Cas9

O pesquisador Yoshizumi Ishino e sua equipe da Univer-
sidade de Osaka (Japao) identificaram uma regido peculiar
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no genoma da bactéria Escherichia coli, constituido por uma
configuracdo incomum: sequéncias repetidas e sequéncias
espacadoras intercaladas de funcdo desconhecida. Tais
sequéncias foram investigadas independentemente em
1993, e em 2000 elas foram identificadas nos genomas
de diferentes bactérias. Porém, ainda segundo Jansen,"?
somente em 2002 a sigla CRISPR (Clustered Regularly Inters-
paced Short Palindromic Repeats ou Repeticdes Palindro-
micas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas)
foi criada para denominar estas sequéncias. Bactérias e
virus sempre travaram uma batalha ao longo da evolucao
das espécies. Alguns bacteriéfagos sao capazes de lisar as
células bacterianas, todavia algumas bactérias possuem
um mecanismo de defesa capaz de proteger o seu material
genético da invasdo dos virus, criando uma verificacdo
de “memdria”"® utilizada na préxima vez que a célula for
invadida pelo virus.

Em 2012, Emmanuelle Charpentier® notou, ao descre-
ver a bactéria S. pyogenes, que era muito simples cortar e
alterar uma regido precisa no genoma de escolha, onde os
componentes pudessem ser controlados. Em conjunto com
a pesquisadora Jennifer Doudna, Charpentier encontrou
moléculas de RNA remanescentes do material genético
viral, revelando que acopladas as formas mais longas do
CRISPR estavam as nucleases Cas9. Esta descoberta da edicao
gendmica por CRISPR-Cas9 concedeu o prémio Nobel para
as pesquisadoras. CRISPR® e a proteina Cas9 formam uma
“tesoura” capaz de reconhecer e cortar uma porcao especifica
do DNA viral, nesse sentido, é possivel direcionar a“tesoura”
para um ponto desejado do genoma, permitindo a inativagao
e modificacdo dos genes, inserindo alteracdes desejadas e
especificas guiadas pelo RNA guia.®

Funcdo biolégica do CRISPR-Cas9

O sistema CRISPR-Cas tem a finalidade de proteger a
bactéria contra os elementos genéticos mdveis, sequéncias
especificas de DNA exégeno e, em alguns casos, RNA.457 E
basicamente um sistema de defesa bacteriano.

De acordo com Lessa,!"” a regiao CRISPR é uma parte
do material genético das bactérias que possui repeticdes
“intercaladas” por pequenos pedacos de DNA de virus que
as infectaram no passado e, dessa forma, quando um virus,
com uma sequéncia de DNA existente nessa regiao invade a
célula bacteriana, o mecanismo de defesa da bactéria envia
a Cas9, uma nuclease, capaz de cortar a dupla fita do DNA
viral na regiao em que ha essa compatibilidade, ativando o
sistema de “memdria genética”

Todavia, para que a Cas9 consiga identificar essa parte
do material genético do virus, a célula codifica um RNA guia
a partir da sequéncia do DNA viral contido na regiao CRISPR.

De acordo com Arend, Pereira e Markoski,"® o sistema
CRISPR-Cas9 pode ser utilizado para reparar mutacées na
regiao, como por exemplo para introduzir novas mutagoes,
por meio do nocaute génico, editando o genoma. A técnica é
capazde auxiliar também nos rearranjos cromossdmicos, na
regulagao da expressao génica, na busca de novos alvos para
proteinas de ligacdo relacionadas com o reparo do DNA.(®

Etapas do CRISPR-Cas9

Foram descritos trés tipos distintos de sistema CRISPR-Cas,
os tipos |, Il e lll, e onze subtipos. Nove proteinas Cas fazem
parte do sistema: Cas1 e Cas2 estao presentes nos trés tipos;
Cas5, Cas6 e Cas7 nos tipos | e lll. As proteinas exclusivas de
cada sistema sao Cas3 e Cas8 nortipol,Cas9 notipolle Cas10
no tipo l11.2% O tipo Il é o sistema mais simples de todos, e
conta com a endonucleasse Cas9, guiada pelo crRNA. Durante
uma infeccdo, o complexo formado pela Cas9 cliva o genoma
viral, baseando-se no dominio PAM. A enzima Cas9 comporta
dois dominios com atividades nucledsicas (RuvC e HNH), que
participam da imunidade. O sistema CRISPR-Cas tipo lll é o
mais complexo, subdivididos em dois subtipos, IlI-A e llI-B,
que estdo associados a proteina Cas10, podendo ser dife-
renciados pelos genes acessérios csm no subtipo Ill-A e cmr
no IlI-B, requerendo dominios PAM para o reconhecimento
da sequéncia alvo ou para a clivagem. O tipo lll reconhece
e cliva o RNA ou o DNA com material genético exégeno. O
tipo IlI-A degrada o DNA invasor e o tipo IlI-B degrada apenas
o RNA invasor."?

Eimportante ressaltar que a sequéncia PAM esté presente
apenas na sequéncia do alvo, ou seja, o CRISPR loci nao con-
tém a sequéncia PAM e dessa forma este ndo sera cortado
pela Cas9, apenas o DNA alvo contera a sequéncia PAM e,
portanto, somente ele sera clivado pela Cas9.?" O processo
de “imunidade” de CRISPR-Cas envolve trés mecanismos
diferentes: (i) adaptacéo, (i) expressao (biogénese do crRNA)
e as (iii) interferéncias (agdo contra o invasor).?2224

O estdgio de adaptacdo envolve a incorporacao de
fragmentos de DNA exégenos, conhecidos como PAM (pro-
tospacers adjacent motif - motivo adjacente ao protoespa-
cador) de virus e plasmideos que invadiram a célula, sendo
incorporados dentro do arranjo CRISPR (na sequéncia lider)
como novos espacos, utilizando as proteinas Cas1 e Cas2,
presentes no genoma que possui o sistema CRISPR. Estes
espacgos geram sequéncias de memoria para uma defesa
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especifica contra subsequentes invasées pelo mesmo virus
ou plasmideo.

Todavia, apds o corte, o DNA tenta se regenerar, sofrendo
alteragdes em sua sequéncia e, assim, o gene pode ser“desa-
tivado” no processo.?

Durante o estagio de expressao, o arranjo CRISPR é trans-
crito, pela RNA polimerase, como um precursor transcricional
(pre-crBRNA), processado e amadurecido para produzir CRISPR
RNAs (crRNAs). Nesta fase, ocorre a transcricao ininterrupta
do locus CRISPR, mediada pela sequéncia lider, que é uma
regiao que possui muitas adeninas-timinas servindo como
regiao promotora.®

Ja na etapa de interferéncia, crRNAs auxiliados por pro-
teinas Cas formam complexos que funcionam como guias
para alvos especificos, reconhecendo e clivando o 4cido
nucleico do respectivo virus ou plasmideo.?*29

Basicamente, cada crRNA formard um complexo com
um segundo RNA chamado de RNA-trans-ativagao crRNA
(tracrBNA), uma regiao conservada da bactéria. A fusao
destes dois RNAs (crRNA e tracrRNA) formard o RNA guia
(gRNA). O gRNA possui uma sequéncia contendo cerca de
20 pb (utilizada para a ligacao no DNA alvo).?”2)

Para a Cas9 se ligar com sucesso ao DNA, a sequéncia-alvo
no DNA gendmico precisa ser complementar a sequéncia
do gRNA e deve ser seguida pela sequéncia correta PAM.

CRISPR-Cas9 no tratamento génico de cancer

O sistema CRISPR-Cas9 apresenta um grande potencial
para ser usado como sistema no tratamento de varias doencas
de causa genética, incluindo o cancer, as doengas monogé-
nicas, e as doencas infecciosas, como a hepatite B e o HIV.2®

O sistema na edicao, bem como naremocéo de mutacdes
especificas nos oncogenes ou proto-oncogenes, responsaveis
pela multiplicacdo descontrolada na célula, que resulta nos
tumores, tem sido aplicado. Esta ferramenta pode ser aplicada
em humanos, cujas células sao coletadas, modificadas em
laboratério e reintroduzidas.

Basicamente, a técnica funciona da seguinte forma: LNPs
(nanoparticulas lipidicas) visam especificamente as células
cancerosas e as destroem por meio da manipulagao genética.

O sistema CRISPR-LNPs carrega um RNA mensageiro
que codifica para a enzima CRISPR-Cas9, atuando como uma
tesoura molecular, cortando o DNA das células. Vale ressaltar
que o método CRISPR-Cas9 também pode ser utilizado no
combate a canceres metastaticos, por meio da utilizacao de
nanoparticulas lipidicas, o que pode ser um passo importante
na direcdo da cura desta doenca agressiva.®

CRISPR-Cas9 no tratamento de carcinoma papilifero
de tireoide

Atireoide é uma glandula do sistema enddcrino respon-
savel pela producao de hormonios que agem no controle de
diversos 6rgdos do corpo humano.

O individuo apresenta a condicao clinica chamada de
bocio quando a glandula apresenta um crescimento anormal,
causando desequilibrio em alguns hormonios.

O carcinoma medular de tireoide (CMT) é uma neoplasia
das células C ou parafoliculares da tireoide, correspondendo
a 5% a 8% dos tumores malignos da glandula. O CMT apre-
senta-se como um tumor esporadico ou hereditério. Quando
hereditério, ¢ um dos componentes de uma sindrome gené-
tica de heranca autossémica dominante, apresentando-se
isoladamente na forma de carcinoma medular de tireoide
familiar ou como um dos componentes das sindromes de
neoplasia endécrina multipla. O proto-oncogene RET é o
responsdavel pela forma hereditaria da neoplasia. Testes
moleculares disponiveis formam a base para o manejo
adequado da hereditariedade do tumor, pois o diagnostico
e, consequentemente, o tratamento precoce melhoram
significativamente o prognéstico no individuo afetado e nos
carreadores assintomaticos.

O CMT apesenta como principais sintomas, além do
aumento progressivo do nédulo no pescoco, a rouquidao, a
sensacao de falta de ar e a dificuldade em engolir alimentos.
Os fatores de risco para tais anomalias envolvem histérico de
irradiacdo, como a radioterapia de cabeca e pescoco, histérico
familiar e associacao com dietas pobres em iodo.*" Segundo
0INCA (2021),%? o0 cancer de tireoide é um dos tumores mais
comuns que afetam as regides de pescoco e cabeca.

Na maioria dos casos, o tratamento costuma ser simples,
envolvendo procedimentos cirdrgicos como a retirada total
ou parcial da tireoide. Nas formas mais agressivas ha com-
plementacédo terapéutica com iodo radioativo, porém as
variantes agressivas desse cancer sdo mais dificeis de tratar
e podem nao responder bem ao tratamento. Isso ocorre, em
parte, porque um microRNA, que sédo pequenos RNAs endé-
genos que regulam a expressao génica pds-transcricional
do miR-17-92, tem sua expressao aumentada em tumores
desenvolvidos nas glandulas.

Dessa forma, o objetivo de melhorar o tratamento do can-
cer consiste em inibir a expressao do miR-17-92. A edicdo do
miR-17-92 é um desafio, pois o microRNA é um cluster (genes
nao codificantes) composto por seis microRNAs diferentes,
entretanto é possivel fazer a edicdo génica desse microRNA
utilizando a técnica CRISPR-Cas9, alterando a sequéncia de
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nucleotideos do gene. Alguns pesquisadores ja testaram a
técnica em células do carcinoma de tireoide.'3"

Existem algumas formas de utilizar a técnica CRISPR-Cas9
no combate ao cancer de tireoide. A edicdo génica pode ser
usada como neoadjuvante no tratamento ja existente de
canceres agressivos, como a terapia de inibidores farmaco-
I6gicos. Pesquisadores estudaram a capacidade de algumas
células diferenciadas em expressar genes relacionados ao
metabolismo do iodo, uma vez que o principal tratamento
para o cancer de tireoide é o iodo radioativo. Alguns genes
como o TPO e o NIS, responsaveis pela captagao de iodo,
aumentaram a sua diferenciacdo, mas ndo o suficiente para
que a capacidade de iodo fosse regenerada,™ porém com
a utilizacdo da técnica CRISPR-Cas9 seria possivel regenerar
essa capacidade.

Nos carcinomas de tireoide, hd também a mutacao no
gene BRAF, comum em 40% desses carcinomas. Essa mutagao
possui efeitos sobre a expressao de miR-17-92, que é um
potente regulador da diferenciacdo de células foliculares
da tireoide. A utilizacdo de inibidores combinados com a
edicao de microRNA, por meio do sistema CRISPR-Cas9, seria
responsavel por bloquear a expressao do miR-17-92, melho-
rando a diferenciacdo dos genes da tireoide e diminuindo
a expressao do gene NIS no cancer agressivo da tireoide.®?

CRISPR e limites éticos

Se no passado, para saber a respeito do futuro, os indi-
viduos consultavam os astros, na atualidade, a consulta aos
genes tem sido a aposta para prever o futuro, na esperanca
de decifrar totalmente o ser humano. Nesse sentido, a huma-
nidade comeca a ter em suas maos ferramentas e conheci-
mentos no ambito da genética e da aplicacao da engenharia
genética que prometem revolucionar completamente a sua
vida, bem como a fauna e a flora das regides.

Neste sentido, é necessario ter limites e conhecimentos
éticos para nao condenar precocemente uma descoberta
cientifica que pode trazer muitos beneficios a humanidade,
embora tal descoberta ndo esteja isenta de comprometer a
vida do ser humano no futuro,®* visto que a habilidade de
modificar pontos no genoma humano é objetivo da medi-
cina desde o conhecimento do DNA como unidade basica
da hereditariedade.

Uma das dificuldades do sistema CRISPR-Cas9 é a uti-
lizacdo de vetores virais como veiculo, pois esses vetores
possuem a capacidade de infectar vérias células, todavia a
técnica ja utiliza como alternativas os plasmideos e alguns
métodos fisicos, como a eletroporacdo, diminuindo as

variaveis do sistema.®? A era da edicdo do genoma levanta
questdes éticas que precisarao ser abordadas por cientistas
e pela sociedade em geral.

O quanto podemos usar esta ferramenta poderosa de
forma a garantir o maximo beneficio ao mesmo tempo em
que minimiza os riscos? Serd importante que entendamos
os fundamentos desta tecnologia para facilitar o discurso
publico racional. Os laboratérios também precisardao con-
siderar a melhor forma de promover o uso responsavel da
tecnologia CRISPR-Cas9 sem inibir a pesquisa apropriada e
o desenvolvimento da técnica.™

CONCLUSAO

No final do século XX, intensificaram-se as discussdes em
torno de questdes éticas sobre a manipulagao genética em
humanos. Esta discussao permanece no século XXI, essen-
cialmente apés a descoberta do sistema CRISPR-Cas9, uma
técnica de edicdo do DNA que pretende facilitar a engenharia
genética. Essa técnica pode ser utilizada no tratamento das
doencas genéticas e diversos tumores, como o cancer de
tireoide. No entanto, um dos maiores desafios cientificos é
desenvolver metodologias para que a técnica de CRISPR-Cas9
nao modifique o genoma humano em locais ndo intencionais
e ndo programados, o que traria consequéncias imprevisiveis
para os pacientes, seus descendentes e, em um aspecto mais
amplo, para toda a espécie humana e seu ecossistema.
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