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RESUMO

O sistema CRISPR é uma ferramenta de engenharia gendmica, que foi descoberta,
inicialmente, como um mecanismo de imunidade bacteriana contra virus invasores, sendo
adaptada, posteriormente, para edicdo génica em células de mamiferos. A técnica
sobrepds-se as surgidas anteriormente por ser extremamente versatil, simples, especifica
e de baixo custo. O cancer € caracterizado por ser uma doenca que apresenta acumulo de
maultiplas alteracbes genéticas e epigenéticas no genoma, podendo, assim, ser alvo da
técnica CRISPR a fim de modificar genes envolvidos com a doenga, buscar novas
alternativas de tratamento e criar modelos de estudo. Com base nisso, 0 objetivo deste
estudo é descrever como o sistema CRISPR tem sido aplicado na Oncologia. O trabalho
trata-se de uma reviséo de literatura, buscando reunir e sintetizar resultados acerca da
aplicacdo de CRISPR no cancer e os principais tipos de neoplasias que sdo alvos da
técnica. A coleta de informagdes foi realizada nas bases de dados Bireme e Pubmed por
meio dos descritores “sistema CRISPR-Cas” e “neoplasias”, nos idiomas portugués e
inglés. Os critérios de inclusdo envolveram a utilizacdo de artigos na integra, no idioma
inglés e publicados nos Gltimos 6 anos, totalizando 20 artigos. Tendo em vista que o
cancer esta entre as principais causas de morte e de problemas de saude publica, e sabendo
que se trata de uma doenca causada por alteracdes genéticas, CRISPR surge como uma
técnica promissora na pesquisa, diagnostico e tratamento dessa patologia. A técnica tem
sido utilizada, principalmente, para o silenciamento de oncogenes e genes supressores de
tumor, tanto in vitro quanto in vivo, a fim de obter modelos de estudo e avaliar o
envolvimento de genes no processo de tumorigénese. Esses resultados satisfatorios
sugerem que a aplicacdo da técnica na Oncologia é promissora e sua utilizacdo
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diretamente em seres humanos, apesar de ainda requerer aprimoramento de inimeros
processos, pode se tornar uma realidade.

Palavras-chave: Engenharia genémica, Edicdo génica, Sistema CRISPR, Oncologia.

ABSTRACT

The CRISPR system is a genomic engineering tool that was initially discovered as a
mechanism for bacterial immunity against invading viruses, being later adapted for gene
editing in mammalian cells. The technique superseded those previously developed
because it is extremely versatile, simple, specific, and low-cost. Cancer is characterized
as a disease that presents an accumulation of multiple genetic and epigenetic alterations
in the genome, and may, therefore, be the target of the CRISPR technique in order to
modify genes involved with the disease, seek new treatment alternatives and create study
models. Based on this, the aim of this study is to describe how the CRISPR system has
been applied in Oncology. The work is a literature review, seeking to gather and
synthesize results about the application of CRISPR in cancer and the main types of
neoplasms that are targets of the technique. Data collection was performed in Bireme and
Pubmed databases using the descriptors “CRISPR-Cas system” and “neoplasms”, in
Portuguese and English. The inclusion criteria involved the use of full articles, in English
and published in the last 6 years, totaling 20 articles. Considering that cancer is among
the main causes of death and public health problems and knowing that it is a disease
caused by genetic alterations, CRISPR emerges as a promising technique in the research,
diagnosis, and treatment of this pathology. The technique has been used mainly for the
silencing of oncogenes and tumor suppressor genes, both in vitro and in vivo, in order to
obtain study models and evaluate the involvement of genes in the tumorigenesis process.
These satisfactory results suggest that the application of the technique in Oncology is
promising and its use directly in human beings, despite still requiring improvement in
numerous processes, could become a reality.

Key-words: Genomic engineering, Genetic editing, CRISPR System, Oncology.

1 INTRODUCAO

O conhecimento a respeito dos mistérios contidos na dupla hélice do DNA trouxe
a necessidade de buscar, através da Biologia Molecular, técnicas que possibilitassem a
edicdo genbmica, visto que inimeras doencas apresentam carater genético ou hereditario.
Nesse sentido, a descoberta do sistema CRISPR, um mecanismo de imunidade adaptativa
de bactérias e arqueas que utiliza RNAs antisensos para deteccdo de acidos nucleicos
estranhos (JINEK et al., 2012), tornou a alteracdo e substituicdo de genes mais proxima
da realidade. Assim, esse sistema foi adaptado e transformado numa técnica simples,
precisa, e de baixo custo para edi¢do génica de células eucaridticas.

O sistema CRISPR foi descoberto inicialmente como um mecanismo de
imunidade adaptativa de bactérias contra virus. As bactérias desenvolvem uma memoria

imunologica de seus invasores “arquivando” sequéncias curtas de DNA destes, chamadas
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de protoespacadores e que se tornam integradas ao seu proprio material genético
(YOSEF; QUIMRON, 2015). Esse sistema de defesa € composto pelo locus CRISPR
contendo os protoespagadores, além de um grupo de quatro genes estritamente
localizados as matrizes CRISPR que codificam as proteinas Cas (BHAYA; DAVISON;
BARRANGOU, 2011). Esses genes estdo presentes somente em genomas que apresentam
matrizes CRISPR, possuindo funcdes preditas de helicases, polimerases, e nucleases,
levando a hipotese que o sistema CRISPR/Cas poderia estar envolvido na reparacao do
DNA (BURMISTRZ; PYRC, 2015).

O mecanismo CRISPR-Cas envolve a integracdo do material genético invasor
entre as sequéncias repetidas, seguido da transcrigdo e processamento desse locus em um
crRNA, processo facilitado por outro tipo de RNA chamado tracrRNA (SAHA et al.,
2018). Por fim, havendo a entrada de um DNA estranho, previamente armazenamento no
sistema CRISPR, ocorre a formacdo de um complexo entre crRNA, tracrRNA e a enzima
Cas9, que é direcionada a introduzir quebras de fita dupla no DNA alvo (JINEK et al.,
2012).

Um dos primeiros relatos de sequéncias repetidas no DNA de seres procariéticos
foi feito por Francisco Mojica, ao estudar Arqueas halofilicas (MOJICA et al.,1995).
Essas descobertas foram relacionadas a achados que datam de 1987 e 1989, os quais ja
relatavam sequéncias altamente conservadas e repetidas no genoma de Escherichia coli
(ISHINO et al., 1987; NAKATA; AMEMURA; MAKINO,1989). Jansen et al. (2002), ao
estudar uma nova familia de sequéncias repetitivas presentes nos dominios Archaea e
Bacteria, criam o termo CRISPR — Repeti¢bes Palindromicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespagadas. Ao comparar as sequéncias desconhecidas existentes entre
0 locus CRISPR com DNAs ja estudados, Mojica constatou que os espacadores CRISPR
derivavam de sequéncias preexistentes, como bacteriéfagos e plasmideos conjugados
(MOJICA et al., 2005). Deltcheva et al. (2011), complementando os estudos de Mojica,
relataram que o sistema CRISPR constitui uma ampla classe de mecanismos de
imunidade, que protegem bactérias e arqueas contra agentes invasores.

De acordo com Ran et al. (2013), esse sistema imunoldgico bacteriano poderia ser
usado para facilitar a engenharia gendémica em células eucarioticas especificando uma
sequéncia de direcionamento em seu RNA guia. O sistema CRISPR mais estudado € o
tipo 11, que consiste na endonuclease Cas9, um crRNA e um tracrRNA. A fusdo de crRNA
e tracrRNA forma o RNA de guia Unico (sgRNA), e assim, a Cas9 pode ser direcionada

para qualquer alvo de interesse, apenas alterando-se a sequéncia de sgRNA (RAN et al.,
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2013). Apos a clivagem do DNA pela endonuclease Cas9 guiada pelo sgRNA, a quebra
de fita dupla (DSB) é alvo das vias enddgenas de reparo NHEJ e HDR, que permitem a
geracdo de insercdes, delecOes ou substitui¢cdes de sequéncias no local alvo do genoma
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2019).

Diante de sua versatilidade e especificidade, a técnica CRISPR tem sido utilizada
em uma ampla variedade de modelos experimentais, incluindo linhagens celulares,
plantas, animais de laboratério e até mesmo ensaios clinicos em seres humanos
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2019). A técnica tem sido (Gtil, em plantas, para o
melhoramento de safras (CORTE et al., 2019); para a suspensdo da replicacao viral em
doencas virais como HIV e hepatite B, e interrupcao do ciclo celular, in vitro, em células
de carcinoma cervical infectadas por HPV (KENNEDY et al., 2014). O sistema, ainda,
possui um grande potencial terapéutico no tratamento de doencgas em que a causa genética
é conhecida — como € o caso da fibrose cistica, hemoglobinopatias e hemofilias.

Ainda se tratando de doencas genéticas, a Oncologia também tem sido alvo da
tecnologia CRISPR-Cas9, visando, principalmente, o silenciamento de genes envolvidos
na tumorigénese, além de identificar alvos para o desenvolvimento de novas drogas. De
acordo com Tian et al. (2019), modelos CRISPR de cancer geneticamente modificados
podem ser produzidos de forma rapida e eficiente, incluindo modelos de leucemia com
alvo em genes inativados por Cas-sgRNA. Ademais, o sistema pode ser til na
identificacdo de novos alvos de drogas com um sistema de rastreamento genético, e na
busca de intera¢fes génicas sinérgicas que podem ser Uteis para bloquear a resisténcia a
medicamentos (TIAN et al., 2019).

Sabe-se que 0 cancer esté entre as principais causas de morte antes dos 70 anos de
idade na maioria dos paises (INCA, 2020), sendo o principal problema de satde publica
no mundo. Por se tratar de uma doenca provocada por alteracdes genéticas, a Biologia
Molecular surge como uma aliada na investigacdo dos mecanismos envolvidos. Diante
disso, sabendo que CRISPR é uma tecnica vista como promissora no tratamento doencas
— incluindo as genéticas —, e tendo em vista que um dos seus principais alvos é a
Oncologia, faz-se necessario abordar os avangos que essa tecnologia de edigdo gendmica
ja obteve na area. Desta forma, o objetivo deste estudo foi descrever como a técnica
CRISPR tem sido aplicada na Oncologia, identificando os principais canceres que sao
alvo dessa tecnologia e apresentando os principais resultados observados até 0 momento
em relacdo a sua utilizagdo. Além disso, também é importante discorrer sobre as

perspectivas futuras da aplicacdo de CRISPR no tratamento de cancer.
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2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada por meio de uma reviséo de literatura, buscando reunir e
sintetizar os resultados encontrados em pesquisas prévias que analisaram exclusivamente
a aplicacdo de CRISPR na Oncologia e os principais tipos de canceres que sdo alvos da
técnica. Para responder a questdo norteadora do estudo, que envolve a aplicacdo da
técnica CRISPR na Oncologia, entre os meses de dezembro de 2020 e fevereiro de 2021,
foram buscados artigos nas bases de dados Bireme e Pubmed, no periodo de 2015 a 2021,
utilizando os descritores “sistemas CRISPR-Cas” e “neoplasias” para Bireme, e 0s
mesmos termos no idioma inglés para Pubmed.

Foram incluidos os artigos disponiveis na integra, no idioma inglés e publicados
nos Gltimos 6 anos. Os critérios de exclusdo envolveram artigos de revisao de literatura e
meta-analise. Esta analise foi feita a partir da selecdo dos titulos, resumos e textos na
integra. Foram coletadas as seguintes informacdes em cada artigo: titulo do trabalho,
citacdo, objetivo, tipo de estudo, tipo de cancer, genes alvos e conclusdes. As informacdes

foram reunidas e apresentadas em tabelas, figuras e quadros.

3 RESULTADOS

A busca pelos artigos foi iniciada pela base de dados da Bireme em que foram
localizados 703 artigos, enquanto na base de dados PubMed foram localizados 945
artigos. Apos foi feita a leitura dos titulos de cada artigo buscando evidéncias de estudos
acerca das aplicacdes da técnica CRISPR na Oncologia. Dos 112 artigos aceitos da base
de dados Bireme, 21 estavam repetidos no Pubmed, restando 91 artigos para a proxima
etapa. Dos 179 selecionados na base de dados PubMed, 91 estavam na Bireme, resultando
em 88 artigos.

Os artigos selecionados pelo titulo passaram para a etapa seguinte, em que foi
realizada a leitura dos resumos. Dos 91 resumos lidos da base de dados Bireme, 19 foram
selecionados, e dos 88 artigos da base de dados PubMed, apenas 4 foram selecionados,
pois a grande maioria dos artigos constavam de revisao de literatura e meta-analise. A
préxima etapa consistiu na leitura dos artigos na integra, em que um total de 20 artigos
foram selecionados (Tabela 1). O processo de exclusdo dos artigos pode ser observado na

Figura 1.
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Tabela 1 - Selecdo de artigos cientificos nas bases de dados Bireme e Pubmed, no periodo de dezembro
de 2020 a fevereiro de 2021, publicados entre 2015 e 2021

Base de Titulos Resumos Artigos
dados

Total Aceitos Total Aceitos Total Aceitos
Bireme: 703 112 91 19 19 17
PubMed 945 179 58 4 4 3
Total 1648 291 179 23 23 20

Fonte: os autores

Figura 1 — Fluxograma associado a seleg&o dos artigos nas bases de dados Bireme e Pubmed

1648 artigos
relacionados a
picae_:n-e s da
técnica CRISFR na
Oncologia

1628 artigos
descartados

Fonte: os autores

Dos artigos, foram extraidas informacdes referentes ao tipo de estudo, objetivo do
estudo, tipo de cancer, genes alvo, conclusGes, titulo e citagdo. Os resultados foram
divididos em dois quadros, um com estudos in vitro (Quadro 1) e outro com estudos in
vivo (Quadro 2).
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Quadro 1 — Principais resultados obtidos in vitro com a utilizagdo da técnica CRISPR na Oncologia

Titulo/citagdo Tipos de células Objetivos Tipo de cncer | Genes alvo Concluséo
CRISPR/Cas9-Mediated Knock-
Out of KrasG12D Células humanas (Panc- Inativar o proto-oncogene O nocaute de KRAS mostrou uma diminuicao
Mutated Pancreatic Cancer Cell 1 e Suit-2) e células mutante KRAS 2P em Cancer de da taxa de crescimento celular em comparacédo
. . . - KRAS .
Lines. murinas (TB32047) de linhagens celulares de pancreas com o tipo selvagem. Apoptose e parada de
cancer pancreatico. cancer de pancreas. crescimento ndo foram observados.
(LENTSCH et al., 2019)
CRISPR/Cas9-mediated
knockout of NSD1 suppresses Células humanas de .
b ’ Investigar o
the hepatocellular carcinoma figado normal (HL- . . . N
. . comportamento da via de . O nocaute de NSD1 suprime a proliferacéo
development via the 7702) e células de N Carcinoma . . x X
. . . sinalizacdo NSD1 / H3/ celular, migragéo e invasdo em HCC através da
NSD1/H3/Wnt10b signaling carcinoma hepatocelular . hepatocelular NSD1 - L
Wnt10b apds nocaute via de sinalizacdo NSD1/ H3/ Wnt10b, que
pathway. (Huh7, Hep3B, SMMC- - (HCC) . .
mediado por pode servir como alvo potencial para o HCC.
7721, HepG2 e SK- CRISPR/Cas9
(ZHANG et al., 2019) Hepl). '
CRISPR-Cas9 mediated CD133
knockout inhibits colon cancer Realizar o nocaute do T
. ) . , O nocaute mostrou efeitos inibitérios na
invasion through reduced Linha de células LoVo marcador CD133 usando ronriedade tumoraénica. incluindo diminuicio
epithelial-mesenchymal de adenocarcinoma do CRISPR-Cas9 e analisar Cancer de colon CD133 prop : g . minuig
o . - . da capacidade de formagdo de colbnias,
transition. c6lon humano seu efeito nas células de . ~ . . s x
R X proliferacdo celular, migracédo e invasdo.
cancer de coélon.
(Lletal., 2019)
TP53 Mutation by CRISPR Linhas celulares LS174T Avaliar os efeitos da Os mutantes TP53 exibiram um potencial
System Enhances the Malignant ; x : . . . .
- e HCT116 derivadas de | mutacdo de TP53 induzidas A . maligno aprimorado, caracterizado por
Potential of Colon Cancer. Cancer de colon TP53

(WATANABE et al., 2019)

adenocarcinoma de
c6lon humano.

por CRISPR/Cas9 em
células de cancer de célon.

crescimento celular acelerado, capacidade de
invasdo e quimiorresisténcia.
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CRISPR/Cas9-Mediated BRCA1
Knockdown Adipose Stem Cells
Promote Breast Cancer

Células-tronco derivadas
de tecido adiposo
humano, de tecido

Gerar células-tronco de
tecido adiposo humano
com mutacdo de BRCAl e

A mutacdo BRCAL promoveu progressao,

. . X . Cancer de mama BRCA1 . . X N
Progression. adiposo de mama analisar seu efeito na crescimento e invasdo do cancer de mama.
humana e células MDA- progressao do cancer de
(ZHAO et al., 2019) MB-231. mama.
CRISPR/Cas9-mediated .
Realizar o nocaute de
knockout of the PDEF gene - )
s N . . PDEF em uma linha de As células mostraram aumento da apoptose,
inhibits migration and invasion . ) ) N - T . o
. Linhas de células de células de cancer gastrico A _ inibicdo da formacgdo de colénias celulares,
of human gastric cancer AGS n - h I Cancer gastrico PDEF ducio da mi X ividad idad
cells cancer gastrico AGS. umano (GC) e avaliar seu reducéo da migragéo, invasividade e capacidade
' efeito no comportamento proliferativa.
celular.
(ZHANG, et al., 2019)
CRISPR/Cas9 Genome Editing Induzir o nocaute do gene
of Epidermal Growth Factor EGFR e eliminar a L -
. . . . . O nocaute suprimiu a viabilidade celular e a
Receptor Sufficiently Abolished . . expressdo da proteina Carcinoma . - N . .
o - Linha de células MDA- . capacidade de invasdo em células ATC. Além
Oncogenicity in Anaplastic MB-231 e SW579 EGFR anaplasico da EGFR disso, genes metastaticos foram inibidos nessas
Thyroid Cancer. ' em células MDA-MB-231 tireoide (ATC) 9 .
, . células.
e SW579 através da técnica
(HUANG, et al., 2018) CRISPR/Cas9.
C_RISP_R-CasQ—Med_lated . Nocautear CD44 em O nocaute inibiu significativamente a expresséo
Silencing of CD44 in Human Células de . ; r
. . células de osteossarcoma de CD44 nas células, bem como suprimiu sua
Highly Metastatic Osteosarcoma | osteossarcoma humano e o . . G
- altamente metastatico Osteossarcoma CD44 atividade de migragdo e invaséo, e inibiu a
Cells. altamente metastatico . . x - o
humano a fim de avaliar formacéo de esferoides em condicdes de cultura
MNNG /HOS e 1438, seus efeitos funcionais 3-D
(LIU et al., 2018) ' '
CRISPR/Cas9 targeting of the .
Gerar um nocaute parcial L
androgen receptor suppresses the . A . Receptor O nocaute restringiu significativamente o
celulas de cancer de do receptor de andrégeno A : ) R .
growth of LNCaP human ) . - Cancer de de crescimento de células de cancer de prostata
préstata andrdgeno- (AR) a fim de observar . . S , b . x
prostate cancer cells. L : ~ prostata androégeno | sensiveis a andrégenos ao inibir a proliferagéo
positivas LNCaP. seus efeitos nas funcBes
(AR) celular e promover um aumento da apoptose.

(WEI et al., 2018)

celulares.
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Generation and characterization
of a human oral squamous
carcinoma cell line SCC-9 with
CRISPR/Cas9-mediated deletion

Linhas de células de

Construir linhas de células

SCC-9 nocaute de p75NTR | Carcinoma oral

O nocaute de p75NTR suprimiu a proliferacdo

. carcinoma escamoso de e avaliar seu efeito nas de células p75NTR celular, invaséo, migracéo e formacéo de
of the p75 neurotrophin receptor. . ~ L P
lingua SCC-9. funcdes e caracteristicas escamosas colénias.

(HUANG et al., 2017) celulares.
Target sequencing and
C_RISPR/Cas editing reveal . . Nocautear os genes UTX e O nocaute UTX ou UTY Unico aumentou a
simultaneous loss of UTX and Linhas de celulas HT- . . A . . N

. . UTY em linhas de células | Cancer urotelial proliferacéo celular, e com o nocaute duplo dos
UTY in urothelial bladder 1197 e UMUC3 de - . . UTXe - . X

A N . UBC a fim de avaliar seu de bexiga genes foi observada uma proliferacdo ainda
cancer. cancer urotelial de . . UTyY .
. papel funcional nesse tipo (UBC) maior.
bexiga (UBC). de cancer
(AHN et al., 2016) '
BIRC5 Gene Disruption via
CRISPR/Cason Platform . Linhas de células HL-60 Sl_lenuar 0 gene BIRCS em Leucemia A supressdo de BIRCS5 resultou na reducéo da
Suppress Acute Myelocytic d . linhas de células de LMA ieloid d iabilidade celul inducio d
Leukemia Progression e K(_B—l e Leucemia para avaliar o papel do Mieloide Aguda BIRCS5 viabilidade celular e ]n ucéo de apoptose e
' Mieloide Aguda (LMA). . (LMA) necrose nas células de LMA.
gene nessas células.

(NARIMANI et al., 2019)
CRISPR-mediated ablation of Investigar o nocaute do
overexpressed EGFR in g O nocaute de EGFR inibiu o crescimento das

o . e . ) gene EGFR usando . ) - N
combination with sunitinib Linha de células CRISPR/Cas9 como uma Carcinoma de células cancerosas renais. A associa¢do com
significantly suppresses renal HEK293 de rim células renais EGFR sunitinibe pode inibir ainda mais a proliferagdo

cell carcinoma proliferation.

(LIU et al., 2020)

embrionério humano.

opcao terapéutica para o
carcinoma de células renais
(RCQ).

(RCC)

de células cancerosas renais apds a perda de
EGFR.

Fonte: os autores
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Quadro 2 — Principais resultados obtidos in vivo, a partir de modelos animais, com a utilizagdo da técnica CRISPR na Oncologia

Titulo/autores/ano

Modelo animal

Objetivos Tipo de cAncer | Genes alvo Concluséo
CRISPR-mediated modeling and ~
. L Gerar mutacGes de
functional validation «
. perda de fungéo nos A A perda dos genes p107 e p130 acelerou
of candidate tumor suppressor Cancer de AL x
. Modelo de genes p107 e p130 em N significativamente a progressdo do CPPC,
genes in small cell pulméo de -
| R camundongo de modelos de P107 e p130 mostrando que esses genes funcionam como
ung cancer. A pequenas - N
CPPC camundongos de cancer células (CPPC) supressores de tumor nesse tipo de cancer.
de pulméo de pequenas
(NG etal., 2020) células (CPPC).
Programmed cell death ligand 1
dl_sruptlon by clustereq regula_rly O nocaute promoveu imunidade antitumoral,
interspaced short palindromic . . PSR
o Avaliar o impacto do aumentando os linfdcitos infiltrantes de
repeats/Cas9-genome editing o o
. - - nocaute do gene PD-L1 A tumor. O tempo de sobrevivéncia dos animais
promotes antitumor immunity and Modelo de < N Cancer de A, .
. na progressdo do cancer s PDL-1 foi maior e o peso do tumor e a ascite foram
suppresses ovarian cancer camundongo - ovario
. de ovério em modelos menores.
progression.
de camundongos.
(YAHATA etal., 2019)
Blockade of a Laminin-411-Notch Bloquear a expressédo de
Axis with CRISPR/Cas9 or a laminina-411
Nanobioconjugate Inhibits Modelo de em linhas de células de . Genes a4 e Os animais exibiram tumores menores,
. . Glioblastoma . .
Glioblastoma Growth through camundongo glioblastoma . B1 da crescimento tumoral mais lento e melhor
. . 4 multiforme . o ~
Tumor-Microenvironment Cross- multiforme (GBM) e laminina- sobrevivéncia em comparagdo com
talk. SUPRESSAO analisar o crescimento 411 camundongos com células ndo tratadas.
tumoral em
(SUN, et al., 2019) camundongos.
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CRISPR/Cas9-mediated knockout Estabelecer linhas de
of HBsAg inhibits proliferation células de carcinoma ) . .
R . As células de HCC tiveram seu potencial
and tumorigenicity of HBV- hepatocelular (HCC) Carcinoma ORF preS1/ : . A .
. - Modelo de maligno e proliferacdo in vitro reduzidas,
positive hepatocellular carcinoma com nocaute de HBsAg, hepatocelular preS2 /S de ) L L ;
camundongos . . além de diminuicdo da tumorigenicidade in
cells avaliando seus efeitos (HCC) HBsAg Vivo
tanto in vitro quanto in '
(SONG, et al., 2018) Vivo.
Role of BMI1 in epithelial ovarian Silenciar BMI1 em
cancer: investigated via the células de cancer O nocaute de BMI1 reduziu a proliferagédo
CRISPR/Cas9 system and RNA epitelial de ovério Cancer epitelial celular, invasdo e migracdo, além de aumentar
. Modelo de - - oo . )
sequencing. (EOC) e avaliar o de ovério BMI1 as taxas de apoptose. A sensibilidade a platina
comundongo . -
comportamento dessas (EOC) foi aumentada e a taxa de formacdo de tumor
(ZHAO, et al., 2018) células, in vitro e in mostrou-se diminuida.
Vvivo.
ASXL1 mutation correction by Corrigir a mutagéo x . .
CRISPR/Cas9 restores gene ASXL1 em células de A expressao da proteina ASXL} foi
oo . . . . restaurada, e houve uma reducéo do
function in leukemia cells and LMC através da via de Leucemia .
. R Modelo de S crescimento celular e aumento da
increases survival in mouse reparo HDR, Mieloide ASXL1 . L - .
camundongo : . o diferenciacdo mieloide. Os experimentos in
xenografts. determinando o impacto | Crénica (LMC) - s .
. . vivo demonstraram sobrevivéncia mais longa
da correcdo in vitro e in dos animais
(VALETTA etal., 2015) Vivo. '
CRISPR/Cas9 mediated knockout Desenr\T/](())B/;rou dn; novo
of rb1 and rbl1 leads to rapid and . A inativacdo dupla de rbl e rbll criou o
- - retinoblastoma em . S .
penetrant retinoblastoma EmbriGes de - Retinoblastoma primeiro modelo de retinoblastoma em um
- T S Xenopus tropicalis rbl e rbll
development in Xenopus tropicalis Xenopus tropicalis

(NAERT, et al., 2016)

através da inativacdo
dos genes rbl e rbl1 por

CRISPR/Cas9

(RB)

nao mamifero, desenvolvendo tumores
oculares visiveis externamente.

Fonte: os autores
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4 DISCUSSAO

O aclmulo de mutacdes genéticas ao longo do tempo pode levar ao
desenvolvimento do céncer (LIU et al., 2019). Conhecendo os potenciais alvos
moleculares e mecanismos genéticos envolvidos com a carcinogénese, CRISPR surge
como uma técnica capaz de alterar genes envolvidos com a doenca, identificar novos
alvos de tratamento e criar modelos de estudo. Os artigos analisados mostraram,
principalmente, a busca por modelos de nocaute de genes tanto in vitro quanto in vivo, a
fim de estudar as bases moleculares de inimeros tipos de canceres. CRISPR/Cas9
também foi utilizada para produzir mutacdes especificas em determinados genes e
investigar o papel dessas mutagdes no desenvolvimento e progressao da doenca.

O ciclo celular é um processo importante que permite a duplicacdo das células e a
passagem de seu material genético para as células descendentes. Para que isso ocorra de
forma fidedigna, existem inUmeros mecanismos de reparo e pontos de controle do ciclo
celular. Entretanto, ha agentes fisicos, quimicos e bioldgicos que podem causar danos ao
DNA. Quando esses danos ndo sdo corrigidos pelos mecanismos de reparacdo celular,
provocam mutacdes que podem levar a tumorigénese (WARD, 2002).

Os genes que atuam estimulando a progressdo do ciclo celular sdo chamados de
proto-oncogene, que, ao sofrerem mutacfes, tornam-se permanentemente ativados e
provocam proliferacdo celular descontrolada, denominando-se oncogenes (GRAZIANO;
GONZALO, 2017). Genes supressores de tumor, por sua vez, Sd0 responsaveis por
retardar a divisdo celular, reparar danos ao DNA e estimular a apoptose. Assim, quando
sofrem uma mutacdo, as células podem se dividir descontroladamente (WARD, 2002).
Dessa forma, a tumorigénese pode ser provocada pela ativagcdo de proto-oncogene em
oncogenes ou pela inativagao dos genes supressores de tumor.

Os estudos in vitro utilizaram uma variedade de linhagens celulares com o
objetivo de realizar 0 nocaute de genes que frequentemente estdo envolvidos em
determinados tipos de canceres. Apos o silenciamento de genes utilizando CRISPR, e a
confirmacéo da sua inativacdo, as células foram cultivadas e suas caracteristicas apos o
nocaute analisadas a partir de ensaios de proliferagdo celular, formacdo de coldnias,
invasdo e migragdo. Dentre os dez estudos que tinham por objetivo o silenciamento de
oncogenes envolvidos com a progressdo tumoral, todos obtiveram resultados
satisfatorios, com diminuicdo da proliferacdo, invasao e migracédo celular, diminuicdo da
capacidade de formacédo de col6nias, bem como aumento de apoptose, e diminuicdo da

viabilidade celular e malignidade. Lentsch et al. (2019) ndo observaram diminui¢do da
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apoptose nem parada de crescimento celular, porém, houve uma consideravel diminuicéo
da taxa de crescimento.

A fim de avaliar a progressdo tumoral, dois estudos in vitro utilizaram a técnica
CRISPR com o intuito de induzir o nocaute de genes que estdo envolvidos com a
supressdo tumoral, para confirmar a importancia destes genes no controle da replicagdo
celular. A inativagdo dos genes supressores provocou aumento da proliferacdo celular,
capacidade de invasdo e malignidade acentuada. Além disso, genes que estdo
frequentemente mutados em tumores, como 0 BRCA1 no cancer de mama (ZHAO et al.,
2019) e a proteina TP53 no cancer de colon (WATANABE et al., 2019) tiveram mutacdes
induzidas por CRISPR/Cas9 a fim de avaliar a progresséo tumoral, que foi acentuada e,
no caso de TP53, ainda houve aumento da quimiorresisténcia (WATANABE et al., 2019).

De todos os estudos in vivo, apenas um deles usou um modelo animal nédo
mamifero. Naert et al. (2016), utilizando embrides de Xenopus tropicalis, inativaram os
genes supressores de tumor rbl e rbll — frequentemente mutados em alguns tipos de
canceres — e foram capazes de criar um modelo de retinoblastoma, com tumores oculares
externamente visiveis. Todos 0s outros ensaios fizeram uso de modelos animais de
camundongos, os quais foram inoculados com as células nocaute de genes especificos,
analisando a progressao ou a supressdo de tumores.

Em mamiferos, a maioria dos genes inativados nos estudos in vivo estavam
envolvidos com a progressao tumoral, e assim, apds a introducéo das células editadas por
CRISPR em camundongos, obteve-se crescimentos tumorais mais lentos, de tamanho
menor e malignidade reduzida e um tempo de sobrevida maior dos animais. Zhao et al.
(2018), ao silenciar o gene BMI1 em células de cancer epitelial de ovério, além de obter
a reducdo da tumorigénese, também observou um aumento da sensibilidade do tumor a
platina, um dos quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer.

Valetta et al. (2015) utilizaram a via de reparo HDR para corrigir uma mutacao no
gene ASXL1, que é comum em malignidades mieloides, principalmente na Leucemia
Mieloide Crénica (LMC). Apo6s a restauracdo do gene in vitro, estudos in vivo foram
realizados em modelos de camundongos, 0s quais apresentaram uma sobrevida maior
apos a inoculacdo das células restauradas. Apds a clivagem do DNA pela endonuclease
Cas9 guiada pelo sgRNA, a quebra de fita dupla (DSB) € alvo das vias de reparo NHEJ e
HDR. Segundo Ran et al. (2013), a via HDR requer uma sequéncia homdloga para guiar

a reparacao, ou seja, esse mecanismo possibilita a criagdo de modificagdes definidas em
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uma determinada sequéncia de genes, como observado no estudo, no qual o gene alvo foi
reparado a partir de uma sequéncia especifica.

As aplicacGes da técnica CRISPR na Oncologia abrangem tanto os estudos in vitro
quanto estudos in vivo, ambos com resultados satisfatorios. Os ensaios in vitro envolvem
culturas de células que tiveram seus genes modificados pela técnica. Entretanto, estudos
in vitro ndo sdo uma representagcdo completa de um organismo multicelular, sdo apenas a
etapa inicial do estagio de testes. O proximo passo sao 0s ensaios in vivo, onde é possivel
observar a interacdo entre os diferentes tipos celulares do organismo, e sdo comumente
realizados em camundongos, como observado nos artigos analisados. Em ambos os tipos
de estudos o foco foi a inativagdo de genes envolvidos com a progressédo tumoral,
resultando tanto em crescimento celular diminuido quanto em maior sobrevivéncia dos
animais testados.

Os estudos in vitro e in vivo mostram que essa tecnologia apresenta um potencial
elevado no tratamento do cancer, editando oncogenes ou genes supressores de tumor,
diminuindo a progresséo tumoral e criando modelos de estudo para avaliar a participagdo
de genes na tumorigénese. A baixa eficicia dos tratamentos existentes para pacientes com
diversos tipos de cancer também torna a técnica promissora para a identificacdo de novas
vias que reduzam a resisténcia aos quimioterapicos (JIANG; LIN; ZHAO, 2019).
Contudo, tratando-se da utilizacdo de CRISPR diretamente em seres humanos, ainda ha
um longo caminho a ser percorrido e muitos ensaios clinicos ja estdo em curso.

Um ensaio clinico de fase 1 publicado em 2020 objetivou avaliar a seguranca e
viabilidade da interrupcéo de genes por CRISPR/Cas9 em trés pacientes com cancer, dois
deles com mieloma avancado, e um deles com sarcoma metastatico refratario. Os
linfocitos T desses pacientes foram removidos e 0s genes TRAC, TRBC e PDCD1 destas
células foram silenciados por CRISPR com o objetivo de melhorar a imunidade
antitumoral (STADTMAUER et al., 2020). As células editadas foram administradas nos
pacientes e foram bem toleradas. A persisténcia dessas células T foi mais duravel do que
em outros estudos e biopsias de medula 6ssea e tumores mostraram a migracdo desses
linfécitos T para os locais de tumor. Ndo foi demonstrada toxicidade relacionada as
células manipuladas geneticamente.

A utilizacdo de CRISPR in vivo envolve o aprimoramento de inUmeros processos,
como a diminuicdo dos efeitos fora do alvo, e para isso 0 RNA guia deve ser projetado
com alta homologia de sequéncia para o gene desejado (WU; CAO, 2018); além de

poderem ser usados softwares online para ajudar a minimizar a probabilidade de ligacao
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generalizada (MOSES et al., 2018). A otimizacdo dos métodos de entrega viral e néo viral
também é imprescindivel, pois a distribuicdo por virus adenoassociados (AAV) é um
desafio devido a capacidade de empacotamento limitada, por isso uma alternativa seria a
entrega do sistema via nanoparticulas (MOSES et al., 2018). A observacgéo das respostas
imunoldgicas provocadas pela técnica e a validacao de seu uso em modelos animais séo
outros desafios que requerem estudos (LI1U; SABER; HAISMA, 2019).

Apesar das dificuldades, a técnica CRISPR/Cas9 revolucionou a terapia génica
com sua versatilidade, rapidez e baixo custo, e abriu novos caminhos para a pesquisa do
cancer. N&o so essa técnica, mas a engenharia genética como um todo esta no caminho
para se tornar a nova realidade do ser humano, uma realidade que abrange desafios e
novas oportunidades. (SANTOS; WIETHOLTER, 2021). Assim, sabendo dos principais
genes e mecanismos envolvidos com a carcinogénese, modelos de cancer in vitro e in
vivo podem ser projetados através da técnica e novos genes envolvidos tanto com a
progressdo quanto com a supressdo tumoral podem ser estudados. Além disso, a técnica
pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos de resisténcia dos quimioterapicos, e 0s
resultados satisfatorios dessas pesquisas abrem caminho para a utilizacdo futura da

técnica em seres humanos.

5 CONSIDERACOES FINAIS

MutacBes em oncogenes e genes supressores de tumor sdo responsaveis por
desencadear o processo de tumorigénese. A técnica CRISPR vem revolucionando a
engenharia gendmica do cancer por ser capaz de silenciar ou alterar genes especificos que
provocam seu desenvolvimento. O principal foco tem sido o silenciamento de oncogenes,
avaliando a supressdo tumoral in vitro e in vivo. Também foram realizados estudos com
0 objetivo de silenciar genes supressores de tumor, a fim de confirmar seu papel na
progressao tumoral e criar modelos de estudo.

Ensaios in vitro e in vivo obtiveram resultados satisfatorios e que se mostraram
promissores. Estudos que tiveram como alvo o silenciamento de oncogenes,
demonstraram, in vitro, reducédo da proliferacéo celular, migragéo, capacidade de invaséo
e malignidade, além do aumento da apoptose das células. In vivo, 0 nocaute destes genes
resultou em crescimento tumoral diminuido, de tamanho menor e proporcionou uma
sobrevida maior dos animais testados. Ja nos ensaios que visaram silenciar genes
envolvidos com a supressdo tumoral, obteve-se crescimento celular, capacidade de

invasdo e malignidade aumentados in vitro, bem como a progressao tumoral in vivo.
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Através do aprimoramento dessa tecnologia e aproveitando seu potencial como
uma técnica simples, de baixo custo e especifica, CRISPR abre portas para sua futura
aplicacdo em seres humanos no campo da Oncologia. Através dela sera possivel
compreender ainda mais 0s mecanismos da tumorigénese, inativando e alterando genes
que participam desse processo, bem como buscar novas vias de tratamento, contornando
a resisténcia aos quimioterapicos. Embora os desafios de sua aplicacdo ainda existam,
CRISPR tornou-se uma técnica promissora e com potencial para atuar no tratamento e

pesquisa dessa doenca altamente complexa.
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