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RESUMAO. Sabemos que o cancer ¢ um dos principais problemas de saude publica no mundo,
que compreende um grupo de mais de 100 doencas caracterizadas pelo crescimento
desordenado e agressivo de células. Estimativas recentes da Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer (IARC) apontam que, em 2020, ocorreram aproximadamente 19 milhdes
de novos casos de cancer em todo o mundo, com 10 milhdes de obitos. A tecnologia de
edicao de genes conhecida como CRISPR vem ganhando novas aplicagdes com alto potencial
para transformar o diagnostico e o tratamento de diversas doengas, entre elas o cancer. Com
base nisso, o objetivo deste artigo ¢ descrever o sistema CRISPR-CAS9 e como essa técnica
poderd ser aplicada na Oncologia, apontando seus principais avangos na area, € as
possibilidades da edi¢do gendmica no tratamento de cancer.

Palavras-chave: oncologia, edi¢ao de genes, terapia génica.

ABSTRACT. It is know that cancer is one of the main public health problems in the world,
which comprises a group of more than 100 diseases characterized by the disordered and
aggressive growth of cells. Recent estimates from the International Agency for Cancer
(IARC) point out that in 2020 there will be approximately 19 million new cases of cancer
worldwide, with 1 million deaths. The gene editing technology known as CRISPR brings new
cancer applications with high potential to transform the diagnosis and treatment of various
diseases, among them the. Thus, the objective of this project is to describe the CRISPR-CAS9
system and how it can be applied in Oncology, its main advances in the area and the
possibilities of genomic editing in the treatment of cancer.

Keywords: oncology, gene editing, gene therapy.
INTRODUCAO

Na década de 80, cientistas japoneses relataram a descoberta de uma estrutura presente
no DNA bacteriano. Naquela época, como nao existiam dados suficientes sobre a sequéncia
do DNA, e ndo possuiam tecnologias avangadas como as que possuimos nos dias atuais, nao
foi possivel aos pesquisadores descobrir a funcdo bioldgica daquela estrutura conhecida hoje
como CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats -
Sequéncias curtas repetitivas palindromicas regularmente interespagcadas) (CARREIRA, et al.,
2022). Foi entdo que no ano de 2011, durante seus estudos com a bactéria Streptococcus
pyogenes, Emmanuelle Charpentier descobriu um elemento responsavel por parte do sistema
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imunoldgico da bactéria: o0 RNA CRISPR transativador (tractRNA), uma molécula que atua
no reconhecimento do DNA invasor. No mesmo ano, Emmanuelle Charpentier fez uma
parceria com Jennifer Doudna, que trabalhava decifrando estruturas de ribozimas, também em
bactérias. Assim, no ano de 2014, esta parceria resultou no desenvolvimento de uma técnica
muito promissora: o sistema CRISPR-Cas9, uma “tesoura molecular” capaz de clivar, nao
somente o DNA viral invasor, mas qualquer sequéncia de DNA de qualquer organismo que
contenha material genético, de maneira direcionada e especifica (CARREIRA, et al., 2022).

Quando um virus invade uma bactéria, a estrutura do DNA bacteriano conhecida como
CRISPR, ¢ capaz de armazenar o material genético desse virus e guardar como uma espécie
de memoria na forma de protoespacadores entre sequéncias repetidas (repeticdes CRISPR),
formando as regides CRISPR. O conjunto de protoespacadores € transcrito em um RNA
(tractRNA) que funciona como guia quando interage com a endonuclease Cas9 (proteina
responsavel pela clivagem). Esta enzima cliva uma regido especifica do DNA viral, e
incapacita o virus de causar prejuizo a célula (SANDER; JOUNG, 2014).

Por utilizarem do mesmo principio do sistema imunoldgico bacteriano, a descoberta
dessa “tesoura molecular” rendeu as pesquisadoras Emmanuelle e Jennifer o Prémio Nobel de
Quimica em 2020. Essa técnica abriu muitas oportunidades para a realizagdo de modelos
experimentais que t€ém sido amplamente utilizados em vérias linhas de células e organismos,
sendo vista como uma técnica promissora para curar mutagdes genéticas responsaveis por
diversas doencas, sendo uma delas, como exemplo, o cancer (SACHDEVA et al., 2015).

O cancer tem sido uma das patologias que mais tem atingido pessoas no Brasil e ao
redor do mundo, estando entre as quatro principais causas de morte prematura na maioria dos
paises. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva o nimero
de casos novos de cancer cresce a cada ano. Em 2018/2019, a estimativa de ocorréncia de
novos casos de canceres foi de cerca de 600 mil para cada um desses anos (INCA, 2018).

Devido a gravidade do cancer, métodos de edi¢do genética como o sistema
CRISPR-Cas9 podem contribuir muito no tratamento dessa doenga. O passo inicial no
processo da edi¢do de genes utilizando o sistema CRISPR-Cas9 é a escolha do gene alvo. E
muito importante conhecer as caracteristicas moleculares e estruturais dos genes e de seus
produtos que se deseja editar. Quando se tem um alvo e o conhecimento da sequéncia de
nucleotideos que se deseja editar do gene, que, quando mutado, ¢ associado ao
desenvolvimento do cancer, por exemplo, o sistema CRISPR-Cas9 por ser uma técnica capaz
de cortar e inativar ou silenciar esse gene, possibilitando o estudo do cancer em cultura de
células ou, alternativamente, a correcdo da mutacdo que gera o cancer, além de criar muitas
hipoteses de novas terapias génicas para oferecer a populagdo no futuro (CARREIRA, et al.,
2022).

Este artigo tem como objetivo analisar a viabilidade da edi¢do do material genético
através do sistema de edigdo gendmica denominado CRISPR/Cas9 no tratamento de cancer.

METODOLOGIA

Para a realizacdo desta pesquisa bibliografica, foram realizadas buscas em fontes
publicadas em artigos cientificos e livros, sendo eles acessados no periodo de Agosto a
Novembro de 2022, nos bancos de dados do Google Académico, da Scientific Electronic
Library Online (SciELO), no site da National Center for Biotecnology Information (NCBI) e
na base de dados PubMed.
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Na busca de artigos cientificos nas bases de dados foram encontrados inicialmente 36
(trinta e seis) artigos cientificos, resultando na selegdo de 24 (vinte e quatro) artigos que
contemplavam os critérios estabelecidos, tratando do tema escolhido.

Selecionado
36
Artigos

Descartado
12

Artigos

Utilizado
24
Artigos

Figura 1: Para a realizagdo deste artigo bibliografico foram separados 36 artigos e 1 livro.
Durante a elaboracdo, foram filtrados e selecionados 24 artigos.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1 Estrutura, mecanismo e vantagens do sistema CRISPR/Cas9

Existem muitos virus no ambiente que ameagam a sobrevivéncia das bactérias, € como
método de defesa, elas desenvolveram um sistema imunologico adaptativo, conhecido como
CRISPR que associado com a proteina Cas deu inicio a um sistema tecnoldgico promissor
para edi¢ao de genes. O sistema CRISPR-Cas9 ¢ categorizado principalmente em duas classes
(1 e 2) . No sistema CRISPR/Cas classe I, varias proteinas Cas sdo necessarias para realizar
sua funcdo. Ja4 no sistema de classe 2, ¢ necessario apenas uma proteina. Devido a sua
simplicidade, o sistema de classe 2 ¢ o mais explorado para edi¢do de genes (CARREIRA, et.
al, 2022).

O sistema CRISPR-Cas Tipo II foi descrito no ano de 2012 na bactéria Streptococcus
pyogenes e tem como assinatura a proteina Cas9, que, junto com RNA CRISPR (crRNA) e o
crRNA transativador (tracrRNA), cliva a molécula do DNA invasor, por meio do
reconhecimento PAM. A proteina Cas9 funciona como uma tesoura molecular que é guiada
com precisdo para os locais-alvo por um tnico RNA guia e, em seguida, produz as quebras de
fita dupla do DNA (DSBs), considerada um dos insultos mais letais as células. Apds a
inducdo do DSB, a maquinaria de reparo do DNA ¢ ativada para reparar o DSB, resultando
em modificacdo gendmica especifica do local (TTANZUO et at., 2019).

As bactérias conseguem ser resistentes aos virus por incorporar novas sequéncias
espacadoras. Essas sequéncias sdo homdlogas aos nucleotideos invasores e sdo identificadas
como PAM (do inglés Protospacer-Adjacent Motif - motivos adjacentes proto espagadores).
PAM ¢ uma sequéncia curta adjacente a sequéncia direcionada ao RNA guia do DNA invasor.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nucleotide

ensalos
HIOR LTI &
RIS

http://lensaios.usf.edu.br

A ligacdo inicial e a clivagem do DNA requer o reconhecimento de PAM, pois sem ele a
proteina Cas9 ndo consegue clivar uma sequéncia alvo, mesmo que seja complementar ao
sgRNA, ja que a interacdo PAM desencadeia a atividade Cas9. Isso torna essa ferramenta
muito importante, visto que o RNA guia ¢ programavel e pode ser desenhado para se alinhar a
qualquer regido genomica de interesse (STERNBERG et al., 2014).

Em 2012, as pesquisadoras Charpentier e Doudna desenvolveram a técnica do sistema
CRISPR-Cas9, criaram um protocolo dividido em trés etapas. A primeira etapa se iniciava
com a formag¢do de um sgRNA vinculado a enzima Cas9, a segunda etapa compreende a
introdugdo in vitro do complexo CRISPR-Cas9 na célula alvo, iniciando o processo de
clivagem do gene alvo. A terceira e ultima etapa consiste na ativagdo dos mecanismos de
reparo celular, ocasionando a inativagdo do gene e reparo da fita de DNA (CASTILLO,
2016).

A proteina Cas9 ¢ constituida por trés dominios principais, a interagdo PAM, HNH e
RuvC, sendo o HNH ¢ o RuvC dois dominios caracteristicos com fun¢ao de nuclease. O
dominio HNH cliva a cadeia complementar de DNA e o dominio RuvC cliva a cadeia ndo
complementar de DNA (CARREIRA, et. al, 2022). O RNA guia geralmente possui uma
sequéncia protoespacadora de 20 nucleotideos e uma parte extra usada para o pareamento
complementar do tracrRNA. Para o tracrRNA, sua estrutura possui duas partes funcionais
utilizadas para ligar a proteina crRNA e Cas9, respectivamente. Além disso, o complexo
crRNA-tracrRNA pode ser facilmente manipulado com um tnico RNA guia (CARREIRA,
2022).

Em resumo, a proteina Cas9 pode ser ativada ligando-se ao RNA guia, em seguida, ele
procurard a sequéncia de DNA de direcionamento que corresponda ao seu sitio PAM. Ap6s o
pareamento, a Cas9 cliva as duas fitas do material genético invasor, através dos dominios
cataliticos, HNH e RuvC, resultando na quebra de DNA de fita dupla em regides especificas
do genoma (FROCK et al., 2015). Os DSBs sao reparados por diferentes mecanismos de
reparo de danos ao DNA nas células de reparo dirigido por homologia (HDR) e juncdo de
extremidade nao homologa (NHEJ) Figura 2 (SANDER et, al. 2014).

O NHEJ geralmente resulta na insercdo/delecdo (InDel) de fitas de DNA editadas e
pode unir as sequéncias de quebra diretamente, enquanto o HDR permite que o DNA correto
seja inserido no local alvo com precisdo. Isso pode ser explorado para inserir o gene de
interesse, fornecendo um molde de DNA exdgeno adjacente para gerar DNA especialmente
projetado e modificado. Na pratica clinica, esses métodos de reparo sdo utilizados para atingir
0 objetivo de aliviar ou até mesmo curar doengas (SANDER et, al. 2014).
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Figura 2: Imagem esquematica da edicdo do genoma mediada por repeticdes palindromicas
curtas agrupadas regularmente interespacadas (CRISPR) associada a CRISPR 9 (Cas9) e
reparo de DNA. A proteina Cas9, guiada pelo RNA guia de fita simples desejado, corta o
DNA de fita dupla e forma o DSB. Subsequentemente, o reparo do DNA ocorre através das
vias de juncao de extremidades nao homodlogas (NHEJ) ou das vias de reparo dirigido por
homologia (HDR) (Adaptado de SANDER et, al. 2014).

2.2 Mecanismos de entrega do CRISPR/Cas9

Para aplicar o CRISPR-Cas9, sdo necessdrios mecanismos que permitam entregar o
sistema CRISPR-Cas9 até a célula alvo de uma forma segura e eficiente, para isto, diferentes
métodos virais e ndo virais foram desenvolvidos, a entrega fisica, a entrega nao viral e a
entrega viral. As primeiras abordagens de edi¢do de genoma em células de mamiferos
basearam-se em plasmideos de Cas9 e sgRNA. Em modelos de organismos, como os
camundongos, esse método também ¢ adequado para aplicagdes in vivo, ja que o plasmideo
pode ser entregue ao tecido por método de injecdo ou eletroporagdo. No entanto, a eficiéncia
de edigdo ¢ baixa e a atividade do Cas9 pode ser mal controlada (LINO et al., 2018).

Os métodos de entrega fisica utilizam-se de técnicas como a microinjecdo e
eletroporacao, sendo a eletroporacdo o mecanismo de entrega mais utilizado para transportar
componentes através da membrana celular. Essa técnica aumenta a permeabilidade da
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membrana por meio de descargas elétricas, permitindo que o complexo CRISPR-Cas9 seja
introduzido na célula alvo, sendo bastante utilizado para a edigdo de uma populagdo de células
(Figura 3). Outra técnica mecanica ¢ a microinjecdo, considerada o 'padrdo ouro' para a
introducdo de componentes CRISPR nas células, com eficiéncias proximas de 100% (MALI
et al,.2013).

Neste método, tanto o DNA de plasmideo que codifica a proteina Cas9, quanto o
sgRNA, podem ser injetados diretamente em células individuais e as cargas sdo entregues
diretamente a um local-alvo dentro da célula (Figura 4) (LIU et al., 2017).
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Figura 3. Mecanismo de entrega fisico via eletroporacao. (adaptado de LIU et al., 2017).
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Figura 4. Mecanismo de entrega fisico via microinje¢do. Atualmente essa € a técnica mais
simples entre os mecanismos de entrega (adaptado de LIU et al., 2017).

Além dos mecanismos de entrega fisico, existem também os métodos de mecanismo
viral que utilizam virus adenoassociados especificamente projetados (AAV) e outros virus
como adenovirus e lentivirus. Os virus AAV sao considerados uma ferramenta potente, pois
ndo sdo integradores, possuem alta eficiéncia de transdugdo e s3o sorologicamente
compativeis com uma grande fracdo da populacdo humana. No entanto, devido ao tamanho
limitado da carga de AAVs, a Cas9 e o sgRNA precisam ser codificados em vetores separados
(LINO et al., 2018).
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Outra abordagem alternativa para entrega viral ¢ a aplicacdo de nanoparticulas
lipidicas. Uma grande vantagem das nanoparticulas ¢ que elas podem ser fabricadas em escala
industrial e permitir uma dosagem mais semelhante as drogas comumente usadas.
Nanoparticulas lipidicas foram usadas para entregar com sucesso o sgRNA ou mRNA em
ensaios clinicos. Recentemente, uma série de estudos mostrou que o mRNA Cas9 e o sgRNA
podem ser carregados em nanoparticulas lipidicas e entregues ao figado murino com alta
eficiéncia. Além disso, as nanoparticulas modificadas podem ser adicionalmente carregadas
com um modelo doador e, assim, também permitir o reparo dirigido por homologia. Uma vez
que grandes esforcos estdo sendo realizados para estabelecer e melhorar o CRISRP/Cas9
como uma ferramenta de reparo de genes, espera-se que esse conhecimento também seja
usado para desenvolver o CRISPR/Cas9 em um agente terapéutico contra o cancer. O sucesso
de tal abordagem dependera fortemente dos avancos na entrega especifica do tecido de
Cas9/sgRNA e nas experiéncias adquiridas em ensaios atuais e futuros (XU et al., 2021).

Gragas ao seu mecanismo de agdo, que permite efetuar um corte em segmentos
especificos do DNA, CRISPR-CASY passou a ser explorado para intimeras finalidades. O
sistema CRISPR-Cas9 ¢ uma ferramenta versatil que pode ser utilizada no ambito terapéutico
com finalidade de estudar genes associados a doencas, além de descobrir suas vias de ativacao
€ seus mecanismos, bem como estudar a resposta celular a medicamentos. Outra possibilidade
de aplicacdo ¢ a sua utilizacdo na modulagdo e tratamento de diversas doencas, sendo o cancer
o principal alvo de pesquisas (KHADEMPAR et al., 2018).

2.3 Indices de incidéncia e mortalidade de cincer no mundo

O Cancer ¢ a principal causa de morte em todos os paises do mundo, sendo uma
barreira para o aumento da expectativa de vida. De acordo com estimativas da Organizagao
Mundial de Satde (OMS) para 2019 o cancer ja € a primeira ou segunda causa de morte antes
dos 70 anos, e abrange mais de 100 doencas distintas com diversos fatores de risco e
epidemiologia que se originam da maioria dos tipos de células e 6rgaos do corpo humano que
sdo caracterizadas por uma proliferacdo desenfreada de células que podem invadir além dos
limites normais dos tecidos e metastizar para 6rgaos distantes (SUNG, 2021).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) publicou alguns dados do
ano de 2020 e registraram uma incidéncia de aproximadamente 19 milhdes de casos de cancer
em todo mundo, com 10 milhdes de mortes.

A Figura 5 mostra os 10 principais tipos de cancer para casos € mortes estimados em
todo o mundo para homens e mulheres. Para ambos os sexos combinados, os 10 principais
tipos de cancer sdo responsaveis por mais de 60% dos casos de cancer, sendo responsaveis
também por 70% de todas as mortes. O cancer de mama feminino € o cancer mais comumente
diagnosticado (11,7% do total de casos), seguido de perto pelos canceres de pulmao (11,4%),
colorretal (10,0%), prostata (7,3%) e estomago (5,6%). O cancer de pulmdo ¢ a principal
causa de morte por cancer (18,0% do total de mortes por cancer), seguido por cancer de cdlon
(9,4%), figado (8,3%), estdmago (7,7%) e cancer de mama feminino (6,9%). O cancer de
pulmao € o cancer de ocorréncia mais frequente e € a principal causa de morte por cancer em
homens. Nas mulheres, o cancer de mama ¢ o cancer mais comumente diagnosticado e a
principal causa de morte por cancer (SUNG, 2021).
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Figura 5: indices de incidéncia e mortalidade de cincer no mundo no ano de 2020. A

imagem mostra a distribui¢do de casos e Obitos para os 10 principais canceres mais comuns
em 2020 (Adaptado de SUNG et al; 2021).

2.4 Aplicacao do CRISPR/CAS9 no cancer

O cancer existe em diversas formas complexas, dificultando sua prevengdo e/ou
tratamento. E muito importante estudar a etiologia, patogénese, progndstico e seus fenotipos
para desenvolver novas terapias e melhorar os tratamentos ja existentes. As mutagdes estao
entre as principais causas de cancer. At¢ o momento, cerca de 140 genes com mutagdes
deletérias sdo relatados. Isso complica ainda mais a capacidade de desenvolver terapias
eficazes apropriadas (SUNG et. al., 2021).

Sabendo que o cancer se desenvolve devido a alteragdes gendmicas, o sistema
CRISPR-Cas9 pode ser utilizado para gerar um efeito de knockout em oncogenes, essa
ferramenta também pode ser utilizada para fazer reparos em genes supressores tumorais,
restaurando sua fung¢do na inibicdo da oncogénese (JIANG; LIN; ZHAO, 2019).
Proto-oncogenes estdo relacionados no crescimento células, genes que estimulam esse
crescimento. Quando um proto-oncogene sofre alguma alteracao, ou existem muitas copias do
mesmo, ele se torna um gene maligno, que pode ficar permanentemente ligado ou ativado
quando nao deveria ser assim. Quando isso ocorre, a célula cresce desenfreadamente, podendo
gerar o cancer. Este gene ruim ¢ chamado de oncogene. Do mesmo modo que os
proto-oncogenes desempenham um importante papel na regulacdo celular, os supressores
tumorais também atuam como agentes reguladores do crescimento celular, além de induzir a
apoptose em células neoplasicas e inibir a metastase (MOURA, 2019).

2.4.1 Aplicag¢ao do CRISPR-CAS9 no ciancer de pulmao
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O cancer de pulmao estd dentro das doengas oncoldgicas que mais tém tido mortes no
mundo, sendo que 90% dos enfermos faziam o uso do tabagismo, sendo esse um dos
principais causadores da doenga (INCA, 2022).

Dentro das ultimas pesquisas em relagdo ao cancer de pulmao, tem existido a relagdo e
probabilidade no tratamento através da técnica de CRISPR. Estudo realizado por You (2016)
na universidade de Sichuan, concluiu que nas superficies das células cancerigenas existia
uma proteina chamada de PDL-1 que se une com a proteina PD-1 encontrada nos linfécitos T,
que bloqueiam a resposta imune. Esta ligacdo esta totalmente relacionada com o crescimento
do tumor, bloqueando a possibilidade de destruicao dessas células (CYRANOSKI, 2016).

A CRISPR-CAS9 foi utilizada para alterar o codigo genético da proteina PD-1 para
evitar essa ligacdo, fazendo com que a resposta imune pelos linfocitos fosse mais forte e
eficaz, a ponto de destruir as células cancerigenas. Apesar de a imunoterapia conseguir inibir
a PD-1 nos tratamentos convencionais, a técnica de CRISPR vem como uma possibilidade
revolucionaria de ser mais eficiente e ter menos instabilidade durante o tratamento
(CYRANOSKI, 2016).

O principal objetivo do artigo CRISPR gene-editing tested in a person for the first time
na revista Nature era a possibilidade de edicdo genomica pela CRISPR-CAS9 em pacientes
com cancer pulmonar, de forma com que o tratamento fosse seguro. Nos testes foram
escolhidos 10 pacientes para serem administrados 3 tipos de doses e serem monitorados os
efeitos da modificacao da reagdo linfocitaria. Primeiramente foram separados pacientes com
cancer de pulmao metastatico que ja haviam passado por uma quimioterapia e tiveram a
reincidéncia da doenga novamente. Nesses pacientes foram coletados linfocitos do sangue
para que passassem pelo tratamento de edigdo pela CRISPR-CAS9Y e conseguirem modificar o
gene que gere a proteina PD-1 de forma com que ela fosse silenciada. Essas células PD-1
desativadas foram testadas para que ao serem administradas novamente nos pacientes, nao
tivessem algum outro efeito de linfoproliferagdo durante o tratamento. O passo seguinte do
experimento foi a administragao desses linfocitos por meio da transfusdo em um paciente, que
ficou em observacao até que essas células mutadas chegassem até o tecido lesionado e
estimulassem a resposta imune contra as células cancerigenas. Até o presente momento a
resposta tem sido positiva e o paciente sem efeito adverso ao tratamento e a segunda dose ja
tem uma previsdo para ser administrada (CASTILLO, 2016).

Outro método de tratamento ¢ chamado de Chimeric Antigen Receptor T (CART-1),
nessa metodologia de tratamento, os receptores das células T sdo modificadas pelo sistema
CRISPR-Cas9 para expressar um receptor quimérico de antigeno T em sua membrana, esses
receptores modificados atuam como marcadores imunoldgicos que se ligam a epitopos
especificos das células tumorais. O CART-1 ¢ dividido em trés dominios o primeiro ¢
responsavel pela acoplagem na célula neoplésica, o segundo faz a ligagdo do alvo com a
célula T, o ultimo ¢ o dominio de sinalizacdo que atua na ativagao da célula T por meio da
sinalizacdo de CD3 e moléculas, deste modo aumentando a quantidade de linfocitos T CDS. A
utilizacdo desse método permite que o sistema imune identifique e elimine especificamente as
células neoplésicas tornando-o mais eficiente no tratamento do céncer de pulmao
(SELVAKUMAR et.al, 2022).



enNsalos
@’mm@:g{gﬁ;
@%@ ety

http://lensaios.usf.edu.br

<ﬂ> ___/AL_ >, j{é

W—’ )
L

T_cell CRISPR/Cas9 “
with TCR CRISPR/Cas9
edited CAR T cells

Figura 6: Representa o mecanismo imunoterapico, onde as células T sdo removidas do
paciente, modificadas pelo sistema CRISPR-Cas9 e devolvidas ao paciente apds alteragdes
(SELVAKUMAR et.al, 2022).

2.4.2 Aplicaciao do CRISPR/CAS9 no papiloma virus humano

A porcentagem de incidéncia de cancer do colo de tutero estd relacionada com a
infeccdo pelo papiloma virus humano (HPV), onde os genes E6 € E7 do HPV inicia e mantém
o crescimento de células tumorais. O sistema CRISPR-Cas9 foi aplicado de forma com que
eliminasse o gene E7 no cancer, assim o tumor sendo inibido eficientemente € como
consequéncia, destruindo e evitando a proliferacdo e crescimento dessas células tumorais
(TIANZUO, Et al 2019).

Desafios e limita¢oes do CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR/Cas9 vem aumentando a expectativa de eliminagdo do cancer em
uma escala nunca antes vista. Por sua facilidade de uso, as chances de tratar doengas definidas
como incuraveis aumentaram muito. Ainda assim, alguns problemas do cancer e da terapia
genética precisam ser abordados, sendo a entrega do CRISPR/Cas9 em malignidades solidas o
maior desafio ( LIU, 2017).

Um desafio geral com qualquer método de entrega ¢ alcancar uma alta concentragao
de CRISPR/Cas9 no tecido alvo que possa atingir todas as células alvo. Até o momento,
parece improvavel que qualquer sistema de entrega possa atingir cem por cento de entrega nas
células-alvo, o que pode levar ao fracasso do tratamento. Portanto, desenvolver um sistema de
entrega que permita uma entrega segura e eficiente do CRISPR/Cas9 certamente serd um
grande passo na aplicagdo de CRISPR/Cas9 para uso terapéutico em oncologia (RAFII et al.,
2022).
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Outro grande desafio com a tecnologia CRISPR/Cas9 ¢ a edi¢do de genes fora do
alvo. Clivagens de fitas de DNA fora do alvo que levam a mutagdes fora do alvo e rearranjos
cromossdmicos maiores, como inversoes ¢ translocagdes, sdo observadas em todas as técnicas
de edicao de genes. Em CRISPR/Cas9, as mutacdes fora do alvo estdo relacionadas com a
incompatibilidade do PAM e gRNA. Para reduzir a chance de incompatibilidade de gRNA,
um software sofisticado ¢ usado para prever locais de clivagem fora do alvo. Além disso,
métodos mais novos e mais sensiveis, estdo em desenvolvimento para monitorar as mutagdes
fora do alvo com mais precisao. Um dos exemplos desses rearranjos € a respeito da P53, que
ao ser interrompida pode levar a mutacdes e aumentar a chance de malignidade devido ao seu
efeito supressor no tumor (RAFII et al., 2022).

Essas preocupacdes em relagcdo a seguranga do sistema CRISPR/Cas9 sdo objeto de
extensa pesquisa para aumentar a especificidade do local e reduzir as atividades de nuclease
fora do alvo. Algumas estratégias como técnicas de edi¢do mais avancadas, vem sendo
pesquisadas, como por exemplo os editores base e prime, que reduzem a chance de mutacgdes
fora do alvo. As técnicas de edicdo de base permitem mutagdes sintéticas com alteragdes de
nucleotideo Unico, permitindo essencialmente uma alteracao de base direcionada no DNA
(RAFII et al., 2022).

Uma vantagem da tecnologia de edigdo basica ¢ que ela ndo depende de DSBs e,
portanto, elimina a chance de rearranjos cromossomicos. Outra plataforma flexivel ¢ a edi¢ao
primaria, que usa uma variante Cas9 fundida a uma transcriptase reversa ¢ um RNA guiado.
Ele se beneficia de uma sequéncia guiada na extremidade 5' e um sitio de ligagdo ao primer na
extremidade 3' com um modelo de RNA que edita e substitui a sequéncia desejada. Esta
plataforma versatil reduz a chance de confiar no DSB e reduz os rearranjos cromossdmicos
fora do alvo (RAFII et al., 2022).

2.6 Perspectivas futuras do CRISPR para a pesquisa do cancer

A tecnologia CRISPR/Cas9 revolucionou a medicina, fornecendo um método simples
e versatil para manipular o genoma em uma ampla gama de organismos. O potencial do
CRISPR/Cas9 para a pesquisa do cancer ainda estd comecando a se desdobrar, ja que o
mesmo fornece uma ferramenta para manipular regides ndo codificantes do genoma e acelera
a exploragdo funcional de algo até agora mal caracterizado do genoma do cancer. A
engenharia precisa de mutacdes comuns e raras pelo CRISPR/Cas9, permitird que os
pesquisadores do cancer copiem a sequéncia genética da carcinogénese de muitas entidades
cancerigenas. Isso fornecerd insights mais profundos sobre as mudangas biologicas que sdao
provocadas por mutagdes individuais (MEDHIN et al., 2021).

Espera-se ver resultados ainda imprevisiveis dos ensaios clinicos que aplicam o
CRISPR/Cas9 como uma ferramenta terapéutica para direcionar o sistema imunologico contra
o cancer. O uso futuro de CRISPR/Cas9 na medicina dependerd em grande parte da
capacidade de desenvolver variantes de Cas9 com minimo ou nenhum efeito fora do alvo e
novos métodos para melhorar a engenharia ainda ineficiente de alteragdes genéticas precisas
por reparo direcionado por homologia. Além disso, melhorias futuras dos métodos de entrega
virais € ndo virais serdo necessarias para melhorar os resultados ainda imprevisiveis dos
ensaios clinicos que aplicam a aplicagdo in vivo do CRISPR/Cas9, preparando o terreno para
o uso terapéutico do CRISPR no futuro. O desenvolvimento da tecnologia CRISPR/Cas9
acelerou e acelerara a pesquisa do cancer em muitas areas (MEDHIN et al., 2021).
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CONCLUSAO

Ao longo dos anos, a tecnologia CRISPR nos deu novas perspectivas que antes eram
inatingiveis no mundo cientifico. No contexto do cancer, o CRISPR tem sido um aliado na
descoberta de novos mecanismos e genes que desempenham papéis fundamentais, pois além
de ajudar a entender os mecanismos moleculares envolvidos no surgimento do cancer, o
CRISPR ¢ uma ferramenta promissora com potencial para modificar genes especificos
importantes para a carcinogénese € processos reversos como nunca antes. A tecnologia
CRISPR tem se mostrado uma ferramenta muito vantajosa, pois podemos ver seu potencial
por meio de estudos in vitro, in vivo e clinicos, comprovando ser uma tecnologia aplicavel
para diversas abordagens. Areas como ciéncias médicas, basicas, industriais e agricolas se
beneficiardo com a técnica. A tecnologia CRISPR/Cas9 pretende revolucionar o mundo com o
tratamento e eliminag¢do de doengas, sendo essa apenas uma de suas perspectivas.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a universidade, e aos professores que nos acompanharam ao longo do curso e
que, com empenho, se dedicam a arte de ensinar.

REFERENCIAS

CARREIRA, A. C. O.; LOPES, C. L.; FERREIRA, H. C. J.; SOGAYAR, M. C.; ALMEIDA,
M. S. M.; MACHADO, R. A. C. Edicao génica por CRISPR/CAS9 da teoria a pratica.
Blucher Open Access. Sao Paulo, 2022. 80 p.

CASTILLO, A. Gene editing using CRISPR-Cas9 for the treatment of lung cancer.
Colomb Med (Cali). 2016 Dec 30;47(4):178-180.

CYRANOSKI, David. Nature: CRISPR gene-editing tested in a person for the first time.
2016.

Doengas relacionadas ao tabagismo. Instituto Nacional de Cancer. 2022.
FROCK, R. L.; HU, J.; MEYERS, R. M.; HO, Y. J; KII, E.; ALT, F. W. Genome-wide

Detection of DNA Double-Stranded Breaks Induced by Engineered Nucleases. Nat.
Biotechnol. 2015. 33, 179-186. doi:10.1038/nbt.3101

GHAFFARI, S.; KHALILI, N.; REZAE, N. CRISPR/Cas9 revitalizes adoptive T-cell
therapy for cancer immunotherapy. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research

volume 40, Article number: 269. 2021.

GONZAGA, G. C. R. Técnica CRISPR-Cas9 e sua utilizacio na Area Laboratorial.
Minas Gerais, 2018.

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER. Estatisticas de cancer. 2018.



@8%?@
A28 Doa

ensalos U
BIOXT ek
@%@ @D 8o

http://lensaios.usf.edu.br

JIANG, C.; LIN, X.; ZHAO,Z.; Applications of CRISPR-Cas9 Technology in the
Treatment of Lung Cancer. 2019.

KHADEMPAR, S.; FAMILGHADAKCHI, S.; MOTLAGH, R. A.; FARAHANI, N,
DASHTIAHANGAR, M.; REZAEI, H.; HAYAT, S. M. G. CRISPR-Cas9 in genome
editing: Its function and medical applications. Journal of Cellular Physiology. 2018

LANG, Y.; JINMING L. CRISPR-Cas9 therapeutics in cancer: promising strategies and
present challenges, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, Volume
1866, Issue 2, 2016, Pages 197-207.

LINO, C. A.; HARPER, J. C.; CARNEY, J. P.; TIMLIN, J. A. Delivering CRISPR: a review
of the challenges and approaches. Drug Deliv. 2018.

LIU, C.; ZHANG, L.; LIU, H.; CHENG, K. Delivery strategies of the CRISPRCas9
gene-editing system for therapeutic applications. Journal Of Controlled Release, v. 266, p.
17-26, nov. 2017. Elsevier BV.

MALI P, YANG L, ESVELT KM, AACH J, GUELL M, DICARLO JE, NORVILLI JE,
CHURCH GM. RNA-guided human genome engineering via Cas9. 2013

MEDHIN, M. T G.; ABEBE, E. C.; SISAY, T.; BERHANE, N.; BEKELE, T. DEJENIE, T. A.
Current Applications and Future Perspectives of CRISPR-Cas9 for the Treatment of
Lung Cancer. 2021. Biologics: targets & therapy, 15, 199-204.

MOURA, D. M. Comunicacao celular. 1 ed. 2019.

RAFII, S.; TASHKANDI, E.; BUKHARI, N.; AL-SHAMSI, H. O. Current Status of
CRISPR/Cas9 Application in Clinical Cancer Research: Opportunities and Challenges.
Cancers 2022, 14, 947.

SACHDEVA, V. M. et al.; CRISPR/Cas9: Molecular Tool for Gene Therapy to Target
Genome and Epigenome in the Treatment of Lung Cancer. Nature, Cancer Gene Therapy
22,509-517. Out/ 2015.

SANDER, J. D.; JOUNG, JK; CRISPR-Cas systems for editing, regulation and targeting
genomes. Nature Biotechnol. 2014.

SELVAKUMAR, S. C.; PREETHI, K. A.; ROSS, K.; TUSUBIRA, D.; KHAN, M. W. A_;
MANI, P.; RAO, T. N.; SEKAR, D. CRISPR/Cas9 and next generation sequencing in the
personalized treatment of Cancer. Mol Cancer 21, 83 (2022).

STERNBERG, S. H.; REDDING, S.; JINEK, M.; GREENE, E. C.; DOUDNA, J. A. DNA
Interrogation by the CRISPR RNA-Guided Endonuclease Cas9. 2014. Nature 507, 62—67.



ensal
IO
985S

http://lensaios.usf.edu.br

SUNG, H.; FERLAY, J.; SIEGEL, R. Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN
estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A
Cancer Journal for Clinicians, 2021.

TIANZUO Z.; NIKLAS R.; JOHANNES B.; MATTHIAS P.; EBERT, M. B. CRISPR/Cas9
for cancer research and therapy, Seminars in Cancer Biology, Volume 55, 2019, Pages
106-119.

XU, X; LIU, C; WANG, Y; KOIVISTO, O; ZHOU, J; SHU, Y; ZHANG H.
Nanotechnology-based delivery of CRISPR-Cas9 for cancer treatment. 2021.



