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RESUMO

O céancer ¢ definido como um grupo de mais de cem doengas que tem como caracteristica
comum o crescimento descontrolados de células defeituosas, tendo elevadas taxas de
morbimortalidade. A dificuldade para realizar um diagndstico rapido e eficaz, bem como os
altos indices de efeitos colaterais causados pelos tratamentos habituais vém sendo grandes
incentivadores para a realizagdo de novos estudos que buscam suprir esse déficit. Nesse ambito,
o sistema CRISPR/Cas9 surge como uma ferramenta promissora, que vem sendo estudada na
ultima década para ser utilizada para o tratamento, diagnostico e avaliagdo de novos alvos para
a terapia do cancer. O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao sistematica
dos estudos de terapia génica no tratamento de neoplasias malignas utilizando o sistema
CRISPR/Cas9. A pesquisa foi realizada entre os meses de fevereiro e marco de 2021, nas bases
de dados Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Biblioteca Nacional de Medicina (PubMed) e
Science Direct, utilizando os descritores: ‘CRISPR-Associated Protein 9°, ‘Cas9 Endonuclease’
e ‘Carcinoma’, com o operador loégico “AND”, de modo a combinar os termos. Como
resultados, incialmente foram encontrados 11.651 artigos, seguida de filtracdo e selecdo de
acordo com os critérios de inclusdo e exclusio, totalizando-se 22, dentre estudos in vitro, in
vivo € ex vivo. As evidéncias encontradas pelos autores denotam, quase em sua totalidade, que
a técnica CRISPR/Cas9 ¢ uma alternativa promissora para o combate a diversos tipos de cancer,
atuando principalmente através do knock out de oncogenes, estimulando a apoptose das células
defeituosas e reduzindo a progressdo tumoral. Assim, essa revisdo sistematica tem grande
importancia servindo como base de conhecimento para futuros trabalhos que envolvam a
utilizagdo de CRISPR/Cas9 para o tratamento do cancer, trazendo grandes contribui¢des para a
area de terapia genénica e biologia molecular.

Palavras-chaves: CRISPR-Associated Protein 9, Cas9 Endonuclease, Carcinoma.



ABSTRACT

Cancer is defined as a group of more than one hundred diseases whose common characteristic
is the uncontrolled growth of defective cells, with high rates of morbidity and mortality. The
difficulty in making a quick and effective diagnosis, as well as the high rates of side effects
caused by the usual treatments, have been great incentives for the realization of new studies
that seek to fill this deficit. In this context, CRISPR/Cas9 system emerges as a promising tool,
which has been studied in the last decade to be used for the treatment, diagnosis and evaluation
of new targets for cancer therapy. The present work aimed to carry out a systematic review of
gene therapy studies in the treatment of malignancies using the CRISPR/Cas9 system. The
research was carried out between February and March 2021, in the databases Virtual Health
Library (VHL), National Library of Medicine (PubMed) and Science Direct, using the
descriptors: 'CRISPR-Associated Protein 9', ' Cas9 Endonuclease 'and' Carcinoma ', with the
logical operator “AND”, in order to combine the terms. As results, 11,651 articles were initially
found, followed by filtration and selection according to the inclusion and exclusion criteria,
totaling 22, among studies in vitro, in vivo and ex vivo. The evidence found by the authors
shows, almost in its entirety, that the CRISPR/Cas9 technique is a promising alternative for
combating several types of cancer, acting mainly through the knock out of oncogenes,
stimulating the apoptosis of defective cells and reducing the progression tumor. Thus, this
systematic review is of great importance, serving as a knowledge base for future studies
involving the use of CRISPR/Cas9 for the treatment of cancer, bringing great contributions to
the area of gene therapy and molecular biology.

Keywords: CRISPR-Associated Protein 9, Cas9 Endonuclease, Carcinoma.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Componentes do CRISPR-Cas9...........ccooviioiiiiiiieeeecee e 17
Figura 2. Mecanismos de reparo NHEJ € HDR.........cccoooiiiiiiiiiiiee e, 19
Figura 3. Criacdo de uma tela de CRISPR...........ccoiiiiiiiiiiicicceceet e 22

Figura 4. Fluxograma do resultado da busca, sele¢do e inclusdo dos estudos..........c.ccceceerueeneee 26



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas dos artigos incluidos na revisao sistematica sobre os estudos do

CRISPR/Cas9 para tratamento de neoplasias malignas...........ccccueeevveeesiieeiieesiieeeiee e 27



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AAV Virus Adeno Associados

Akt Proteina Quinase B

APC Adenomatous Polyposis Coli
BRCA Breast Cancer

BVS Biblioteca Virtual em Saude
CdkS Quinase 5 Dependente da Ciclina
CDKs Quinases Dependentes de Ciclinas

C-erbB-2  Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidérmico
CHC Carcinoma Hepatocelular

CRISPR  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromics Repeats
CRISPRa CRISPR Activation

CRISPRi CRISPR Interference

crRNA Crispr RNA

DSB Quebra da Cadeia Dupla

dCas9 Cas9 Modificada e Inativa

EGFR Receptor do Fator de Crescimento

EZH2 O Potenciador do Homoélogo Zeste 2

GBM Glioblastoma

Glullp Subunidade Beta da Glucosidade 11

HBsAg Antigeno de Superficie de Virus da Hepatite B

HDR Reparo Dirigido por Homologia

HIF-1a Fator 1a Induzivel por Hipoxia.

HPV Virus Epstein Barr

IL-6 Interleucina 6.

Mcl-1 Proteina de Fiferenciagdo Celular de Leucemia Mieloide Induzida

MLH1 Gene MR Mutl Homélogo 1
NHEJ Jun¢do de Extremidades Nao Homologas

NRF2 Fator Nuclear 2 Relacionado ao Eritroide 2
NSD1 Proteina 1 do Dominio SET de Liga¢ao ao Receptor Nuclear
PAM Motivo Adjacente Protoespagador

PCM1 Material Pericentriolar 1



PD-1
PD-L1
PH
PI3K
PTEN
PubMed
Rb
RC21
RNAm
RNP
RTKSs
SAHA
SASH1
sgRNA
SMAD4
TCR
TMZ
TNBC
tracrRNA
TTCR
VPR

Proteina de Morte Celular Programada

Receptor Ligante de Proteina de Morte Celular Programada
Dominio Quinase

Via Fosfoinositideo 3-quinase

Fosfatase Homologa a Tensina

Biblioteca Nacional de Medicina

Proteina do Retinoblastoma

Linha de Células de Carcinoma de Células Renais
RNA Mensageiro

Ribonucleoproteinas

Receptores de Tirosina Quinases

Suberoylanilide Hydroxamic Acid

Proteina 1 Contendo o Dominio SAM e SH3
RNA Guia

Gene Mothers Against Decapentaplegic Homolog
Receptor de Células T Endogenas

Temozolomida

Cancer de Mama Triplo-negativo

RNA Transativador

Células T transgénicas

VP64-p65-Rta



SUMARIO

L. INTRODUGAO ... 11
2. REFERENCIAL TEORICO........ooouiiioeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e 14
21 CANGCER ..ot neenaees 14
2.2 TRATAMENTOS PADROES PARA O CANCER.........cccovoioieeereeeeeeeeeeeseeeean. 15

2.3 CLUSTERED REGULARLY INTERSPACED SHORT PALINDROMIC REPEATS

(00 1] 5 8 USRS 16
B TR U 5 651101 (oo PSRRI 16
2.3.2 Componentes e mecanismo de a¢do do sistema CRISPR/Cas9............cccceeveennenee. 17
2.3.3 TIPOS AE TEPATOS ...eeevvienvieeeiieiieeieeeteeeiteeteeseteeseessseeseessseesseessseenseessseenseesssesnseensseenns 18

2.4 METODOS DE ENTREGA .....ccovvvuumiimmreireeesreessesessssssssesssesssssssssessssessssesssssssssans 18
2.5 CRISPR-CAS9 COMO FERRAMENTA DE EDICAO GENICA .........c.cooovvevvernnne. 19
2.5 1 KHOCK QUL ..ottt ettt e et e et e e st e e s see e e nseeenaseeennseesnnneeens 19
2.5.2 KHOCK Tttt ettt ettt e et e e st e e st e e s naee e enaeeennbeesanneeens 20
2.5.3 CRISPR interference (CRISPR1) .....cocuiiiiiiiiiiiiicee e 20
2.5.4 CRISPR activation (CRISPRA) .......cooouiiiiiiiiiiiieieeee et 21
2.5.5 Telas de CRISPR/CAST........ccuiiiiiiiiee ettt e 21
2.5.6 Desenvolvimento de organoides ........c..coceeieeeerierienienieeienecieneese e 22

2.6 ESTUDOS CLINICOS ENVOLVENDO O CRISPR/Cas9...........ccccoovveereerrrrrrrernnene. 23
3. METODOLOGIAL....cotiteteeee ettt sttt ettt eees 24
3.1 PESQUISA SISTEMATICA DE LITERATURA .....c.coovoimiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 24
3.2 ESTRATEGIAS DE BUSCAS E SELECAO ... 24
3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DE ESTUDOS .......ovvvenrirrirrirerinnees 24
3.4 EXTRACAO E ANALISE DE DADOS ..ottt eeeeeeeeeeeeeeeesee e eese s eeseeeeene 25
4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 26
5. CONSIDERACOES FINALIS ....ocoouiiiieeeeeeeeeee et see e tesee e se s s 39

REFERENCTIAS ..o e e e e e e e e e e s e e s e s s es e e e s e e s e e s es e s es e s s esesasans 40



11

1. INTRODUCAO

As neoplasias malignas (cancer) sdo compreendidas como um grupo de mais de cem
doencas que tem como caracteristica comum o crescimento descontrolados de células
defeituosas. Essas células podem invadir 6rgdos, sistemas e tecidos adjacentes, acarretando uma
disfuncionalidade geral do organismo, podendo levar o individuo a morte (ZAIMY et al, 2017).

O cancer tem se tornado um problema de saude publica recorrente com grande
magnitude epidemiolodgica, social € econdmica, se tornando uma doenga de dificil combate que
vem sendo enfrentada pelo sistema de saude brasileiro ao longo dos anos. E uma patologia
responsavel por uma elevada taxa de morbimortalidade, e ainda hoje, suas causas ndo sdo
conhecidas em sua totalidade, surgindo ao longo dos anos estudos que buscaram compreender
e desvendar os mecanismos bioldgicos e patoldgicos que estdo envolvidos no desenvolvimento
desordenado de células tumorais (ZAIMY et al, 2017).

Fatores internos e externos como a hereditariedade, a influéncia do ambiente e estilo de
vida influenciam diretamente no risco de desenvolvimento de uma neoplasia. Em conformidade
com os estudos, hd um consentimento geral na comunidade cientifica de que os fatores
intrinsecos e extrinsecos desencadeiam uma mutagdo genética que altera o ciclo reprodutivo da
célula através da inibicdo de supressores tumorais e ativacdo de oncogenes (MARTINEZ-
LAGE et al., 2018).

Zaimy et al (2017) relatam que o aparecimento de sintomas pode variar de acordo com
o tecido afetado, sua fungdo, a atividade funcional do organismo e a pressao que o tumor exerce
sobre as areas adjacentes, podendo levar de meses a anos para aparecerem. As caracteristicas
anteriormente citadas também influenciam no tipo de sintoma que vird a aparecer. Entretanto,
alguns deles sdo comuns a maioria dos canceres, como fraqueza, mal-estar, edema de
linfonodos, infec¢des recorrentes, perda de peso, sangramento continuo e dor.

O diagnostico também iré variar de acordo com a localizagdo do tumor, mas de modo
geral, sdo utilizados exames bioquimicos, de imagem e bidpsia de um fragmento do tumor ou
tecido (MARTINEZ-LAGE et al., 2018). Rodrigues et al. (2019), enfatizam que o rastreio
precoce do cancer aumenta a taxa de sucesso no tratamento, reduzindo o risco de sequelas e
morte. Ademais, o médico da atencao basica, levando em conta cada individualidade, deve
orientar seu paciente acerca dos sinais que podem vir a dar indicios de uma malignidade tumoral
para que ele busque ajuda médica o mais rapido possivel.

A confirmac¢ao de um diagnostico de cancer causa um grande impacto a vida do paciente
e a das pessoas ao seu entorno. E a partir dela que o paciente passara a ter uma nova rotina, que

serd influenciada pelos métodos de tratamento escolhido pela equipe que o atende. A escolha
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do tratamento deve levar em conta todo o estado de satude do paciente, bem como as ferramentas
dispostas a servigo do sistema de saude. Os meios mais comuns de terapia incluem: radioterapia,
quimioterapia, hormonioterapia, cirurgias de retirada ou transplante e imunoterapia (MATTOS,
2016).

Zhan et al. (2019) descrevem que paralelamente ao progresso das terapias e métodos de
prevengdo oncoldgico, houve também avangos nos estudos para o entendimento dos
mecanismos de resisténcia do cancer, bem como nos processos bioquimicos envolvidos na
expansao tumoral. Também ressaltam que embora os avangos tenham contribuido bastante para
a melhora da sobrevida e até mesmo a cura, para muitos outros, as opcdes de tratamentos
tradicionais tém muitas limitacdes e ainda necessitam de um diagnostico precoce para um
aumento das chances de cura.

Com a descoberta recente do sistema Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR), em portugués, repeticdes palindromicas curtas, agrupadas e
regularmente interpassadas, a comunidade cientifica observou que a edicdo gé€nica pode ser
uma das alternativas na terapia do cancer e outras doencas causadas por defeitos em genes
especificos (ZHAN et al., 2019).

Estudos de 2007 mostraram que o sistema CRISPR fazia parte da imunidade de algumas
bactérias contra bacteriéfagos. Porém, apenas entre os anos de 2011 e 2013 esse mecanismo foi
elucidado pela Emmanuelle Charpentier, uma microbiologista francesa, e sua equipe. Em sua
pesquisa, ela observou que a unido de um RNA guia com uma endonuclease chamada Cas
formava um complexo de ribonucleoproteina (RNP), chamado de CRISPR/Cas9, que era capaz
de clivar o DNA do virus invasor em bactérias da espécie Streptococcus pyogenes, tornando-o
inativo (MORANGE, 2015).

Nesse contexto, os pesquisadores observaram que esse mecanismo poderia ser utilizado
para realizar diversos experimentos envolvendo a dele¢do, inativagdo, ativacdo ou edi¢do de
genes, incluindo estudos em busca de tratamentos efetivos contra as mutacdes no ciclo
reprodutivo das células que causam as neoplasias (MARTINEZ-LAGE et al., 2018;
MORANGE, 2015).

A versatilidade e especificidade da técnica sdo duas caracteristicas fortes que deixa a
frente das técnicas normalmente usadas para a edi¢do génica, como € o caso do RNA de
interferéncia. Nessa técnica € possivel silenciar um ou mais genes através da destruicdao dos
transcritos. Diferente do CRISPR/Cas9, nessa técnica ndo temos controle direto sobre qual gene

sera silenciado. Com relagcdo a versatilidade, o CRISPR/Cas9 além de permitir a edigdo
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genética, permite também a criacdo de métodos de triagem e rastreamento gendmico que podem
ser utilizados para descobrir novos alvos para a terapia do cancer (ZHAN et al., 2019).

Assim, o presente trabalho faz-se necessario para avaliar e elencar, através de uma
revisdo sistematica, os principais estudos envolvendo o sistema CRISPR/Cas9 no tratamento
de neoplasias malignas, bem como ressaltar as principais formas como esse mecanismo pode
ser utilizado no tratamento do cancer. Tendo como objetivo geral realizar uma revisdo
sistematica dos estudos de terapia génica no tratamento de neoplasias malignas utilizando o
sistema CRISPR-Cas9. Ainda, como objetivos especificos evidenciar os mecanismos genéticos
envolvidos na carcinogénese, descrever a técnica CRISPR/Cas9, seus componentes e
mecanismo de agdo, elencar as formas de tratamento do cancer utilizando a técnica
CRISP/Cas9, além de analisar as perspectivas futuras desse sistema.

Nesse contexto, para a elaboragdo desse trabalho foi considerada a seguinte questdo:
como o sistema CRISPR/Cas9 pode contribuir para o tratamento do cancer e até que ponto ele

pode ser eficaz?
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 CANCER

O ambiente ao redor do individuo e sua heranga genética tém influéncia sobre os
mecanismos que regulam a divisdo celular. Fisiologicamente, o ciclo celular ¢ duramente
regulado para que n3o haja mutagcdes a ponto de gerar efeitos deletérios ao organismo
(MARTINEZ-LAGE et al., 2018). Quando ha dano genético nas células de um tecido ¢ aberta
uma brecha nos mecanismos de regulagdo e apoptose celular, ocasionando uma série de divisoes
mitoticas de células defeituosas, de modo desenfreado que resultam em um cancer (LOPES;
OLIVEIRA; PRADO, 2002)

Os tumores podem ser classificados em benignos, quando permanecem em seu local de
origem, ¢ em malignos, quando possuem a capacidade de se multiplicar e invadir os tecidos
adjacentes. Independentemente da sua classificacdo, a multiplicagdo tumoral ocorre quando ha
defeitos em genes supressores de tumores € nos oncogenes (genes responsaveis por codificar
proteinas que controlam o ciclo de divisdo da célula) (LOPES; OLIVEIRA; PRADO, 2002).

De acordo com Lopes, Oliveira e Prado (2002), genes supressores de tumores sdo genes
recessivos que levam ao aparecimento do tumor somente quando se encontram inativos ou
pouco expressos em ambos os cromossomos. Por outro lado, os oncogenes sdo genes
dominantes que quando expressados codificam proteinas que favorecem o descontrole no ritmo
de crescimento celular. Dessa forma, o cancer ¢ basicamente uma doenga do DNA.

Os principais genes supressores de tumor envolvidos no processo de regulagdo sao o
gene P53, o Adenomatous Polyposis Coli (APC) e o breast cancer (BRCA) 1 e 2. O primeiro,
quando fosforilado atua como um fator de transcri¢ao no proprio gene ativando o gene P21 que
codifica a proteina de mesmo nome. A proteina P21 induz um feedback negativo na producdo
de quinases dependentes de ciclinas (CDKs) e das ciclinas, reduzindo a sua sintese. Essas
proteinas atuam na transi¢do entre as fases da divisdo celular, principalmente de G1 para S e de
G2 para M. Quando esse gene se encontra inativo ou pouco expresso a producdo de CDKs e
ciclinas ndo ¢ interrompida, favorecendo o descontrole celular (WARD, 2002).

O Gene p53 também atua estimulando a via das caspases no processo de apoptose
celular e na ativagdo da DNA polimerase III, que € responsavel pelo mecanismo de reparo do
DNA. Os genes APC e BRCA 1 e 2 também atuam na regulacio da sintese de CDKs e ciclinas,
com efeito de feedback negativo (WARD, 2002).

Regulando positivamente a produgao das CDKs e ciclinas, tem-se os genes myc € ras.
O primeiro, quando fosforilado atua como um fator de transcri¢do para a producdo dos

reguladores ciclicos estimulando o processo de mitose. O segundo codifica a proteina de mesmo
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nome que atua como uma proteina de transmembrana interagindo com receptores de fatores de
crescimento celular na fase G1 do ciclo (WARD, 2002; LOPES; OLIVEIRA; PRADO, 2002).

Uma das teorias mais aceitas € que o cancer ocorre devido ao nocaute (inativagao) dos
genes supressores de tumores, juntamente com uma superexpressao dos oncogenes. Esses dois
processos causam a producdo aumentada das CDKs e ciclinas, levando a sintese elevada de
fatores de crescimentos e fuga dos mecanismos de apoptose e reparo do DNA. O resultado
dessa desregulagdo em massa ¢ o surgimento de uma neoplasia. Existem muitos outros genes
envolvidos no processo, porém eles t€ém relagdo mais intima com tipos especificos de cancer

como o de pulmao e célon, entre outros (WARD, 2002; LOPES; OLIVEIRA; PRADO, 2002).

2.2 TRATAMENTOS PADROES PARA O CANCER

Os sistemas de saude dispdem de varios protocolos para o tratamento do cancer,
variando de acordo com o tipo, a gravidade e tempo de diagnostico. Além do tratamento da
doenga em si, muitos pacientes necessitam de acompanhamento psicossocial, visto que os
tratamentos sdo muito ofensivos ao organismo, produzindo diversos efeitos colaterais que
prejudicam o estado de satide mental deles (ZAIMY et al, 2017).

O maior desafio enfrentado pelos protocolos atuais é extinguir as células tumorais de
forma precisa, sem destruir células saudaveis. Tratamentos como a quimioterapia e radioterapia
ndo sdo precisos ao ponto de matar apenas as células cancerigenas, sdo muito caros, e ainda
assim acabam danificando e matando cé€lulas saudaveis. Em grande parte dos casos, os
medicamentos utilizados na quimioterapia ndo sdo bem aceitos pelo organismo do paciente,
podendo ter sua biodisponibilidade prejudicada e consequentemente seu efeito terapéutico
reduzido. Além disso, ha muitos relatos de hipersensibilidade ou efeitos colaterais exacerbados
que podem contribuir para a ndo aceitacao da terapia pelo paciente. Alguns efeitos colaterais
incluem perda de cabelo, nduseas, vomitos, perda de apetite, diarreias, fadiga e hematomas
(MONTERO et al., 2005; ARAUJO; BARBOSA; BARICHELLO, 2014).

Da mesma forma, a hormonioterapia pode ter um efeito contrario ao esperado, aumentar
ou reduzir a producdo de um hormonio pode ser perigoso, visto que eles t€ém atuagdo em
diversos tecidos do organismo (MONTERO et al, 2005; ARAUJO; BARBOSA;
BARICHELLO, 2014).

Em alguns casos, ¢ necessario a retirada de parte de um tecido ou até mesmo um 6rgao
inteiro que estd afetado pelo cancer. Em grande parte dos casos, isso causa uma enorme
debilidade ao paciente, fazendo com que ele passe o resto de sua vida realizando procedimentos

que substituem a funcao do 6rgao retirado, como ocorre em pacientes que retiram os rins €
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necessitam realizar hemodidlise frequentemente. Além disso, ndo ha a certeza de que as células
ndo voltardo a se reproduzir descontroladamente, o que leva as pessoas a lutarem contra a
doenca por anos (DALL'OGLIO et al., 2004).

O grande gasto gerado pelos tratamentos usuais, a elevada taxa de efeitos colaterais e a
efetividade dependente de tempo de diagnoéstico sdo fatores que impulsionaram a busca por
novas formas de enfrentar as neoplasias malignas. Assim, com base na biologia molecular e
engenharia genética o surgimento do sistema CRISPR/Cas9 gerou muita expectativa na
comunidade cientifica com relagdo a sua utilizacdo para o tratamento de cancer e diversas

doengas de carater genético (MORANGE, 2015).

2.3 CLUSTERED REGULARLY INTERSPACED SHORT PALINDROMIC REPEATS
(CRISPR)

Esse sistema foi desenvolvido a partir dos mecanismos de defesa de bactérias contra a
invasdo por bacteriofagos. Quando ocorre a invasdo, 0 DNA do virus ¢ clivado por enzimas e
associado ao DNA bacteriano numa regido denominada de CRISPR /locus. A unido intercalada
entre 0 DNA viral e bacteriano ¢ o que forma as Repeti¢des Palindromicas Curtas, Agrupadas
e Regularmente Interespagadas, sendo essa regido responsavel pela meméria imunoldgica
bacteriana (HSU; LANDER; ZHANG, 2014; AREND; PEREIRA; MARKOSKI, 2017).

O sistema CRISPR/Cas9 ¢ uma ferramenta composta por duas unidades capaz de
realizar o pareamento de bases nitrogenadas em uma sequéncia especifica do DNA, permitindo
o seu corte por meio de uma endonuclease (Cas9), que ¢ guiada por uma sequéncia de RNA

especifico (AREND; PEREIRA; MARKOSKI, 2017).

2.3.1 Historico

As primeiras descobertas sobre o sistema CRISPR/Cas9 datam do ano de 1987, quando
pesquisadores relataram um conjunto peculiar de repeticdes no DNA de bactérias Escherichia
coli, enquanto estudavam a enzima iap envolvida na conversdo de isoenzimas de fosfatase
alcalina na bactéria (HSU; LANDER; ZHANG, 2014).

De acordo com Hsu, Lander e Zhang (2014), com base nas primeiras descobertas
iniciou-se o interesse por tais elementos de repeti¢ao microbiana. Em 2002, dois pesquisadores
nomearam essa matriz de repeti¢cdes interespacadas de CRISPR e em 2007 foi descoberto que
esse sistema estava relacionado aos mecanismos de defesa de bactérias.

Em 2012, as pesquisadoras Emmauelle Charpentier e Jennifer Doudna descreveram os

processos bioquimicos € moleculares por tras do sistema. Desse modo, conseguiram isolar uma
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forma pura da enzima Cas9 do Streptococcus pyogenes e guia-la para clivar a molécula de DNA
em experimentos in vitro no ano de 2013. A partir desse ano, varios estudos demonstraram o
uso do sistema CRISPR como ferramenta para edigdo genética, surgindo assim varias pesquisas
relacionadas ao seu uso para o tratamento de doencas e criacao de alimentos transgénicos (HSU;

LANDER; ZHANG, 2014).

2.3.2 Componentes e mecanismo de acio do sistema CRISPR/Cas9

Atualmente sdo estudados trés tipos de sistemas CRISPR/Cas9 (I, II e IT) que atuam de
formas distintas clivando o DNA alvo. Os tipos I e III utilizam um grande complexo de
endonucleases para clivar o acido nucleico, diferentemente do tipo II que utiliza apenas uma
endomuclease Cas (CAETANO et al., 2019). Esse sistema pode ser obtido de diversas espécies
de bactérias, entretanto, o sistema CRISPR/Cas do tipo II proveniente da Streptococcus
pyvogenes ¢ o mais utilizado por ter melhor aplicagdo na terapia génica e menor complexidade
em sua producdo (RAMOS, 2016).

Como descrito anteriormente, o sistema CRISPR/Cas9 ¢ composto por duas unidades,
sendo um RNA guia (sgRNA) e uma endonuclease (Cas 9). O sgRNA possui cerca de 20
nucleotideos e surge da unido de dois outros RNAs: o CRISPR RNA (crRNA) e o RNA
transativador (tractRNA). Esses dois irdo orientar a endonuclease Cas para realizar o corte no

DNA alvo (ZHAN et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1. Componentes do CRISPR/Cas9

sgRNA
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Cas9 nuclease PAM

Fonte: Adaptado de ZHAN et al. (2019).

Para o reconhecimento do DNA alvo ¢ necessario motivo adjacente do protoespagador
(PAM), uma sequéncia de trés nucleotideos (NGG ou NAG, sendo N qualquer base
nitrogenada) que ¢ reconhecida pela endonuclease Cas 9. Apos a ligacao, ha uma quebra da

cadeia dupla (DSB) que ird induzir os mecanismos de reparo (ZHAN et al., 2019).
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2.3.3 Tipos de reparos

A célula pode responder uma DSB com duas formas de reparo endégeno diferentes: a
juncao de extremidades ndao homologas (NHEJ) ou reparo dirigido por homologia (HDR). A
NHEJ ¢ um sistema de reparo propenso a erros, pois pode levar a exclusao ou adi¢dao de
sequéncias de nucleotideos (indels) por mecanismos enddgenos, que podem condicionar a
formagao de cédons de paradas, promovendo a inativagido do gene (ZHAN et al., 2019).

A HDR utiliza um modelo de DNA pré-programado, contendo uma sequéncia de
nucleotideos desejada como molde para realizar o reparo. Esse tipo de reparo ¢ mais especifico
e amplamente utilizado quando se hd a necessidade de introduzir mutagdes genéticas bem
definidas, como por exemplo, ativar um gene especifico que expressard determinada proteina

desejada pelo pesquisador (ZHAN ef al., 2019) (Figura 2).

Figura 2. Mecanismos de reparo NHEJ e HDR.
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Fonte: ZHAN et al., 2019.

2.4 METODOS DE ENTREGA

Para ocorrer a clivagem do DNA e consequentemente a edigdo do gene, € necessario
que o sistema CRISPR/Cas9 seja entregue a célula-alvo. O transporte ¢ feito através de vetores,
podendo ser um plasmideo, virus, RNPs (Ribonucleoproteinas) ou nanoparticulas lipidicas
(RAMOS, 2016).

Segundo Ramos (2016), a técnica de entrega por meio de plasmideos ¢ a mais utilizada
atualmente, pois ¢ de facil produg¢do e necessita de apenas um vetor para sua entrega. Esse
método foi um dos primeiros a serem estudados, podendo ser entregue por injecdes ou

eletroporacgdo. Entretanto, em alguns casos possui uma baixa eficiéncia devido o mau controle
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da Cas 9. Com isso, outros métodos passaram a ser estudados a fim de se aumentar a eficacia
da técnica na edi¢do génica (ZHAN, et al., 2019).

Os virus adeno-associados (AAV) t€ém um enorme potencial, pois realizam uma boa
transdugdo, ndo sao integrantes e possuem uma alta compatibilidade sorologica com grande
parte dos humanos. Ainda induzem uma rapida resposta e possuem diversos sorotipos, que tém
atracdo por diversos tecidos, permitindo a entrega do sistema para diferentes 6rgdos. Em
contrapartida, tem como desvantagem a dificuldade no empacotamento do sistema e devido ao
seu tamanho € necessario codificar o gene da Cas9 e o sgRNA em vetores separados (RAMOS,
2016; ZHAN et al., 2019).

As RNPs tém sido descritas como um método promissor para entrega do sistema
CRISPR/Cas9, pois tém grande especificidade, evitando mutagdes em genes indesejados, além
de possuirem uma a¢do muito rdpida. A entrega de RNPs numa cultura de células pode ser
realizada através de microinje¢des ou eletroporacdo. Por ser produzido em larga escala, esse
método vem sendo amplamente estudado como forma alternativa a vetores virais € plasmideos
(RAMOS, 2016).

Por ultimo, estudos recentes tém mostrado eficdcia na entrega do sistema CRISPR/Cas9
por meio de nanoparticulas lipidicas modificadas artificialmente. A sua maior vantagem ¢ a
capacidade de ser carregada com o DNA molde para o reparo dirigido por homologia, além de

permitir o empacotamento do sistema completo em seu interior (ZHAN et al., 2019).

2.5 CRISPR-CAS9 COMO FERRAMENTA DE EDICAO GENICA

A versatilidade, alta precisdo e relativa simplicidade colocaram o CRIPSR/Cas9 no
posto de uma das principais técnicas de edi¢do génica. Ao longo dos anos, os estudos mostraram
que essa técnica poderia ser utilizada de muitas outras formas e ndo apenas para silenciar, editar
ou expressar um gene. Varias sao as ramificacdes do uso do CRISPR/Cas9, desde a triagem de

genes-alvos para terapia do cancer, com as telas de CRISPR até a produgdo de organoides para

estudos in vitro (RAMOS, 2016; ZHAN et al., 2019).

2.5.1 Knock out

Knock out (nocaute) € o termo utilizado quando induzimos um gene a sua inativagdo. A
capacidade de gerar codon de paradas pelo mecanismo NHEJ pode ser utilizada para nocautear
um gene, coibindo a sintese de uma proteina especifica e consequentemente sua acdo no

organismo. Outra forma de inativar um gene ¢ utilizando-se de varios sgRNA que guiardo o
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sistema CRISPR para realizar multiplas dele¢des no gene-alvo inativando-o (KAWAMURA et
al.,2015; ZHAN et al., 2019).

A inativagdo de um gene permite que pesquisadores estudem o seu impacto sobre o
fenodtipo de uma célula ou organismo, ou seja, realiza uma triagem para verificar quais genes
tém maior importancia no desenvolvimento de uma neoplasia. Também ¢ possivel inativar um
gene visando cessar a produ¢do de uma proteina que estimule a divisdo celular, geralmente
codificada por um oncogene. Como exemplo, o nocaute do gene NANOGPG (gene que
promove a entrada de células na fase S da divisdo celular) diminui a tumorigenicidade in vivo

de células no cancer de prostata (KAWAMURA et al., 2015).

2.5.2 Knock in

O reparo por HDR permite a inser¢do de uma sequéncia especifica de nucleotideos no
DNA, codificando um RNA mensageiro (RNAm) que ird expressar a proteina desejada pelo
pesquisador. Esse método ¢ conhecido como knock in e € utilizado para ativar ou superexpressar
um gene-alvo. Com relag¢do ao cancer, esse método pode ser utilizado para superexpressdo de
um gene supressor de tumor, sendo uma alternativa de tratamento, ou ser utilizado para ativar
oncogenes e gerar modelos transgénicos de camundongos com cancer, que serdo utilizados para
estudos e experimentos (PLATT, et al., 2014; ZHAN, et al., 2019).

Platt et al. (2014) demonstram a utilizacdo desse método para gerar modelos de
camundongos com cancer no pulmao. Com a ativagao do oncogene KRAS e nocaute dos genes
supressores P53 e LKB1 (trés principais genes envolvidos no desenvolvimento do cancer de
pulmdo), observou-se o aparecimento de nodulos cerca de dois meses apds a inser¢dao do
sistema no organismo dos ratos, enquanto camundongos nao tratados com Cas9 nao tiveram
nenhuma alteracado fisiologica.

Nesse estudo também foi verificado que edi¢ao por meio do sistema CRISPR/Cas9 nao
gerou alteragdes em outros sistemas do organismo dos camundongos, todos eram férteis com
reproducdo e desenvolvimento embrionario normal e possuiam um sistema nervoso integro e

funcional (PLATT et al., 2014).

2.5.3 CRISPR interference (CRISPRi)
Uma alternativa para silenciar genes ¢ a CRISPR1, técnica na qual € possivel silenciar
um gene-alvo utilizando uma Cas9 modificada e inativa (dCas9). O sistema permanece o

mesmo com a endonuclease e 0 sgRNA, porém, como a Cas9 estd inativa, ao se ligar ao sitio-
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alvo ela impede a fase de alongamento da transcri¢do do DNA, impedindo a ligacdo da RNA
polimerase, seus fatores de transcri¢cdo e finalmente silenciando o gene desejado. Essa técnica
pode reprimir a expressdao de multiplos genes, de forma reversivel e eficiente, sem efeitos fora
do local desejado (QI et al., 2013).

Como ferramenta no estudo e tratamento para o cancer, Yoshida ez al. (2018) utilizaram
o CRISPRI para reduzir a expressdo de uma isoforma do gene P63, a ANp63 que tem papel
importante no descontrole celular em neoplasias malignas de pulmao e esofago. O método
testado in vitro e in vivo demonstrou ser eficiente na redugao da proliferagao celular em tumores

pulmonares e esofagicos.

2.5.4 CRISPR activation (CRISPRa)

O sistema CRISPRa utiliza uma Cas9 mutada (dCas9) que nao possui a capacidade de
criar uma DSB, mas sim de ativar o gene-alvo através de ativadores transcricionais que sao
carregados juntamente com o sgRNA e a dCas9 no vetor escolhido. Ao se ligar ao sitio
desejado, uma RNA polimerase II ¢ recrutada e promove a expressao génica no /ocus desejado
(WANGENSTEEN et al., 2018).

A ativag@o por CRISPR foi estudada como forma de triagem genética para resisténcia a
drogas de forma ex vivo em camundongos modelados com leucemias. Por ter a capacidade de
produzir varias ativagdes, o CRISPRa ¢ estudado com o intuito de elencar quais genes geram
fenotipos resistentes ao tratamento para diversas doengas, incluindo o cancer e assim silencia-
los utilizando o proprio CRISPR/Cas9 ou outra técnica de silenciamento genético. Além disso,
a dCas9 pode ser formatada para aumentar a expressao de genes supressores de tumores com o
objetivo de regular o crescimento desordenado de uma célula cancerigena (WARD, 2002;

WANGENSTEEN et al., 2018)

2.5.5 Telas de CRISPR/Cas9

A tela de CRISPR/Cas9 ¢ uma ferramenta poderosa de triagem da gendmica funcional,
sendo utilizada para descobrir possiveis alvos na terapia contra o cancer funcionando através
de uma inibi¢do ou ativagdo sistematica de genes por todo o genoma. Nessa técnica,
inicialmente sdo produzidos varios RNAs guias para cada gene alvo, agrupados em uma
biblioteca. A biblioteca CRISPR ¢ copiada e empacotada em um vetor viral, que infectard com
baixa multiplicidade células com a Cas9 expressa, para que cada célula carregue em seu interior

o nocaute de um gene especifico (Figura 3) (ZHAN et al., 2019).
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Posteriormente, o conjunto de células knock out sofre perturbacdes especificas e tém
seu DNA extraido, amplificado e sequenciado. Esse processo permite verificar quais genes
inoperantes configuram fendtipos com sensibilidade aumentada ou diminuida a determinado

medicamento (ZHAN et al., 2019).

Figura 3. Criagdo de uma tela de CRISPR. (A): elaboragdo do RNA guia. (B): anexo do RNA
a um plasmideo e posteriormente a um virus em (C). (D): transdu¢do dos vetores nas células
com Cas9 expressa. (E): sele¢ao positiva ou negativa das cé€lulas com o gene mutado.
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Fonte: adaptado de Zhan ef al. (2019).

O maior foco dessa técnica ¢ identificar possiveis fragilidades ao longo do genoma
estudado. A deteccao de um gene vulneravel € importante, pois seu esgotamento funcional pode
levar a uma diminui¢do da progressdao do tumor, podendo esse gene ser um possivel alvo de

drogas para o tratamento de neoplasias malignas (ZHAN et al., 2019).

2.5.6 Desenvolvimento de organoides

Os organoides sdo tecidos epiteliais criados a partir da cultura 3D de células-tronco
adultas e funcionam como uma espécie de “minidrgdo”. A capacidade de gerar organoides
saudaveis ou cancerigenos permite o estudo da progressao tumoral em laboratorio, bem como

pesquisar novas formas de diagndstico, sendo essa técnica frequentemente empregada para
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gerar fenotipos com nocaute em genes supressores de tumor e knock in de oncogenes (ZHAN
etal., 2019).

Recentemente, o CRISPR/Cas9 foi aplicado para gerar organoides do célon humano
geneticamente mutados com nocaute dos genes APC, Mothers against decapentaplegic
homolog 4 (SMAD4) e P53 (Genes supressores de tumor) e expressdo aumentada dos
oncogenes KRAS e/ou PIK3CA para desenvolver células cancerigenas. A manipulag¢do desses
tecidos permite o estudo mais seguro e detalhado da progressao tumoral, bem como a analise
da influéncia de fatores extrinsecos e perturbagdes selecionadas, e ainda podem ser utilizados
na busca por novas formas de tratamento para o cancer ¢ medicamentos experimentais
(MATANO et al., 2015).

Em outro estudo, Drost ef al. (2017) realizaram o uso do sistema CRISPR/Cas9 em
organoides intestinais para induzir a perda de fung¢do do gene MR Mutl homologo 1 (MLHI) e
assim estudar os efeitos de mutagdes genéticas que interrompem o sistema de reparo de DNA.

O gene MLHI quando inativo predispde o desenvolvimento de cancer colorretal.

2.6 ESTUDOS CLINICOS ENVOLVENDO O CRISPR/Cas9

De acordo com Zhan et al. (2019), o primeiro estudo envolvendo o uso desse sistema
foi desenvolvido na China em 2016 e contava com pacientes do Hospital da China Ocidental
da Universidade de Sichuan, que doavam linfocitos do sangue periférico para estudo ex vivo do
nocaute do receptor ligante de proteina de morte celular programada (PD-L1). O PD-L1 ¢
presente em larga escala em tumores malignos e sdo responsaveis pela morte de linfécitos T
citotoxicos quando ligados a PD-1. Os linfocitos T citotoxicos sdo responsaveis por destruir
células infectadas por virus ou células com ciclo reprodutivo descontrolado. Assim, apds o
nocaute do gene que codifica o receptor PD-L1, os linfocitos foram reintroduzidos nos pacientes
e sua a¢do foi avaliada. Esse estudo ¢ considerado um dos mais promissores, relacionado a
reducdo da progressao tumoral.

Outro estudo de fase I e II avaliou o nocaute desse mesmo gene (ex vivo) em linfocitos
T especificos para o virus Eppstein-Barr (herpesvirus ou HPV), sendo objeto de pesquisa no
tratamento de canceres de nasofaringe. Outra abordagem ¢ a produgdo de células T quiméricas
do receptor de antigeno utilizando CRISPR/Ca9. Sua aplicacdo produziu células T com
capacidade muito maior de reconhecer tumores malignos, frente a linfocitos normais.
Futuramente, se aprovada, esse tratamento permitird que o proprio sistema imunologico do
paciente lute contra o desenvolvimento desenfreado das células cancerigenas. Ensaios clinicos

in vivo com CRISPR/Cas9 sao ainda mais raros (ZHAN et al., 2019).
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3. METODOLOGIA
3.1 PESQUISA SISTEMATICA DE LITERATURA

Esta revisdo sistematica foi realizada de acordo com as diretrizes dos itens de relatorio
preferenciais para revisdes sistematicas e meta-andlises (declaragdo PRISMA), com
modificagdes.

A pesquisa seguiu conforme o codigo de €tica da profissao de Biomédico diante da
resolucao 198/2011 do Conselho Federal de Biomedicina, que regulamenta as atividades éticas
e legais dos profissionais de Biomedicina. Mesmo sendo de revisdo, os preceitos éticos
estabelecidos no que se refere a zelar pela legitimidade das informacdes, privacidade e sigilo
das informagdes, quando necessarias, tornando os resultados desta pesquisa publicos, foram

considerados em todo o processo de construgao do trabalho.

3.2 ESTRATEGIAS DE BUSCAS E SELECAO

A pesquisa foi realizada no periodo entre fevereiro e margo de 2021 nas bases de dados,
incluindo artigos publicados nos ultimos 10 anos. Foram utilizadas as seguintes bases de dados:
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Biblioteca Nacional de Medicina (PubMed) e
ScienceDirect. Foram utilizados os descritores na lingua inglesa: ‘CRISPR-Associated Protein
9’, ‘Cas9 Endonuclease’ e ‘Carcinoma’. No rastreamento das publicagdes foi utilizado o

operador logico “AND”, de modo a combinar os termos.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DE ESTUDOS

A selecao dos artigos foi realizada de acordo com os descritores encontrados em titulos
e resumos, acompanhado de selegdo e leitura integral dos artigos, com o intuito de identificar
quais estudos atendiam aos critérios de inclusdo e exclusdo. Desse modo, foram utilizados os
seguintes critérios de inclusdo: a) estudos experimentais que avaliaram o uso do sistema
CRISPR/Cas9 para o tratamento do cancer; b) trabalhos publicados entre 2010 e 2021 e ¢)
publicagdes em inglés. Os critérios de exclusdo foram trabalhos que avaliaram os genes
envolvidos no desenvolvimento de carcinomas, mas nao o tratamento em si, teses, dissertacoes,
revisoes de literatura, revisdes sistematicas, revisoes integrativas, relatos de caso, resumos de

congressos € meta-analises.
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3.4 EXTRACAO E ANALISE DE DADOS

Os dados foram extraidos manualmente e separados em um formulério padronizado em
tabelas, seguido de andlises descritivas. As variaveis extraidas de cada artigo e incluidas na
revisdo foram: autores e ano de publicacdo, tipo de amostra e cancer, abordagem CRISPR

utilizada, genes e proteinas alvo, e fungao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 11.651 artigos obtidos na busca inicial, sendo eles na base de dados PubMed
(2.731), ScienceDirect (7.492) e BVS (1.428), apenas 5.501 encontravam-se disponiveis na
integra gratuitamente. Ao aplicar os demais critérios de inclusao e exclusao, restaram ao total
191 artigos, dos quais foram excluidos 45 por estarem duplicados. Foi realizada a leitura dos
titulos e resumos dos 146 artigos restantes e desse total, 22 artigos tornaram-se elegiveis por
estarem de acordo com o tema proposto, sendo realizada a leitura na integra para compor a

revisao sistematica. Os resultados da busca estdao representados no fluxograma abaixo (Figura
4).
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Artigos identificados a partir da
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11651 SCIENCEDIRECT:
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5501

Numero de artigos excluidos de acordo com os critérios de exclusio
(trabalhos que avaliaram os genes envolvidos no desenvolvimento de
carcinomas, mas nio o tratamento em si. teses, dissertagdes. revises de
literatura, revisdes sistemdticas, revisdes integrativas, relatos de caso,
resumos de congressos e meta-analises): 5310

Numero de artigos excluidos apos a
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Figura 4. Fluxograma do resultado da busca, sele¢@o e inclusdo dos estudos.
Fonte: O autor (2021).

Foram ponderados artigos publicados em periddicos cientificos entre 2010 e 2021,
contudo, ndo foram achados estudos nos anos de 2010, 2011, 2012, 2013 ¢ 2015 que acatassem

aos critérios da pesquisa. Restando assim, 22 estudos cientificos para discussdo do papel do
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CRISPR/Cas9 no tratamento de neoplasias malignas. Dentre os trabalhos que foram

selecionados apds a aplicagdo dos critérios de selec¢do, ha estudos in vitro, in vivo (pré-clinico),

ex vivo e trabalhos que realizaram estudos in vitro e in vivo simultaneamente (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos artigos incluidos na revisdo sistematica sobre os estudos do

CRISPR/Cas9 para tratamento de neoplasias malignas.

Autor (ano)

Tipo de amostra e

cancer

Funciao

In vitro

Kennedy et
al. 2014)

Hoang-Minh
et al. (2016)

Bui et al.

(2018)

Moses et al.
(2019)

Linhagem de células
de carcinoma cervical
transformada pelo

HPV tipos 16 ¢ 18

Linhagem de células

humanas GBM

Linhagem de células
de cancer de cabeca e
pescoco positivas e

negativas para HPV

Linhagem de células
de melanoma e de

TNBC

Abordagem
Genes e proteinas
CRISPR
alvo
utilizada
Superexpressao dos
genes e proteinas
E6 ¢ E7 do HPV;
Knock out
Supressdo do gene
e proteina P53 ¢ da
Rb
Superexpressao da
Knock out
PCM1
Superexpressao da
Knock out
NSD1
CRISPR Baixa expressdo do
activation PTEN

E6 induz a degradacdo do
P53; E7 desestabiliza a Rb;
P53 controla o ciclo
celular, reparo de DNA ¢
apoptose celular; Rb atua
como feedback negativo
no ciclo celular ¢ estabiliza
a cromatina
Proteina pericentriolar que
participa na organizagao
de microtubulos, da actina,
da estabilidade dos
centrossomos, atua na
duplicagdo centriolar antes
da mitose ¢ esta
intimamente associada a
proteinas de reparo de

DNA nos centrossomos

Proteina co-reguladora de
transcri¢do codificante da

histona metiltransferase

Atua como um antagonista
da via PI3K/Akt. PTEN
impede essa interagdo e a
ativacao de Akt, inibindo
os efeitos sob a
sobrevivéncia celular;

progressdo do ciclo e a
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Caietal.
(2019)

Khaodee ez
al. (2019)

Fan et al.

(2019)

Liu et al.

(2020)

Linhagem de células

de cancer endometrial

Linhagem de células
de adenocarcinoma

de pulmao

Amostras de tecido
da tireoide saudaveis

e cancerigenas

Linhagem de células
de carcinoma de

células renais RC21

Knock out

Knock out

Knock out

Knock out

Superexpressao
oncogene do
receptor 2 do fator
de crescimento
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avancado e sarcoma que codificam o reconhecimento de
metastatico TCR e PD-1, antigenos e peptideos
respectivamente estranhos. PD-1 esta

envolvida na morte de
células T como foi

explicado anteriormente

Fonte: O Autor (2021). Akt: proteina quinase B; Cdk5: quinase 5 dependente da ciclina; C-erbB-2: receptor 2 do
fator de crescimento epidérmico; CHC: carcinoma hepatocelular; EGFR: receptor do fator de crescimento; EGFR:
receptor do fator de crescimento; EZH2: potenciador do homologo zeste 2; GBM: glioblastoma; Glullf:
subunidade beta da glucosidase II; HBsAg: antigeno de superficie de virus da hepatite B; HIF-la: fator la
induzivel por hipoxia; HPV: papilomavirus humano; Mcl-1: proteina de diferenciacdo celular de leucemia
mieloide induzida; Nogo-B: proteina Reticulo 4B ou Nogo 4B; NRF2: fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2;
NSD1: proteina 1 do dominio SET de ligagdo ao receptor nuclear; NSD1: proteina 1 do dominio SET de ligagéo
ao receptor nuclear; PCM1: proteina material pericentriolar 1; PI3K: fosfoinositideo 3-quinase; PTEN: fosfatase
homologa a tensina; Rb: proteina do retinoblastoma; SAHA1: Proteina 1 contendo o dominio SAM e SH3, TCR:
receptor de células T enddgenas; TNBC: cancer de mama triplo-negativo, TTCR: cadeia alfa de células T
transgénicas.

De acordo com os estudos in vitro selecionados, Kennedy et al. (2014) avaliaram a
viabilidade da inibicdo dos genes E6 e E7 do virus do papiloma humano (HPV) tipos 16 e 18
como forma de reduzir a progressao tumoral em carcinomas endocervicais. No presente estudo,
foi utilizada a técnica CRISPR/Cas9 baseada na bactéria Streptococcus pyogenes para clivar e
inativar o gene viral, visando aumentar a expressao do gene P53 e da proteina do retinoblastima
(Rb), responsaveis por controlar o ciclo celular, induzindo a sua parada. Os resultados
comprovaram que as endonucleases guiadas por RNA eram capazes de clivar e inativar de
forma eficiente o gene E6 ou E7 em linhagem de células de carcinoma cervial transformadas
por HPV tipo 16 ou 18, assim constituindo uma alternativa promissora para o tratamento do
cancer cervical.

Hoang-Minh et al. (2016) estabeleceram relacdes entre o knock out do gene PCM1, que
codifica a proteina de mesmo nome, a ampliagdo do apoptose celular em gliblastomas e ao
aumento da sensibilidade a temozolomida (TMZ). No estudo, o CRISPR/Cas9 foi utilizado para
gerar uma linhagem de celulares pobres em PMCle KIF3A, proteinas que atuam na formagao
de cilios primarios na divisao celular. Esses cilios estdo envolvidos na sinalizacdo celular e sdo
importantes em varios processos de divisao e multiplicacdao das células. Como resultados, as
células nocauteadas de PMC1 apresentaram quantidade reduzida de proteinas satélites AZI1,
reduzindo ciliogénese e a sinalizacdo tumoral. Ademais, foi observada diminui¢do da
proliferagdo celular devido a morte celular apoptotica induzida. Assim como as células com
nocaute de PCM1 que apresentaram sensibilidade ao TMZ aumentada em comparagdo com as

respectivas células controle. Todavia, os autores esclarecem que serdo necessarios estudos que
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comprovem a relagdo entre a diminuicdo de PCMI1 ao aumento da sensibilidade ao
medicamento.

Bui et al. (2018) correlacionaram o knock out da NSD1 a maior sensibilidade a cisplatina
em canceres de cabega e pescogo positivos ou ndo para HPV. Ao inibir a NSD1 utilizando
CRISPR/Cas9, os autores observaram que a baixa producdo dessa proteina levou a
hipometilacdo da transcri¢do genética de células tumorais negativas para HPV e ainda
aumentaram a sensibilidade ao quimioterapico cisplatina, reduzindo sua concentragao inibitoria
(IC50) em média de 23% em comparagdo com células ndo nocauteadas. Esses achados
indicaram que a cisplatina deve ser fortemente acatada em pacientes com cancer de cabega e
pescogo com NSD1 nocauteado.

A partir dos estudos in vitro, Moses et al. (2019) avaliaram a eficacia da utilizagdo de
uma dCas9 para ativar o gene PTEN em linhagens celulares de melanoma e de TNBC, e assim
suprimir o desenvolvimento tumoral. Foi utilizada uma Cas9 inativa para entregar o promotor
de ativacdo de gene VP64-p65-Rta (VPR) e assim ativar o gene que codifica a PTEN,
bloqueando a interagdo entre PI3k, Akt e do alvo da rapamicina em mamifeiros, as trés
principais oncoproteinas envolvidas no crescimento tumoral em melanomas e TNBC’s. Os
resultados evidenciaram que as células mutantes migragdo reduzida, bem como formagao de
colonia diminuida, demonstrando que essa abordagem pode ser utilizada como uma terapia
potencial para tratar tumores altamente invasivos os quais ndo possuem tratamento efetivo
atualmente. Além disso, o estudo comprovou que a ativagdo de PTEN reduz a resisténcia das
células de melanoma aos inibidores B-Raf dabrafenibe e PI3K/mTOR, que sdo comumente
utilizados para a terapia desse cancer.

Cai et al. (2019) correlacionaram o knock out do oncogene C-erbB-2 a diminuigdo do
desenvolvimento do cancer endometrial. O nocaute foi mediado por plasmideos transfectados
nas células por meio de ultrassom utilizando 3 tipos de sgRNA (sgRNA1, sgRNA2 e sRNA3).
Os resultados evidenciaram que a expressdao de C-erbB-2 foi significativamente menor nos
grupos nocauteados, quando comparados ao grupo branco e ao controle. Dentre os 3 tipos de
RNAs guias, o sgRNAT atingiu o nocaute do gene de forma mais eficiente do que o sgRNA2 e
0 sgRNA3, deste modo, sendo sugerido como escolha para estudar o desempenho biolégico do
cancer endometrial em futuros trabalhos.

Khaodee el al. (2019) investigaram o bloqueio da proteina Glullp para avaliar o seu
papel no desenvolvimento tumoral, na capacidade metastatica e na atividade de sinalizacdo do
receptor tirosina quinases (RTKs) em adenocarcinomas pulmonares. Ao nocautear o gene

responsavel, foi evidenciado que a capacidade de migracao celular reduziu em cerca de 35 a
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40%, mostrando uma alta reducdo da capacidade de metastase. Os ensaios de crescimento
celular também mostraram uma menor capacidade de formagdo de colonias das células do
cancer de pulmao. Além disso, os resultados propuseram que o nocaute da Glullf elevou a
sensibilidade das células malignas a Cisplatina, por outro lado, diminuiu com relacao ao
quimioterapico Gefitinibe. Por fim, a ablacdo do gene possibilitou uma diminui¢ao da atividade
sinalizadora das RTKs, cessando uma série de cascatas de sinalizagdo a jusante que levam ao
crescimento celular, migragao, diferenciagdo, sobrevivéncia ou apoptose.

Fan ef al. (2019) avaliaram a relacao entre a expressao do gene Ku80, codificante da
proteina de ligacdo de DNA Ku, importante na restauracdo do DNA por meio do mecanismo
NHEJ, bem como o desenvolvimento do carcinoma de tireoide humana em células in vitro. Os
autores evidenciaram que a expressdao anormal dessa proteina resultou em mecanismos
alterados de reparo de DNA e instabilidade gendmica que levaram ao desenvolvimento de
tumores. Os resultados demostraram que o knock out do gene Ku80 promove a apoptose das
células cancerigenas e diminui a progressao tumoral, bem como reducdo da proliferacao,
invasao e formacao de colonias em células tumorais.

Liu et al. (2020) analisaram a remog¢do do gene EGFR mediada por CRISPR/Cas9 em
combinagdo com o quimioterapico Sunitinibe e sua acdo no tratamento para o carcinoma de
células renais RC21 em testes in vitro. De acordo com os resultados, a terapia utilizando a
técnica de clivagem por endonucleases eficaz para interrupgao do crescimento tumoral de forma
isolada e em associa¢do com o medicamento. Entretanto, a inibicdo do EGFR em células RC21
levou a resisténcia a outros medicamentos comumente utilizados como a Cisplatina e acido
hidroxamico suberoilanilida (SAHA, do inglés suberoylanilide hydroxamic acid). Em resumo,
ainda que a perda desse gene leve a resisténcia a alguns medicamentos, o Sunitinibe pode
bloquear ainda mais a propagacdo de células cancerigenas renais posteriormente a perda do
EGFR, sendo uma combinagao eficiente para redugdo da tumorigenicidade.

Nos estudos in vivo (pré-clinico), Taeyoung et al. (2017) correlacionaram o aumento da
expressao do receptor do fator de crescimento (EGFR), desencadeado por uma mutagao
genética missense de nucleotideo tinico (C T G> C G G) no exon 21 do EGFR, ao aumento da
progressdo tumoral em cancer de pulmdo. Nessa pesquisa, o knock out foi mediado por
CRISPR/Cas9, interrompendo o alelo mutante em camundongos com xenoexertados com o
adenocarcinoma pulmonar. Assim, os autores evidenciaram que o tratamento com essa técnica,
por meio da entrega por adenovirus no tecido subcutaneo, levou a uma inibicao significativa do
crescimento do tumor com taxas de redugdo de 78,3 e 81,5% quando comparadas as amostras

ndo tratadas com esse método.
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Jubai, Fallaha e Mcmillan (2019) utilizaram o CRISPR/Cas9 para mediar o nocaute dos
genes E6 ¢ E7 do HPV 16 e 18 diretamente em células de cancer de colo de ttero
xenoenxertados em camundongos. Nesse estudo, os lipossomas empregados na entrega in vivo
do sistema foram revestidos com uma camada de polietilenoglicol (PEG), um polimero que ¢
solivel em 4gua, atoxico e ndo imunogénico. Os lipossomas PEG foram utilizados para
aumentar a eficiéncia da entrega e os resultados mostram que o tratamento de edi¢do in vivo
com CRISPR/Cas9 em tumores ¢ veemente eficaz, entretanto, a capacidade citotdxica e
garantia de tratamento precisam ser analisadas em modelos animais que ndo sdo
imunodeficientes, o que segundo os autores, estd em andamento no momento.

Com relacdo aos estudos que utilizaram de avaliagdes in vitro e in vivo (pré-clinico),
Zhu et al. (2017) averiguaram o impacto do nocaute do gene RTN4, que codifica a proteina
Nogo-B, fazendo uso da técnica CRISPR/Cas9 em linhagem de células de CHC e em modelos
de camundongos xenoenxertados. Apos os ensaios de knock out, houve elevada diminui¢do na
proliferacdo celular e no crescimento do tumor, com taxas de inibi¢ao em média de 50%. Além
disso, as células apresentaram transi¢ao epitelial-mesenquimal diminuida, reduzindo a
capacidade de desenvolver metastases, com taxas que alcangavam 75%. Também foi relatado
que a perda de Nogo-B reduz a sinalizacdo da interleucina 6 (IL-6), que também ¢ responsavel
por feedback positivo na multiplicagdo celular. Por fim, essas descobertas estabelecem essa
proteina como um novo alvo terapéutico no CHC.

Bu et al. (2018) investigaram as consequéncias do nocaute do gene responsavel pela
expressdo da proteina multifuncional CD38 utilizando a técnica CRISPR/Cas9 em modelos de
camundongos xenoenxertados com diversos modelos de cancer (linfomas, adenocarcinomas
pulmonares, hemagiomas e sarcomas histoliticos) e em linhagens de células de adenocacirnoma
pulmonar CD38KO (gene CD38 nocauteado) in vitro. Os resultados demonstraram que o
nocaute do gene diminuiu drasticamente a proliferagdo tumoral, bem como o desenvolvimento
do tumor, tanto in vitro quanto in vivo.

Song et al. (2018) avaliaram a relagdo entre a superexpressao do gene do antigeno de
superficie de virus da hepatite B (HBsAg) e o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
CHC positivos para infec¢ao do virus da hepatite B. Com a delecdo mediada por CRISPR/Cas9,
verificou-se que a diminui¢ao desse antigeno causa a reducao da proliferacdo celular no CHC,
tanto em linhagens de células in vitro quanto em camundongo xenoenxertados (in vivo). No
entanto, foi observada uma variagdo na eficicia dessa técnica a depender do tamanho em que
se encontrava o tumor nos camundongos. Ademais, foi demonstrado que a interrup¢ao do

antigeno diminuiu a produgdo de IL-6 nestas células, uma citocina pleiotropica que funciona



35

como um fator de crescimento em varias células tumorais. Ao utilizar a técnica baseada em
endonucleases, os autores evidenciaram que a expressdo aumentada de HBsAg elevou o
crescimento de células com CHC tanto nos testes in vitro quanto in vivo.

Franke et al. (2018) correlacionaram a inibi¢do do gene supressor de tumor SASH1 ao
aumento da capacidade de metéstase em cancer colorretal. Para os estudos in vitro foram
geradas, através de CRISPR/Cas9, células de cancer de colon deficientes em SASHI1 ou com
superexpressao desse gene. Nos estudos in vivo foram utilizados camundongos com
xenoenxerto do cancer estudado. Os resultados evidenciaram que SASH1 ¢ um regulador
negativo da agressividade tumoral associada a transi¢cdo epitelial-mesenquimal (EMT), que ¢
uma das principais vias pelas quais o tumor gera uma metastase. Logo, a sua superexpressao
foi responsavel por diminuir a EMT, reduzindo a capacidade metastatica in vitro € in vivo.

Ardelt et al. (2018) relacionaram a ablagcdo de Cdk5, mediada por CRISPR e pelo
farmaco Dinaciclib, como uma estratégia para melhorar a resposta do CHC ao medicamento
sorafenibe em estudos in vitro e in vivo. Nos resultados, a inibi¢do de Cdk5 melhorou a resposta
do CHC ao sorafenibe por impedir a ativagdo compensatoria da sinalizagdo do fator de
crescimento, que € uma forma desse cancer adquirir resisténcia aos efeitos do quimioterapico.
Concluiu-se que o bloqueio de Cdk5 pode ser uma técnica promissora para aumentar a eficacia
do sorafenibe, contribuindo para a melhora do quadro clinico de pacientes com CHC em estagio
avangado.

Bialk et al. (2018) concatenaram o nocaute de NRF2, proteina responsavel por aumentar
a resisténcia de tumores a quimioterapicos, a diminui¢do da progressao tumoral e a0 aumento
da quimiossensibilidade em linhagem de células de cancer de pulmao e modelos de
camundongos xenoenxertados. Ao utilizar CRISPR/Cas9, os autores evidenciaram que cerca
de 68% das células continham o gene responsavel nocauteado, levando a uma diminui¢do da
proliferacdo celular e aumento da sensibilidade aos quimioterapicos cisplatina e carboplatina.
Como resultados, o nocaute desse gene tem um 6timo potencial para ser utilizado no tratamento
desse cancer, entretanto, essa metodologia nao dispensa o uso dos medicamentos citados,
considerados os de uso habitual para o tratamento desta enfermidade.

Li et al. (2019) empregaram lipossomas para carrear o sistema CRISPR/Cas9
diretamente para o tumor e bloquear a sintese de HIF-1a de forma in vivo e in vitro, com o
objetivo de reduzir a capacidade metastatica do cancer pancreatico. Os autores concluiram que
o bloqueio de HIF-1a mediado por CRISPR foi maior nos modelos in vitro quando comparados
aos in vivo. Por outro lado, a inibicdo em camundongos ndo resultou em toxicidade de células

normais, evidenciando uma alta precisdo desse sistema. Por fim, ressaltaram que o bloqueio
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desse fator aumentou a atividade antitumoral e reduziu a capacidade de metéstase dos tumores
tanto em testes in vitro quanto in vivo.

Albers et al. (2019) aplicaram o CRISPR/Cas9 para realizar um nocaute do gene que
codifica a cadeia alfa de células T e posteriormente substituiram-na por uma capaz de
reconhecer um peptideo proveniente da mieloperoxidase, um antigeno associado ao tumor em
pacientes com neoplasias mieloides, utilizando a metodologia knock in através do mecanismo
HDR, com uma taxa de sucesso em média de 27%. Ao final, evidenciou-se que as células
transgénicas construidas reconheciam e lisavam especificamente as células tumorais que
expressavam o peptideo da mieloperoxidase in vitro, sem causar danos a células saudaveis.
Ademais, foram capazes de rejeitar potentemente os tumores em modelos de camundongos
xenoenxertados in vivo.

Chen et al. (2019) buscaram relacionar a interagdo entre o gene Mcl-1 e a proteina
quinase B (Akt) ao crescimento tumoral em linhagem de células e camundongos
xenoenxertados com adenocarcinoma pulmonar. Os autores evidenciaram que o bloqueio de
Mcl-1, mediado por CRISPR/Cas9, interrompe a sua interagdo com a Akt (proteina oncogénica)
no dominio de homologia de pleckstrina. As interacdes desse dominio € o dominio quinase
(PH) sao importantes para manter a proteina quinase B inativa. Os autores utilizaram a molécula
PH-687 para bloquear a interagdo entre Mcl-1 e a Akt a fim de interromper a progressao
tumoral. Os resultados evidenciaram que tanto o bloqueio mediado por CRISPR/Cas9 quanto
o pela molécula inibiram fortemente o avangco do tumor nos testes in vitro e in vivo,
considerando ser uma estratégia altamente atrativa para o tratamento de cancer de pulmao.

Zhou et al. (2020) correlacionaram a inibicdo do gene EZH2 ao aumento da
apresentacao de antigenos tumorais, a reducao da resisténcia na terapia anti-PD-1 e ao aumento
da imunidade antitumoral. Foi empregada uma terapia conjunta que bloqueou a produgao dessa
proteina utilizando o CRISPR/Cas9 ou bloqueadores farmacologicos (GSK126 e EPZ6438).
Além disso, foram utilizados anticorpos de bloqueio anti PD-1 para evitar a apoptose dos
linfocitos responsaveis por exercer a funcdo de imunidade antitumoral. Os resultados
evidenciaram que o bloqueio de EZH2 regulou positivamente a expressio de Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) classe I, aumentando a imunidade antitumoral em
células de cancer de cabeca e pescogo em teste in vitro e em modelo in vivo. Assim, a
combinagdo de bloqueio de EZH2 com antiPD-1 pode aumentar a sensibilidade terapéutica no
cancer de cabega e pescoco.

Deng et al. (2020) estabeleceram relagdes entre o nocaute de Cdk5 mediado por knock

out de CRISPR/Cas9 e diminui¢do da expressdao de PD-L1 em modelos de cancer de mama e
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melanoma murino. Os resultados mostraram que o nocaute da Cdk5 atenuou a expressdo de
PD-L1, contribuindo para o aumento da atividade antitumoral mediada por linfocitos T,
suprimindo o crescimento dos tumores e reduzindo a capacidade de metastase.

Dentre os estudos incluidos, o tnico com teste ex vivo foi realizado por Stadtmauer et
al. (2020) que buscaram nocautear, utilizando CRISPR/Cas9, trés genes (TRAC, TRBC e
PDCD1) que estao altamente relacionados a imunidade antitumoral de células T em diversos
tipos de cancer. No teste, os linfocitos T foram retirados dos proprios pacientes, modificados
utilizando a técnica baseada em endonucleases e novamente inseridos para que os seus efeitos
sob o tumor fossem avaliados. Os resultados revelaram que apds a edigdo, 30% das células nao
possuiam mutagdes detectaveis, a0 mesmo tempo que 40% tinham uma mutagdo unica, e 20 e
10% eram duplamente e triplamente mutadas, respectivamente. Outras evidéncias mostraram
que as células T editadas enxertadas nos pacientes se mantiveram estaveis por pelo menos 9
meses. Durante esse periodo houve reducao dos antigenos tumorais, evidenciando que a edi¢ao
de linfocitos T para o tratamento do cancer ¢ segura e viavel usando CRISPR-Cas9.

A pesquisa evidenciou que a metodologia de knock out foi a mais empregada quando o
objetivo ¢ utilizar a técnica para o tratamento direto da doenga, podendo ou ndo, ser utilizada
em conjunto com um inibidor farmacolégico, como mostram os estudos de Kennedy et al.
(2014), Taeyoung et al. (2017), Chen et al. (2019), Zhou et al. (2020). A metodologia knock in

foi amplamente utilizada para potencializar a a¢do de oncogenes e introduzir mutagdes

corretivas em genes defeituosos, demonstradas nos trabalhos de Song et al. (2018), Franke et

al. (2018) e Albers et al. (2019). Por fim, a metodologia CRISPR activation foi utilizada em
apenas no estudo de Moses, et al. 2019, muito provavelmente devido ao alto custo e os poucos
estudos com relagao a utilizacao dessa metodologia CRISPR.

Com relacao aos tipos de estudos, a maioria dos estudos utilizaram métodos in vitro
associado ao in vivo, totalizando 11 estudos. Essa associacdo entre os dois tipos de estudo ¢ de
suma importancia, pois permite realizar uma comparacdo do efeito da técnica entre linhagem
de células e sistemas vivos propriamente ditos.

Estudos in vitro foram o segundo tipo mais encontrado, somando 8 trabalhos discutidos,
apesar de serem relativamente mais baratos do que a associacdo de estudos in vitro e in vivo.
Por outro lado, foram discutidos apenas dois estudos que utilizavam somente metodologias in
vivo. Apenas um trabalho (Stadtmauer et al., 2020) utilizou-se de experimentos ex vivo,

podendo ser um novo caminho a ser estudado em futuros trabalhos.
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As evidéncias encontradas pelos autores dos estudos incluidos nessa revisdo sistematica
denotam, quase em sua totalidade, que a técnica CRISPR/Cas9 ¢ uma alternativa promissora
para o combate a diversos tipos de cancer que atualmente sao de dificil tratamento, assim como
demonstram os estudos de Jubai, Fallaha ¢ Mcmillan (2019), Liu et al. (2020), Stadtmauer e¢
al. (2020) e Deng et al. (2020).

Além de inibir uma gama de oncogenes e oncoproteinas, o CRISPR/Cas9 consegue
aumentar, com alta taxa de sucesso, a sensibilidade de células tumorais a diversos
quimioterapicos, podendo evitar a necessidade de cirurgias para retirada do tumor ou 6rgao.
Assim, essa técnica pode contribuir para um melhor prognéstico sem a necessidade de
tratamentos invasivos. Ademais, a técnica podera ser utilizada no futuro para potencializar a
imunidade antitumoral através da manipulacao dos linfécitos T, aumentando sua resisténcia a
apoptose pela retirada da PD-1 e do seu receptor PD-L1.

Vale ressaltar que existem muitos trabalhos interessantes, como o de Moses et al. (2019)
que utilizaram CRISPa para superexpressar uma proteina supressora de tumor, trazendo
resultados promissores que evidenciam que o aumento da expressao desses genes pode ser tdo
eficaz quanto o silenciamento de oncogenes. Ou ainda o trabalho de Albers et al. (2019), que
nos permite refletir sobre o papel da edi¢do de linfécitos no tratamento dessa doenga,
demonstrando resultados que evidenciam que a cura do cancer pode estar no nosso proprio
sistema imunoldgico, caso ele esteja completamente funcional.

Por fim, diante de vérias evidéncias apresentadas pelos trabalhos exibidos nessa revisao
sistematica, destaca-se que o CRISPR/Cas9 vem ganhando o posto de uma das principais
alternativas para o tratamento do cancer e outras doencgas de carater genético. Todos os autores
apresentaram resultados promissores que apontavam o CRISPR/Cas9 como um método muito
preciso e versatil. E notério que a metodologia de knock out é o principal caminho a ser trilhado
por essa técnica, pois observa-se que o silenciamento de oncogenes e oncoproteinas ¢ veemente

eficaz para a reducdo de tumores malignos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo do trabalho foi atingido, ja que foram encontradas evidéncias que referem a
técnica estudada como uma alternativa promissora para o tratamento a carcinomas malignos.

No que diz respeito as evidéncias encontradas, os dados publicados pelos autores dos
artigos incluidos na revisdo demonstraram que o CRISPR/Cas9 tem um potencial promissor
para o tratamento oncoldgico, tendo importantes resultados na inibicdo de genes e proteinas
oncogénicas, aumento da imunidade antitumoral, potencializagdo de genes supressores de
tumores € no aumento da sensibilidade a quimioterapicos. Ademais, a maior parte dos autores
postularam por novos métodos de entrega, principalmente para tratamentos in vivo,
evidenciando a necessidade do desenvolvimento de novos sistemas de empacotamento para a
entrega da endonuclease no local alvo.

Contudo, os resultados alcangados com a elaboragdo desse trabalho demonstram que
essa técnica ¢ inovadora, possui resultados positivos € tem uma alta taxa de eficacia para o
tratamento de doencgas oncologicas, principalmente nos casos de metastase ou onde o cancer se
encontra em estado avangado. Assim, essa revisdo sistematica tem grande importancia servindo
como base de conhecimento para futuros trabalhos e trazendo grandes contribui¢des, pois
realiza um apanhado dos artigos mais atuais no que tange a utilizagao da técnica CRISPR/Cas9

para o tratamento de cancer na area de terapia génica e biologia molecular.
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