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RESUMO

Ao longo dos anos, os pesquisadores tém dedicado grandes esforgcos para entender e combater
a adaptacdo do cancer, visando a cura. A arquitetura do cancer é complexa, composta por varios
aspectos que tornam sua abordagem desafiadora. No entanto, essa complexidade também abre
diferentes maneiras de abordar o problema. O campo da biologia tumoral tem uma vasta
quantidade de literatura que € atualizada rapidamente. Portanto, descobrir o estado atual do
conhecimento sobre a evolucdo do cancer e as ferramentas emergentes usadas nesses estudos
pode proporcionar a clareza necessaria para pesquisas futuras. Nesta revisdo da literatura, foi
apresentada uma visdo geral das diferentes estratégias de aplicacdo da CRISPR-Cas9 na
compreensdo da evolucdo do tumor e seus respectivos niveis de contribuicdo. Foram
selecionados artigos originais dos bancos de dados NCBI, Scielo e Biblioteca Virtual em Saude
que aplicaram a CRISPR-Cas9 para investigar a dindmica tumoral. Através dos descritores
"lineage tracing" "CRISPR-Cas9" "cancer" 22 artigos foram encontrados, e selecionados 12
artigos experimentais com base nos critérios estabelecidos. Por meio da analise desses artigos,
foi averiguado que a incorporacdo da CRISPR-Cas nos estudos da evolucdo tumoral e na
abordagem clinica do céancer proporcionou contribuicdes significativas. Seja por meio do
desenvolvimento de modelos experimentais, da criacdo de marcadores moleculares ou do
aprimoramento das técnicas de sequenciamento e rastreamento da linhagem tumoral. Apesar
dos desafios inerentes a edicdo de genes, como a edicdo fora do alvo e mutacGes indesejadas,
resultados promissores foram obtidos com a modificacdo da proteina Cas9 e do gRNA,
tornando a ferramenta mais segura para uso em humanos.

Palavras-chave: CRISPR-Cas9, rastreamento de linhagem, Cancer.

ABSTRACT

For many years, Researchers have dedicated extensive efforts over the years to understand and
combat cancer's adaptation, aiming for a cure. Cancer's architecture is complex, comprising
various aspects that make it challenging to approach. However, this complexity also opens
different ways of addressing the problem. The field of tumor biology has a vast amount of
literature that is updated quickly. Therefore, finding the current state of knowledge on cancer
evolution and the emerging tools used in these studies can provide the necessary clarity for
future research. In this literature review, we present an overview of the different strategies for
applying CRISPR-Cas9 in understanding tumor evolution and their respective levels of
contribution. We collected original articles from the NCBI, Scielo, and Virtual Health Library
databases that applied CRISPR-Cas9 to investigate tumor dynamics. We used the descriptors
"lineage tracing,” "CRISPR-Cas9," and "cancer.” Out of the 22 articles found, we selected 12
experimental articles based on the established criteria. Through the analysis of these articles,
we found that the incorporation of CRISPR-Cas in studies of tumor evolution and in the clinical
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approach to cancer has provided significant contributions. Whether through the development
of experimental models, the creation of molecular markers, or the improvement of sequencing
and tumor lineage tracking techniques. Despite the challenges inherent to gene editing, such as
off-target editing and unwanted mutations, promising results have been obtained with the
modification of the Cas9 protein and gRNA, making the tool safer for use in humans.

Keywords: CRISPR-Cas9, lineage tracing, Cancer.

1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca complexa e dindmica. Pois, a partir da transformacéo de uma
Unica célula acumula mutag¢fes sequenciais no genoma que serdo transmitidas e incrementadas
nas geracdes seguintes. As causas das mutacdes variam entre fatores ambientais, disposicao
hereditaria, ou por natureza estocastica. Algumas delas sdo denominadas mutagdes “drivers”,
ou mutacdes-chave, e ocorrem em genes importantes para o controle celular fornecendo
vantagens seletiva as células malignas; tal como invasdo tecidual, e evasdo da supressdo de
crescimento e da apoptose. No entanto, os tumores apresentam também mutacdes somaticas
adicionais, essas podem nédo conferir uma vantagem evolutiva a célula, mas contribui para a
diversidade genética do tumor (Dagogo-Jack & Shaw, 2018; Davis et al., 2017).

Acredita-se que as assinaturas genéticas das mutacdes drivers sdo a chave para o
desenvolvimento de terapias antineoplasicas eficazes (Anjos Filho et al., 2020). Mas, apesar do
uso cada vez mais aprimorado das terapias-alvo (Da Silva & Da Silva, 2022), ainda sao
enfrentados obstaculos relacionados a resisténcia e recidiva (Gerlinger et al., 2012). Os
mecanismos que promovem a resisténcia a drogas e a adaptacdo do tumor ainda ndo estéo
completamente elucidados. No entanto, a literatura atual relata que a heterogeneidade tumoral
desempenha um papel critico na falha terapéutica, sendo considerada "o combustivel da
resisténcia”. (Li et al., 2023; Stewart et al., 2020)

A heterogeneidade é um topico de destaque nos estudos de evolugdo tumoral, pois € a
principal caracteristica quando se trata da natureza dinamica do cancer. Ela pode ocorrer devido
a alteracOes genéticas, epigenéticas, transcriptdbmicas e/ou fenotipicas. Abordando este topico
pelo prisma gendmico, estudos de rastreamento de linhagens tumorais tém utilizado tecnologias
de sequenciamento que viabilizam a investigacdo dos mecanismos de evolugdo tumoral
(Borgsmuller et al., 2023; Dentro et al., 2021; Li6nd et al., 2022). O rastreamento de linhagem
em mamiferos foi inicialmente aplicado aos estudos de biologia do desenvolvimento, mas logo
mostrou seu valor no campo da oncologia (Amirouchene-Angelozzi et al., 2017). A partir de

uma célula-mée, o rastreamento pode informar sobre o nimero de descendentes, a localizagéo,
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status e composicdo da sua progénie. Através do sequenciamento desta Unica célula podemos
obter informacgBes acerca da trajetdria evolutiva de subclones, as rotas e momento da
disseminacdo metastéatica, e desenvolvimento da resisténcia terapéutica (Bowling et al., 2020;
Guernet et al., 2016; Simeonov et al., 2021; Yang et al., 2022; Zhang et al., 2021).

Um rastreador adequado deve marcar a célula progenitora, preservando suas
propriedades originais, ele deve ser herdado durante a divisdo e permanecer exclusivamente nas
células descendentes ao longo do tempo sem que haja compartilhamento horizontal
(Kretzschmar & Watt, 2012). Para uma clara visdo da arquitetura tumoral varios fatores, como
instabilidade genémica, as interacfes entre o microambiente tumoral, a evolucdo clonal e
subclonal, precisam ser analisados em conjunto (Dagogo-Jack & Shaw, 2018).

Através do rastreamento unicelular do tumor podemos ter um quadro de alta resolugdo
deste cenario complexo que forneca possibilidades de acdo. Por este motivo, abordagens de
rastreamento tumoral aplicados a diferentes tipos de cancer vém realizando o0s ajustes
necessarios que aprimora a leitura e fornecendo insights significativos nos Gltimos anos (Jones
etal., 2023)

Uma das recentes adaptacdes que tem se mostrado promissora nos estudo de
rastreamento de tumores € o CRISPR (do inglés: Repeti¢cdes Palindromicas Curtas Agrupadas
e Regularmente Interespacadas). Uma ferramenta de edicdo genética, originéria de bactérias e
arqueas, que utiliza uma molécula guia associada a uma enzima de restricdo para localizar
regibes especificas e realizar modificacGes direcionadas no DNA. Desde seu advento, 0 uso no
genoma de mamiferos tem sido demonstrado com sucesso (Mali et al., 2013; Ran et al., 2013).

No que se refere aos estudos de tumores, o CRISPR tem sido diversamente aplicado
para marcacao e selecédo celular (Bowling et al., 2020; Choi et al., 2022; Simeonov et al., 2021;
Zhang et al., 2021), na criacdo de modelos geneticamente modificado (Bowling et al., 2020;
Cortina et al., 2017; Goto et al., 2019; McCann et al., 2020; Teng et al., 2021; Yang et al.,
2022), e no aprimoramento de pipeline e métodos de sequenciamento (Guernet et al., 2016;
Sayed et al., 2019; Tang et al., 2019). Essa ferramenta demonstra tal versatilidade, que por meio
de ajustes nos seus efetores e enzimas associadas possibilita 0 aprimoramento continuo de sua
especificidade. A capacidade de ajuste ndo apenas expande as aplicacdes ja existentes do
CRISPR, mas também abre espaco para a criacdo de abordagens inovadoras, como sera visto
nas secdes seguintes.

Essa revisdo integrativa se prop0e a explorar como o CRISPR-Cas9 tem sido aplicado
para superar os desafios da heterogeneidade na evolucdo tumoral e seu impacto no

desenvolvimento de estratégias para terapias antitumorais.
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2 METODOLOGIA

Este estudo é uma revisdo integrativa da literatura de carater qualitativo e exploratdrio.
No qual, por meio da busca na base de dados da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados
Unidos (NCBI), Biblioteca Virtual da Saude e Scielo, onde foram selecionados estudos
originais experimentais in vitro e in vivo dos ultimos 7 anos, por meio dos descritores “Lineage
tracing” , "CRISPR-Cas9", “Cancer”. Apenas artigos em inglés foram encontrados.

Foram incluidos apenas estudos originais que aplicaram o CRISPR para investigar a
evolucdo tumoral como estratégia para o tratamento e elucidacéo do cancer. Os critérios foram
delineados com o objetivo entender qual o potencial do CRISPR-Cas9 para superar a
heterogeneidade tumoral e alcangar melhorias no tratamento do céncer. Para uma analise
precisa e integral foram excluidos artigos de revisdes narrativas e artigos pré-print ndo revisados
por pares, assim como os demais que nao entenderam aos critérios de incluséo.

A sequéncia metodoldgica adotada iniciou com a definicdo da pergunta de pesquisa,
depois a busca na literatura e selecdo dos artigos conforme os critérios estabelecidos.
Posteriormente, foi feita a extracdo dos dados, seguida da analise critica dos resultados, sintese

e organizacao de forma logica para apresentacao desta revisdo (Tavares De Souza et al., 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a metodologia proposta foram encontrados 22 artigos dos quais foram
selecionados 12 seguindo os critérios predefinidos, sendo todos experimentais. Os estudos
foram organizados quanto ao foco de pesquisa: geracdo de modelos geneticamente
modificados, desenvolvimento de ferramentas para marcacdo e selecdo de células, novas
abordagens de sequenciamento e elaboracao de novos pipelines.

Os artigos experimentais incluem ensaios in vitro em células humanas e in vivo em
murinos, incluindo provas de conceitos. Um deles trata-se de uma prova de principio, que
realiza validagéo in vivo de um modelo transgénico para examinar o papel do microambiente
tumoral na metastase, especificamente das vesiculas extracelulares (McCann et al., 2020).

Como dito anteriormente, um passo critico para superar os desafios impostos pelo
cancer é compreender a dinamica evolutiva do tumor. Para isso, deve-se obter condi¢des de
estudo adequadas que mimetize o ambiente natural do tumor com maior fidelidade possivel.
Atendendo a este proposito, seis dos estudos observados desenvolveram modelos
geneticamente modificados editados por CRISPR-Cas9, quatro deles utilizando murinos
(Bowling et al., 2020; McCann et al., 2020; Teng et al., 2021; Yang et al., 2022) e dois com

organoides tumorais humanos (Cortina et al., 2017; Goto et al., 2019).
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Adicionalmente, reconstruir os caminhos da progressdo tumoral permite elucidar os
mecanismos de evolucdo e adaptacdo do cancer. A fim de destrinchar essa questdo, cinco
estudos fizeram a leitura de um vasto nimero de células empregando o CRISPR-Cas9 como
gravador. Com insercbes de indels permite o registro simultdneo e ilimitado das linhagens
tumorais, criando ferramentas inéditas que superam limitaces de métodos tradicionais
(Bowling et al., 2020; Choi et al., 2022; Simeonov et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Outros trés estudos identificaram alvos terapéuticos, incluindo genes supressores de
metastase e crescimento tumoral através da elaboracdo de pipelines (Guernet et al., 2016; Sayed
et al., 2019; Tang et al., 2019). Complementar a isso, foi feito o monitoramento da terapia
antitumoral com 5-Flurouracil e a avaliagdo multiplex da resisténcia medicamentosa com
gefitinib (Bowling et al., 2020; Guernet et al., 2016).

3.1 MODELOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

Como exposto na fundamentacdo tedrica, a heterogeneidade tumoral configura um
problema espinhoso para gerar entendimento quanto a biologia tumoral. Utilizar das proprias
mutacdes somaticas naturais para rastrear a linhagem tumoral, tal como as varia¢fes do nimero
de cdpias (CNVs), ainda que possivel pode ser complicado, devido a sua variabilidade
intrinseca. Por este motivo, os modelos geneticamente modificados se apresentam como uma
opcao mais vantajosa, por sua reprodutibilidade, e estudo da doenga em um ambiente nativo e
controlado.

A edicdo mediada por CRISPR permite a criacdo de modelos de camundongos
geneticamente modificados (sigla em inglés: GEMMSs) com muta¢des direcionadas, especificas
para o desenho do estudo, que mimetizam o cancer humano e geram dados de alta resolucéo.
Como verificado no desenvolvimento de GEMMSs autdctones de cancer de pulmao, onde 0s
autores fizeram um rastreamento continuo de células Unicas inédito, desde a transformacéo
maligna até a metastase, e em alta resolucdo, isto &, registrando mutacGes adicionais. Entre
outros resultados, este estudo gerou entendimento acerca do papel de alteragdes subclonais na
progressao do tumor e sobre a determinacdo destas na trajetoria evolutiva (Yang et al., 2022).

Em outro estudo, foram desenvolvidos dois modelos de camundongos transgénicos para
investigar a funcéo de possiveis drivers no carcinoma seroso de ovario de alto grau (CSOAG),
a edicdo mediada por CRISPR foi feita diretamente in vivo por meio de eletroporagdo no
genoma somatico de camundongos. Uma estratégia de edicdo com o sistema CRISPR simples
e versatil, a qual possibilita editar diferentes conjuntos de genes e rastrear o efeito de multiplos

genes candidatos. Os modelos possuem um padrdo de variabilidade, semelhante aos tumores
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humanos, sendo Util no estudo de subtipos tumorais. Além disso, a estratégia pode ser adaptada
para a finalidade do estudo pré-clinico através de modular expressdo da Cas9 (Teng et al.,
2021).

Além da criacdo de GEMMs para tumores especificos, foi desenvolvido um modelo de
camundongos predefinido com maior estabilidade genética que pode ser aplicado em estudos
de funcdo e filogenia, em geral, incluindo estados patologicos. Os pesquisadores fizeram uma
selecdo criteriosa de gRNA de alta eficiéncia, reduzindo os efeitos adversos da edi¢do. O
CARLIN (em inglés: CRISPR Array Repair LINeage tracing) foi capaz de realizar a analise
filogenética e funcional do desenvolvimento a fase madura de células-tronco hematopoiéticas,
gerando até 44.000 marcag0es distintas (Bowling et al., 2020).

N&o sé modelos animais, mas também, organoides tumorais humanos tém sido
projetados com auxilio do CRISPR-Cas9 para o estudo da heterogeneidade do cancer colorretal
(CCR). O diferencial destes modelos é que os organoides permitem a analise das relacGes de
linhagens e diversidade fenotipica com maior proximidade dos tumores humanos. Testes in
vitro e in vivo com organoides tumorais humanos revelou que o CCR possui uma natureza
hierarquica semelhante ao estado normal do epitélio intestinal, e que um subtipo celular de
baixa proliferacdo marcado pela expressdo de LGR5 pode estar envolvido na resisténcia
terapéutica (Cortina et al., 2017). Outro subtipo celular em CCR humano foi identificado como
potencial alvo terapéutico, demonstrando uma forte supressdo tumoral em estudo pré-clinico.
Neste estudo, a aplicacdo do CRISPR se deu tanto na criacdo de modelos de murinos
transgénico para validacdo experimental, como também criacdo de organoides humanos e
rastreio de linhagem (Goto et al., 2019).

Para além do genoma, componentes envolvidos no microambiente tumoral, que
modulam o estado celular, também tém sido foco de investigacdo. Fisiologicamente, as
vesiculas extracelulares (EVs) fazem o trafego de proteinas e acidos nucleicos entre células
préximas e distantes. No contexto patolégico sdo componentes interessantes se tratando de
microambiente tumoral, pois através do intercdmbio destas moléculas as vesiculas favorecem
0 aumento da aptiddo de células cancerigenas. Sendo assim, uma vez caracterizadas elas
poderiam fornecer informacdes valiosas acerca do progresso da doenca, diagnostico e mesmo
acompanhamento de terapias. Foi desenvolvida uma abordagem com murinos transgénicos
capaz de marcar, isolar e caracterizar EVs envolvidas na angiogénese por McCann et al. (2020).
Para isso ser possivel, a aplicacdo do sistema CRISPR foi otimizada com uso de uma Cas9
adaptada para os codons e encurtamento do gRNA para maior precisao da edicdo minimizando

edi¢des fora do alvo, e como resultado, o estudo conseguiu marcar e localizar EVs especificas
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in vivo com sucesso. Interessantemente, este modelo pode ser aplicado para compreensao de
outros processos da carcinogénese como, por exemplo, as vias de sinalizagdo que induzem a

metastase e supressdo do sistema imune (McCann et al., 2020).

3.2 GRAVADORES MOLECULARES

O GESTALT (em inglés: Genome Editing of Synthetic Target Arrays for Lineage
Tracing) é uma ferramenta de marcacdo molecular que utiliza o CRISPR para inserir mutacoes
progressivas e exclusivas no genoma como um tipo de codigo de barras. As marcacfes podem
ser organizadas a fim de reconstruir a trajetoria filogenética da célula ou até de um organismo
completo (McKennaetal., 2016). Esta ferramenta quando acoplada ao sequenciamento de RNA
de células Unicas (scRNA-seq), faz com que além de dados filogenéticos seja possivel obter
informacdes dos estados transcricionais e ampliar a leitura dos dados. No entanto, os elementos
de marcacao precisam ser inseridos na fase inicial do desenvolvimento e as marcacGes tendem
a diminui ao longo do tempo, o que limita a ferramenta para investigar os diferentes momentos
da progressdo tumores, por exemplo.

Em busca de aprimorar a leitura e gerar maior compreensdo acerca dos processos
celulares, novas adaptacdes do método GESTALT foram desenvolvidas. Uma delas, a
ferramenta denominada macsGESTALT, induz a ativacdo dos codigos de barras em momentos
especificos e possui uma gRNA compactada de facil transferéncia para sistemas de mamiferos,
aprimorando o controle, integracdo e escala das marcacgdes. Isso permitiu investigar em alta
resolucdo (clonal e subclonal) o processo metastatico através do registro de células Unicas
cruzando informagdes filogenéticas e transcricionais. Mediante sua aplicacdo experimental, foi
observado no cancer pancreatico de camundongos subpopulagdes celulares com alta expressao
de genes da familia S100 (um grupo de importancia fisiol6gica e patoldgica, que se acredita
estarem relacionados com a progressao tumoral e invasao tecidual) (Simeonov et al., 2021).

Outra abordagem recentemente desenvolvida é o Typerwriter. Um marcador
multiplexado e unidirecional, que permite o registro simultaneo de diferente eventos na ordem
exata em que eles ocorrem. O Typewriter usa RNAs guias Unicos, chamados pegRNAs (do
inglés: primer editing gRNA), que inserem o marcador (k-mer) em um sé alvo. O marcador k-
mer possui na regido 5' uma sequéncia variavel que corresponde ao pegRNA especifico que o
inseriu, e na regido 3' possui uma sequéncia constante, responsavel pela ativagdo do proximo
alvo. Dessa forma, é feito o registro sequencial dos processos celulares, que pode ser
direcionado para diferentes linhagens celulares e contextos fisiologico ou patoldgico. Para

validagéo foi feito o registro bem sucedido de uma linhagem monofilética de 3.257 células,
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onde os autores ainda afirmaram que o Typewriter tem a capacidade de registrar até 20 eventos

em série, mostrando ser um método promissor e altamente escalondvel (Choi et al., 2022).

3.3 ABORDAGEM DE SEQUENCIAMENTO

Métodos de sequenciamento também sdo utilizados para inferir relagdes filogenéticas
de eventos patoldgicos e normais. Alteragdes gendmicas podem informar sobre a dindmica
evolutiva como se fosse uma espécie de impressédo digital do DNA, como é o caso dos tratos
de poliguaninas (PolyGs). Os PolyGs sdo repeticdes de Guanina (G) de diferentes
comprimentos que pode ocorrer em qualquer local do genoma. Essas mutacdes genéticas sao
comuns a todo tipo de tecido, estado fisiol6gico ou patoldgico e sdo mutagfes neutras, 0 que
significa que elas n&o decorrem apenas de transformagdes condutoras.

Em um experimento in vitro, Zhang et al. propuseram um novo método de
sequenciamento, o PolyG-DS, que combinou o sequenciamento duplex (DS) de PolyGs com
CRISPR-Cas9. O PolyG-DS aplicou o CRISPR no enriquecimento das sequéncias, e com sua
edicdo direcionada seccionou 0 DNA em pontos invaridveis, 0 que minimizou erros de leitura
pela polimerase, reduziu ruidos de artefatos de variantes e garantiu o acoplamento de codigos
de barras de dupla fita. Além do rastreamento de tumores no cancer colorretal e de ovario, 0s
autores demonstraram a possibilidade de identificar mutagdes condutoras sem conhecimento

prévio destas, e ainda revelar a expansdo clonal em lesGes pré-neoplésicas (Zhang et al., 2021).

3.4 FORMULACAO DE NOVOS PIPELINES

A combinacdo de ferramentas ja existentes e elaboracdo de novos pipelines também
permite uma abordagem diferencial no rastreamento tumoral e pode contribuir para maior
compreensdo dessa questdo. Foi o que Tang e colaboradores fizeram ao combinar dois tipos de
marcacdo molecular, fluoréforos confetti e insercdo de indels mediada por CRISPR, para
realizar um rastreamento prospectivo, ou seja, a captura dos eventos celulares em tempo real,
da sua transformag&o maligna com o tumor primario até a evolugdo metastatica (Tang et al.,
2019).

Por meio dos resultados observados, os autores concluiram que a recidiva pode ser
causada pela expansdo de multiplos clones, enquanto a metastase pela expansdo monoclonal.
Devido a isso, 0s autores sugerem que as celulas seguem uma evolugéo pontual, ou seja, eventos
adaptativos pontuais onde clones mais aptos emergem e expandem, superando os demais.
Embora este estudo gere compreensdo sobre a baixa variabilidade clonal na atividade

metastatica ndo fornece um panorama sobre a real dindmica evolutiva, pois se concentra nas
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alteracOes clonais e desconsidera alteragdes tipicas de subpopulacdes, como a frequéncia alélica
mutante (MAF) ou CNVs. J& uma anélise multiplexada feita em 40.386 células de 35 tumores
por Yang et al. (2022), obteve resultados que sustentam que a aquisicdo de aptiddo e
agressividade, e consequentemente, a progressdo metastatica esta relacionada expansdo de
subclones. O que sugere que a progressdo tumoral desempenha também uma dindmica
evolutiva neutra, onde a sele¢do positiva ndo € determinante na expansdo (Yang et al., 2022).

Outro pipeline desenvolvido para verificar a relevancia funcional de mutacGes malignas
validou uma mutacdo de importdncia na progressdo tumoral no cancer colorretal
(UTP14A:S99delS), demonstrando a viabilidade da criacdo de perfis funcionais por meio do
sistema CRISPR-Cas9. Através desta investigacdo também foi constatado que outra mutacao
previamente categorizada como cancerigena era, na verdade, um polimorfismo humano. Esse
achado enfatiza a necessidade de uma ferramenta capaz de examinar e validar os dados
presentes nos bancos de dados do genoma do cancer (Sayed et al., 2019).

A combinacdo do CRISPR e cédigos de barras (em inglés: barcoding) tem sido muito
utilizada para reconstruir linhagens tumorais e estudar mutacGes. Essa abordagem, introduzida
por Guernet et al. (2017), combina a marcacdo sensivel dos codigos de barras com o potencial
de edicdo multiplexada e precisdo do CRISPR. E viabiliza a avali¢cdo simultanea de diferentes
medicamentos inibidores, como também possibilita projetar e validar tratamentos com
multiplos alvos. O CRISPR-barcoding também superou limitagcdes de métodos anteriores, como
a edicdo fora do alvo e baixa eficiéncia Reparo Direcionado por Homologia (HDR). Isso gracas
a facil identificacdo dos codigos de barras pela qPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativa) e a disponibilidade de obter o perfil funcional das células editadas, o que dispensa
a necessidade de selecionar e amplificar clones individuais (Guernet et al., 2016).

4 CONCLUSAO

Evidéncias tém cada vez mais sustentado a influéncia da heterogeneidade na
tumorigénese e na aquisicao de aptiddo. O aprimoramento de modelos experimentais tem sido
um elemento essencial na quantificagdo e modelagem da heterogeneidade intratumoral. O
CRISPR tem desempenhado um papel crucial no melhoramento de ferramentas existentes, e no
desenvolvimento de sequenciamento e marcadores moleculares que aumentam a preciséo,
resolucéo e performance da captura dos eventos celulares, além de possibilitar o cruzamento de
multiplos dados. Contudo, edi¢Bes fora do alvo e potenciais alteracdes adversas apresentam

obstaculos para a aplicacdo dessas ferramentas mediadas por CRISPR em humanos, tanto na

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 7, n. 1, p.952-965, jan./fev., 2024



Brazilian Journal of Health Review | 962
ISSN: 2595-6825

marcagdo molecular quanto na edi¢do do genoma propriamente. Um caminho para aumentar a

acuracia do CRISPR-Cas9 é atraves modificagdo da endonuclease Cas9 e do gRNA.
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