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Mesmo desacreditado
e ignorado por todos,
nao posso desistir,
pois para mim, vencer
€ nunca desistir.
(Albert Einstein)
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RESUMO

O CRISPR refere-se a uma regido do genoma bacteriano que, associado a endonuclease cas9,
atua como um sistema de defesa da bactéria contra fagos. Nos ultimos anos, porém,
pesquisadores perceberam que esse sistema poderia ser projetado para cortar qualquer sequéncia
de DNA com extrema precisdo, possibilitando alteragdes em materiais genéticos. Uma das
aplicagdes clinicas dessa técnica é a engenharia de materiais autélogos de pacientes para
tratamento de cancer. A mais recente estimativa (2018) aponta que ocorreram no mundo 18
milhdes de casos novos de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos (INCA, 2020). Portanto, medidas sdo
necessarias para resolver o impasse. A técnica CRISPR aparece como uma forte op¢éo de
tratamento anticancer. Este projeto tem como objetivo analisar o CRISPR enquanto sistema de
defesa bacteriano, compreender a técnica CRISPR como ferramenta de edicdo genética e estudar
a técnica CRISPR como alternativa de tratamento a certos tipos de neoplasias malignas.
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1. INTRODUCAO

A técnica de edigdo genética conhecida como CRISPR est4 ganhando novos usos e pode
transformar o diagndstico e o tratamento de muitas doencas, incluindo o cancer. Em 2011, a
microbiologista francesa Emmanuelle Charpentier colaborou com a bioquimica americana Jennifer
Doudna para descobrir esta ferramenta baseada em "tesouras moleculares™ (CRISPR-Cas9). Essa
conquista rendeu as pesquisadoras o Prémio Nobel de Quimica de 2020 (MELLO, 2021).

CRISPR significa Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, ou conjunto
de repeticdes palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas, e refere-se a uma
regidao do genoma bacteriano caracterizada pela presenca de sequéncias curtas de DNA repetitivo.
As bactérias tém um sistema que replica 0 DNA do virus cada vez que sdo atacadas. No proximo
ataque, eles usam essa memoria para identifica-lo. A proteina Cas9 da bactéria, codificada pelo
RNA, age como uma tesoura, eliminando partes do DNA do virus em um novo ataque, impedindo
que ele se multiplique. (MELLO, 2021).

Em 2013, o pesquisador do MIT, Feng Zhang, publicou o primeiro relatorio sobre edicdo de
genes humanos baseada em CRISPR. O cientista e sua equipe reconheceram o potencial do sistema
CRISPR para gerar modificacGes altamente direcionadas em genes humanos e criaram um método
para identificar o RNA guia e a proteina Cas9 em células humanas.

A principal vantagem da edicao genética via CRISPR sobre outros métodos € sua especificidade
e precisdo, mesmo para sequéncias geneticas muito pequenas. A ferramenta ja foi testada em um
estudo de fase 1 em pacientes humanos, no qual as células do paciente foram coletadas, modificadas
em laboratorio e reintroduzidas (MELLO, 2021).

Em comparacdo com outras tecnologias, a engenharia CRISPR apresenta vantagens no
diagndstico rapido e menor custo. E, sem duvida, outro recurso importante para o tratamento de
muitas doencas, mas ainda esta em estagio inicial para pacientes humanos.

As estruturas de pesquisa do cancer ampliam as possibilidades de diagnéstico e tratamento
dos pacientes. Dessa forma, desenvolvimentos como o CRISPR estdo tendo um grande impacto e

anunciando novas abordagens para o tratamento do cancer nas proximas décadas (MELLO, 2021).
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1.1 JUSTIFICATIVA

Dados mostram que o cancer € o principal problema de sadude publica no mundo e ja esté entre

as quatro principais causas de mote prematura na maioria dos paises, segundo informacGes obtidas
através dos registros de cancer de base populacional (RCBP), Registros hospitalares de cancer
(RHC) e pelo sistema de informagGes sobre mortalidade (SIM). A incidéncia e a mortalidade por
cancer vém aumentando no mundo. em parte pelo envelhecimento, pelo crescimento populacional,
como também pela mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco de céncer,
especialmente aos associados ao desenvolvimento socioecondmico.
A mais recente estimativa, ano 2018, aponta que ocorreram no mundo 18 milhdes de casos novos
de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos (INCA, 2020). Ou seja, mais de 50% dos pacientes diagnosticados
com cancer morrem, 0 que evidencia uma certa ineficiéncia por parte dos tratamentos anticancer.
Portanto, medidas sdo necessarias para resolver o impasse. A técnica CRISPR aparece como uma
forte opcédo de tratamento anticancer, logo, esse estudo busca salientar a técnica CRISPR como
alternativa ao combate a esse problema.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Salientar a técnica CRISPR como alternativa de tratamento a neoplasias malignas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Descrever o CRISPR enquanto sistema de defesa bacteriano.
2) Compreender a técnica CRISPR como ferramenta de edicdo genética e estudar a Técnica
CRISPR como alternativa de tratamento a certos tipos de neoplasias malignas.
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3. METODOLOGIA
O projeto estara baseado na abordagem qualitativa. Usard como estratégias de pesquisa a
revisdo da literatura por meio da busca nas bases de dados Medline, e por meio do portal

PubMed, e do buscador google académico e tendo como referéncia os descritores CRISPR, Cas9,
cancer e genome-engineering.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1. CAPITULO 01
4.1.1. DESCOBERTA DO LOCO CRISPR

Yoshizumi Ishino, pesquisador da Universidade de Osaka, no Japéo, e seus colaboradores
descobriram um locus (regido) especifico no genoma da Escherichia coli que consistia em uma
estrutura incomum: sequéncias repetidas e funcdes esporadicas com intervalos de sequéncias
desconhecidas. Essas sequéncias foram estudadas independentemente em 1993 e identificadas nos
genomas de varias bactérias e archaeas em 2000. Somente em 2002 o acrdnimo CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindormic Repeats) designou essas sequéncias (CARNEIRO, 2016).

A

S~ ~— [
Cas1/Cas2 l

CRISPR genes cas

Repeticao Espacador

(CARNEIRO,2016)

Ao longo dos anos, foi identificado um grupo de genes muito proximos do locus CRISPR e
denominados genes Cas (genes associados ao CRISPR). Exemplificados por nucleases?,

polimerases? e helicases®, que sdo centrais para a funcéo de todo o sitio (CARNEIRO, 2016).

! Nucleases sdo enzimas com a capacidade de quebrar ligaces entre nucleotideos.
2 Polimerases sdo enzimas que sintetizam longas cadeias de polimeros ou acidos nucleicos.

% Helicases sdo enzimas que se ligam e podem até remodelar complexos de acido
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Em 2005, trés grupos independentes de pesquisadores mostraram que as sequéncias espagcadoras
(ou simplesmente espagadores) sdo de origem extracromossémica, ou seja. de plasmideos* ou
virus. Além disso, também foi relatado que os virus ndo conseguem infectar bactérias com sucesso
com espacadores cujas sequéncias correspondem as suas sequéncias gendémicas (CARNEIRO,
2016).

Com base nessas descobertas, 0 CRISPR-Cas foi hipotetizado em 2005 como o sistema
imunoldgico adaptativo dos procariontes®, no qual os espacadores agem como uma "memoria de
invasdes passadas". Assim, as moléculas de RNA geradas a partir desses espacadores seriam
complementares ao patdgeno (re)invasor, permitindo combaté-lo de maneira sequéncia-especifica
(CARNEIRO, 2016).

4.1.2. papel bioldgico do CRISPR-Cas

O sistema CRISPR-Cas ¢ um mecanismo de defesa adaptativo que permite que 0s procariotos
se protejam contra a (re)invasdo de elementos genéticos mdveis indesejados, como fagos,
transposons® e plasmideos, assemelhando-se a um sistema imunoldgico adaptativo nesses
organismos. O mecanismo de defesa consiste em trés etapas: adaptacdo, biogénese do crRNA e
acdo contra o invasor (CARNEIRO, 2016).

A primeira etapa, adaptacao, caracteriza-se pela aquisicdo de novos espacadores no locus
CRISPR. Isso acontece, por exemplo, quando uma bactéria € infectada por um virus pela primeira
vez. Nesse ponto, algumas das enzimas codificadas pelos genes Cas (Casl e Cas2) clivam 0 DNA
do patégeno em pequenos fragmentos (24 a 48 pares de bases) e os integram ao locus CRISPR
como novos espacadores (ou seja, repetices). A partir deste momento, a bactéria estara imune a
futuras invasdes deste patogeno (CARNEIRO, 2016). Os espacadores sdo componentes
importantes do sistema CRISPR-Cas, pois sdo fundamentais para a geracdo da memoria
imunologica. Esses espacadores também servem como um indicador de quantas invasdes
ocorreram em uma célula, pois quanto mais colunas houver no sistema CRISPR-Cas, mais invasdes
ocorreram (ANDRADE, 2022).

4 Estrutura de DNA circular extracromossomial, de duplicagdo independente (replicon), localizada no citoplasma da
célula, que néo é responsével por caracteristicas essenciais da bactéria. (TEVA, 2010)

® Organismos unicelulares com material genético disperso no citoplasma.

& Sequencias de DNA mdveis que podem se autorreplicar em um determinado genoma.
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No segundo estagio - biogénese do cRNA (RNA derivado do CRISPR) - ocorre a transcrigdo
ininterrupta do locus CRISPR. Esse processo é mediado pela sequéncia lider (L), uma regido rica
em adenina e timina que serve como sitio promotor. A transcrigdo deste local resulta em "pré-RNA
CRISPR" (ou pré-crRNA), que contém multiplas repeti¢cbes e multiplos espacadores em um longo
RNA. Em seguida, esse pré-crRNA é processado, dando origem a diversos RNAs menores — 0s

crRNAs -, cada qual correspondendo a um espagador distinto (CARNEIRO, 2016).

(MAKAROVA, 2022)
Por fim, no terceiro momento - acao contra 0 DNA invasor - 0 RNA maduro forma um complexo

com a proteina Cas, que reconhece e destroi a sequéncia genética estranha (plasmideo, transposon
ou virus) (CARNEIRO, 2016).

4.1.3. Moléculas envolvidas na técnica CRISPR-Cas9
Uma proteina relacionada ¢ a Cas9, uma endonuclease’ que cliva 0 DNA de fita dupla. A

Cas9 é direcionada ao seu alvo por uma secdo de RNA.

7 grupo de enzimas que quebram a ligacdo fosfodiester presente dentro da cadeia de polinucleotideos de uma
molécula de DNA. (CHEE, 2022)
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S

SISTEMA CRISPR/CAS9 (REDMAN, 2016).

O nucleo Cas9 realiza clivagem especifica de fita usando dominios de nuclease HNH e RuvC
conservados que podem ser mutados e usados para outras fun¢des (RAN, FA, 2013).

Outra molécula envolvida é 0 RNA guia, A dupla TracrRNA:crRNA foi desenvolvida como
um RNA guia Gnico (sgRNA) com duas caracteristicas criticas: uma sequéncia no lado 5 que
especifica o direcionamento do DNA e uma estrutura duplex de RNA no lado 3' que se liga a Cas9.
Essa descoberta estabeleceu um sistema simples de dois componentes no qual as alteracdes na
sequéncia lider do sgRNA Cas9 sdo direcionadas a qualquer sequéncia de DNA de interesse
(DOUDNA, 2014).

DNA alvo, a regido de DNA cortada pela nuclease Cas9 possui dois elementos: o proprio
alvo e a sequéncia PAM. Na extremidade 5' do sgRNA estd uma sequéncia lider (~20 nt°) que
direciona Cas9 para encontrar uma sequéncia alvo complementar de ~20 nt no DNA. Esse recurso
teoricamente tornaria o evento especifico, porque o alvo de 20 nt ocorre apenas uma vez em cada
trilhdo de nt. O complexo Cas9/sgRNA interage com o alvo apenas quando a segunda fita de DNA
possui um motivo PAM adjacente (CARNEIRO, 2016).

4.1.4. Sistema CRISPR tipo Il

8 As duas extremidades de uma cadeia de acido nucleico denominam-se extremidade 5' e extremidade 3'.

9 Nucleotideos
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O sistema CRISPR Tipo Il é o sistema mais simples de todos. E determinado pela
endonuclease Cas9 dirigida por crRNA. O gene Cas9 é o Unico necessario para combater o0 DNA
invasor neste sistema. Durante a infeccdo, o complexo formado pela Cas9 destréi o genoma viral,
contando também com o dominio PAM. A enzima Cas9 contém dois dominios com atividade de
nuclease (RuvC e HNH) que estdo envolvidos na imunidade (CARNEIRO, 2016).

Cada unidade de crRNA contém entdo uma sequéncia de guia de 20 nt e uma repeticdo direta
parcial, onde o primeiro direciona Cas9 para um alvo de DNA de 20 bps via emparelhamento base
Watson-Crick. No sistema CRISPR-Cas 0 DNA alvo deve preceder imediatamente um PAM de
5-NGG (CARNEIRO, 2016).

A funcédo nuclease guiada por RNA do CRISPR-Cas é reconstituida em células mamiferas
atraves da expressdo heteréloga do Cas9 otimizado pelo cdédon humano e dos componentes
necessarios do RNA. Além disso, o crRNA e o tracrRNA podem ser fundidos para criar um RNA
quimérico de guia unico (sgRNA). Portanto, Cas9 pode ser redirecionado para quase qualquer alvo
de interesse proximo a sequéncia PAM, modificando a sequéncia lider de 20 nt do sgRNA (RAN,
FA, 2013).

Genomic locus == [} = --

Target (20bp) y PAM
5’ . .AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGECAACCAC. . 3’

DNA target ARRRRRRARRRARRANE NERA RS
8 ..TTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATACCCACCCGTTGGTG.. 5
(ARRRRRARRRARRARRERR
5 |GTCA AATGACTAGGGGUUYUAGAGCUAG 5
TR
sgRNA gUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUXAAAUU CGAUA

¢ THHI GAA
AAAGUGGCACCGA

L1116
3\ UUUUUUCGUGGCY Cas9

10 Os motivos do local ativo RuvC e HNH do Cas9 contribuem para o decote de fios de DNA opostos.
(GASEUNAS, GIEDRIUS, 2012)
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O nuclease Cas9 de S. pyogenes (em amarelo) é direcionado para 0 DNA gendmico por um
SgRNA consistindo de uma sequéncia guia de 20 nt (azul). A sequéncia guia combina com o alvo
de DNA (barra azul no fio superior), diretamente acima de um motivo adjacente necessario de 5'-
NGG (PAM; rosa) (RAN, FA, 2013).

4.1.5. Vias de repara¢do NHEJ e HDR

Apos a clivagem de Cas9, o locus alvo geralmente segue uma das duas vias principais para
reparar danos no DNA: a via NHEJ propensa a erros ou a via HDR altamente precisa, ambas as
quais podem ser usadas para alcancar o resultado de edigdo desejado. Na auséncia de um modelo
de reparo, os DSBs sdo ligados pelo processo NHEJ, deixando cicatrizes na forma de mutagdes de
insercdo/exclusédo (indel). NHEJ pode ser aproveitado para mediar nocautes genéticos, como indels
ocorrendo dentro de um exon, e sua codificacdo pode levar a mutacdes de mudanca de quadro e
codons de parada prematura. Varios DSBs podem ser explorados adicionalmente para mediar

exclusdes maiores no genoma (RAN, FA, 2013).

NHEJ / 7 sgRNA \ HDR
Genomic 5’ == — 3
5: e e 3: DNA 3 5
3= ==5  Repair5’ g
template 3’ _\_j e — B

l Premature
stop

Indel mutation codon Precise gene editing
5 e R 5’ = = — —— 3’
3,-- _—.-5’ 3/--_ —--5,

Os DSBs induzidos pelo Cas9 (amarelo) podem ser reparados de duas maneiras. Na via NHEJ
propensa a erros, as extremidades de um DSB sao processadas por maquinas de reparacdo de DNA
enddgenas e reencontradas, o que pode resultar em mutacoes indelés aleatérias no local da juncéo.
Mutac6es indel que ocorrem dentro da regido de codificacdo de um gene podem resultar em
mudancas de quadros e a criacdo de um codon de parada prematura, resultando em nocaute

genético. Alternativamente, um modelo de reparo na forma de um plasmideo ou ssODN pode ser
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fornecido para aproveitar a via HDR, que permite alta fidelidade e edicdo precisa. Cortes de uma
Unica cadeia no DNA também podem induzir HDR (RAN, FA, 2013).

HDR é uma alternativa para reparar DNA. Embora o HDR normalmente ocorra em
frequéncias mais baixas e substancialmente mais variaveis do que o NHEJ, ele pode ser aproveitado
para gerar modificacdes precisas e definidas em um lécus alvo na presenga de um modelo de reparo
exdgeno introduzido. O modelo de reparo pode estar na forma de construgdes convencionais de
alvo de DNA de dupla-retracdo com bracos de homologia flanqueando a sequéncia de insercéo, ou
oligonucleotideos de DNA de fio Unico (ssODNSs). Este ultimo fornece um método eficaz e simples
para fazer pequenas edi¢des no genoma, como a introdugdo de mutacdes de nucleotideos Unicos

para sondar variacdes genéticas causais (RAN, FA, 2013).

4.2 CAPITULO 02

4.2.1. Introducéo ao cancer

As células que compdem os tecidos do nosso corpo geralmente possuem mecanismos
proprios de replicacdo e regeneracdo que diferem de acordo com as caracteristicas fisiologicas e
funcionais do grupo de células a que pertencem. Algumas células, por exemplo, sao classificadas
como células labeis, ou seja, células que tém vida curta, mas possuem alta capacidade reprodutiva
para renovar constantemente esses tecidos. Um exemplo de células labeis séo as células epiteliais,
que devem ser constantemente substituidas. Outras células, como os neurénios, sao classificadas
como ceélulas permanentes de vida longa com baixissima capacidade proliferativa. Entre esses dois
extremos estdo células estdveis que mantém uma maquinaria reprodutiva silenciosa, mas
respondem rapidamente aos estimulos recebidos pelo organismo, reativando instantaneamente sua
capacidade reprodutiva. Um exemplo disso séo os fibroblastos (MEDRADO, 2015)

Assim, a proliferacdo celular € uma propriedade intrinseca das células que ndo implica
necessariamente malignidade, mas pode simplesmente atender a necessidades especificas de
diferentes tecidos do corpo (MEDRADO, 2015).

A condicdo das células cancerigenas é que as células crescem e se reproduzem de forma
diferente das células normais. Em vez de passar por um ciclo de nascimento, maturacdao e morte,
as celulas cancerigenas continuam a crescer descontroladamente e formam outras novas células

com as mesmas caracteristicas reprodutivas anormais. Entre muitos outros desvios do estado
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normal da fisiologia tecidual que interferem na proliferacdo celular, o cancer promove o
crescimento répido, violento e descontrolado das células afetadas e permite que elas migrem para
outros tecidos e espalhem essa anormalidade em diferentes regides do corpo (MEDRADO, 2015).

O resultado desse crescimento desordenado e independente é o acimulo gradual de células

cancerigenas, culminando em uma massa volumosa chamada tumor.

A B
& B
e

Multiplicacao ~ Acumulo de Tumor
descontrolada de células cancerosas
células alteradas

(INCA, 2022)

Essas massas - tumores - que se formam a partir de células cancerigenas deformam,
comprimem ou, dependendo da velocidade com que crescem, destroem o 6rgdo de onde surgiram.
Além disso, as células cancerigenas podem se infiltrar nos espagos entre os Orgaos, atingir a
circulacdo sanguinea e linfatica e metastatizar para outros 0rgdos, onde podem crescer e formar
novas massas tumorais chamadas metastases (MEDRADO, 2015).

Pode-se destacar como importante propriedade das células cancerigenas: a capacidade de
proliferacdo, independentemente dos marcadores moleculares de crescimento, como a presenca de
fatores de crescimento; como a inibicdo por contato; resistirem a morte celular programada ou
apoptose; apresentarem potencial para crescimento ilimitado, ndo alcancando o envelhecimento
celular ou senescéncia; induzirem a formacdo de novos vasos sanguineos ou angiogénese;
apresentarem invasdo de tecidos vizinhos e metéstase. Estas caracteristicas, associadas ou ndo,
estdo presentes em todos os tumores malignos e ilustram a complexidade desta doenca
(PIMENTEL, 2013).

4.2.2. Bases moleculares do cancer
O cancer é uma doenca na qual as células perdem a capacidade de controlar sua

multiplicacdo, e essa falta de controle esta associada ao funcionamento inadequado dos
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mecanismos de regulacdo dos genes. O genoma humano contém uma ampla gama de genes
envolvidos na regulacdo de muitas fungdes celulares basicas, como proliferacdo celular,
sobrevivéncia e diferenciacdo celular. No entanto, esses genes sdo propensos a mutacdes,
resultando na incapacidade de regular adequadamente esses processos celulares. Acredita-se que o
acumulo gradual de pequenas mutacGes seja a forma como o cancer ocorre (MEDRADO, 2015).

Um dos fundamentos moleculares vitais para a compreensdo da carcinogénese € a
compreensdo de que o cancer pode comecar em células individuais que sofreram danos genéticos
ou mutacgdes. Esse dano, sem destruir a célula, pode ser transmitido para outras células por meio
dos processos de reproducdo e multiplicacédo celular, podendo piorar a cada linhagem germinativa
(MEDRADO, 2015).

Como mencionado acima, alteracbes em genes-chave que controlam o crescimento celular
podem levar ao desenvolvimento de cancer. Essas alteracdes podem ser hereditarias, caracteristicas
das sindromes de cancer hereditario, ou podem ser causadas por substancias mutagénicas as quais
estamos expostos todos os dias. A ocorréncia de mutacdes teciduais ao longo da vida é uma
caracteristica dos carcinomas esporadicos, ou seja, ndo hereditarios, e constituem a maioria dos
tumores malignos (PIMENTEL, 2013).

Um avanco importante no entendimento dos fatores que desencadeiam o cancer foi a
descoberta de um pequeno grupo de genes capazes de causar essa doenga em humanos e atuar
sistematicamente em vias que controlam a proliferacdo celular, sdo eles: os proto-oncogenes, 0s
antioncogenes e 0s genes reguladores do apoptose (MEDRADO, 2015).

Os proto-oncogenes sdo 0s responsaveis pela producdo de proteinas que sinalizam
positivamente para a proliferacdo celular, e sdo responsaveis pelo crescimento de populacdes
celulares normais. Sdo chamados também por alguns autores de oncogenes dominantes, devido a
sua potente capacidade de sofrer mutacdes especificas e converter células ndo neoplasicas em
células neoplasicas. Alteracdes genéticas podem ocorrer se um alelo dessa combinacao de genes
sofrer mutacdo (MEDRADO, 2015).

Esses genes sdo encontrados nas células normais do nosso corpo e sdo responsaveis por
codificar certas proteinas celulares, como fatores de crescimento, proteinas de sinalizacdo
transmembranar etc. (MEDRADO, 2015).

Como todos os demais genes, 0s proto-oncogenes possuem duas regides: uma estrutural e

outra reguladora. As regiGes estruturais seriam responsaveis por codificar a sequéncia de
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aminoécidos de uma proteina especifica, enquanto as regides regulatorias regulariam a expressdo
desse gene em resposta aos estimulos fisioldgicos recebidos. Quando esse oncogene sofre
alteracOes estruturais espontaneas ou extrinsecas, proteinas funcionalmente alteradas podem ser
sintetizadas, levando ao desenvolvimento do tumor (MEDRADO, 2015).

Antioncogenes: 0s oncogenes sdo causados por mutagdes que prejudicam a funcdo de seus
produtos proteicos. Ja 0s genes conhecidos como supressores tumorais, ou antioncogenes, Sao
caracterizados pela perda da fungdo de seu produto proteico, principalmente por mutacfes
deletérias (PFIMENTEL, 2013).

Se as mutacBes atingem determinados genes responsaveis pela supressdo da proliferacédo
celular - os genes anticancerigenos - a sua capacidade reguladora € alterada e as células ndo
encontram obstaculos ao seu crescimento e expansdo. O verdadeiro papel desse conjunto de genes
nas celulas normais nao é especificamente combater o aparecimento de tumores, mas regular
negativamente o crescimento celular. Por exemplo, o crescimento de células normais cultivadas
em laboratorio pode ser inibido pelo contato com outras células. Eles crescem e se multiplicam até
que suas membranas se tocam e comegam a secretar fatores que regulam o crescimento de suas
proprias células e das células vizinhas. No entanto, quando ha a inativagdo ou a auséncia de algum
componente desse sistema de regulacdo, o que pode ser provocado por uma mutacdo de carater
oncogénico, a célula continua a responder positivamente aos estimulos mitogénicos e promove a
formacdo do tumor (MEDRADO, 2015).

Genes que controlam a apoptose, recentemente, descobriu-se que os genes envolvidos na
morte celular programada, também conhecida como apoptose, desempenham um papel na
oncogénese. Como o equilibrio entre as populacdes celulares é mediado pela taxa de proliferacao
celular versus taxa de perda celular, o crescimento do tumor pode ser induzido ndo apenas pela
estimulacdo da proliferacdo celular, mas também pela reducdo da perda celular, entre outros
motivos, através da morte celular programada.

Assim, alteracbes nos mecanismos genéticos que regulam a apoptose podem avancar o
processo neoplasico, independentemente da taxa de proliferacdo celular.

Pode-se ver que as mutacdes no dominio do gene sdo responsaveis pelo aparecimento de
células cancerigenas. Sabe-se também que varios estimulos, internos ou externos ao n0sso corpo,
podem entrar em fatores de risco e constituir as condicdes necessarias para o desenvolvimento do

cancer. E podemos identificar trés classes de agentes carcinogénicos: 0s agentes quimicos
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(substancias produzidas por plantas, agentes alquilantes, farmacos etc.); os agentes fisicos
(radiacdo UV, radiacdo ionizante etc.) e os agentes biologicos (virus de RNA, virus de DNA etc.)
(MEDRADO, 2015).

A mais recente estimativa, ano 2018, aponta que ocorreram no mundo 18 milhGes de casos
novos de cancer e 9,6 milhGes de Obitos (INCA, 2020). Ou seja, mais de 50% dos pacientes
diagnosticados com céancer morrem, 0 que evidencia uma certa ineficiéncia por parte dos
tratamentos anticancer. Portanto, medidas sdo necessarias para resolver o impasse. A técnica

CRISPR aparece como uma forte opcao de tratamento anticancer.

4.3. Aplicacbes da técnica CRISPR-Cas9 como tratamento a certos tipos de

neoplasias malignas

4.3.1 HPV16, HPV18, hepatite B e poliomavirus

Foi demonstrado que a tecnologia do sistema CRISPR/Cas9 pode especificamente atingir e
interromper genes virais essenciais, como resultado, o sistema CRISPR/Cas9 foi aplicado a varios
virus humanos para tratar o cancer, esses virus incluem o virus da HPV16 e o HPV18.

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é uma das principais causas de quase todos
0s tipos de carcinoma cervical. O HPV16 e o HPV18 séo classificados como virus de DNA que
induzem o carcinoma cervical juntamente com as proteinas virais E6 e E7 do papilomavirus. Uma
endonuclease bacteriana guiada por CRISPR/Cas RNA pode ser reprogramada em uma linha
celular transformada por HPV e excluir os genes E6 ou E7. Em 2017, foi langado um programa de
pesquisa para investigar a eficacia e seguranca de CRISPR/Cas9-HPV E6/E7 e talen-HPV E6/E7
no tratamento de neoplasia intraepitelial persistente relacionada ao HPV1. Os resultados
mostraram que a delecdo do genoma do HPV18 e HPV16 usando CRISPR é altamente eficiente na
inibicdo do crescimento de carcinoma cervical relacionado ao HPV18. Portanto, o sistema
CRISPR/Cas9 pode servir como uma nova terapia para tratar malignidades relacionadas ao HPV18
e HPV16 (XING, 2020).

4.3.2 CRISPR + CAR-T
A imunoterapia é uma estratégia de tratamento emergente com resultados clinicos

promissores em tumores. Uma das aplicagdes mais atraentes da edicdo do genoma mediada por
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CRISPR-Cas9 na terapia genética é a geracdo de células quiméricas do receptor de antigeno T
(CAR-T). Normalmente, as células T autdlogas séo coletadas e geneticamente modificadas para
atacar os antigenos do cancer ex vivo e, em seguida, essas células sdo transplantadas de volta para
0 paciente, uma etapa fundamental na terapia com células CAR-T. A edi¢do do genoma das células
usando o sistema CRISPR-Cas9 para produzir um CAR pode expandir significativamente os tipos
de pacientes com cancer que podem usar células CAR-T para tratamento. Além disso, CAR-T
promove a eficacia e seguranca da terapia tumoral convencional (XING, 2020).

Atualmente, varios ensaios clinicos foram estabelecidos para explorar a eficiéncia e a
seguranca da tecnologia CRISPR-Cas9 em diferentes canceres. Como a imunoterapia se tornou
uma das abordagens terapéuticas mais importantes em multiplas doencas, os beneficios potenciais
da tecnologia CRISPR-Cas9 podem desencadear uma melhoria revolucionaria na imunoterapia
contra o cancer.

A terapia com células T do receptor de antigeno quimérico (CAR) mostrou efeitos
significativos e perspectivas promissoras em pacientes com malignidades refratarias ou
recidivantes A tecnologia CRISPR/Cas9 é uma grande promessa para o0 avan¢o do campo devido
a sua flexibilidade, simplicidade, alta eficiéncia e multiplexacdo para edi¢do precisa do genoma.
Aqui, revisamos as aplicacdes e usos da tecnologia CRISPR/Cas9 na engenharia de células CAR
T alogénicas universais, interrompendo a sinalizacdo inibitéria para aumentar a eficacia e

aproveitando novas células CAR T mais seguras e controlaveis (Chenggong Li, 2020).

4.3.3 Leucemia mieloide
Em um estudo com animais, foi relatado que o sistema CRISPR/Cas9 foi usado para
corrigir uma mutacdo sem sentido no homologo ASXL1 na linha celular de leucemia mieloide
cronica KBM5, que ndo tem expressdo da proteina ASXL1. Seus resultados mostraram que a
correcdo de uma mutacdo genética absurda em células de leucemia aumentou a sobrevivéncia dos
camundongos in vivo. Este estudo demonstrou o conceito de correcdo de mutacao genética usando
a tecnologia CRISPR/Cas9 em células de leucemia humana (VALLETTA S, 2015).

4.3.4 Osteosarcoma, cancer de mama e carcinoma de nasofaringe
O sistema CRISPR-Cas9 foi usado para silenciar o gene CDK11 enddgeno em uma linha

celular de osteosarcoma, e 0s resultados mostraram que a delecdo de CDK11 poderia reduzir
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significativamente a proliferacdo e a atividade invasiva de células cancerigenas, o que indicou que
0 nocaute mediado do CDK11 crispr-Cas9 poderia ser uma nova forma terapéutica de tratar o
osteosarcoma. Da mesma forma, a delecdo mediada por CRISPR-Cas9 do gene SHCBP1 inibiu
significativamente a proliferacéo de células de cancer de mama e promoveu a apoptose de células
de céncer de mama. Além disso, o knockdown mediado por CRISPR-Cas9 de KLHDC
aparentemente inibiu a proliferacdo e migracdo de células cancerigenas em uma linha celular de

carcinoma de nasofaringe (FENG, 2014).

4.3.5 Inativacéo de genes de resisténcia a medicamentos

O sistema CRISPR-Cas9 também foi usado para inativar genes de resisténcia a
medicamentos para aumentar a eficacia da quimioterapia como uma estratégia de tratamento
potencial para um determinado cancer. usaram uma abordagem CRISPR em todo o genoma
combinada com um inibidor de EGFR TKI (erlotinib) e CDK7/12 (THZ1) para investigar um novo
medicamento para superar a resisténcia a medicamentos em uma linha celular de cancer de pulmao
dependente de EGFR. Além disso, CRISPR/Cas9 tem sido amplamente utilizado para estudar os
mecanismos de resisténcia a drogas em linhagens celulares de cancer de mama. A delecdo baseada
em CRISPR de MAP3K1 em uma linha celular de cancer mutante PIK3CA aumentou a
proliferacdo celular e reduziu a sensibilidade celular a um inibidor de Akt (AZD5363) aumentando

a fosforilacdo da actina in vitro e in vivo (XING, 2020).
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CONCLUSAO

A técnica CRISPR-Cas9 tem se mostrado eficiente na adi¢cdo de genomas em uma variedade
de tipos e organismos celulares. A curta jornada do CRISPR até agora € altamente fascinante e
fornece uma esperanca significativa de cura médica contra doengas mortais, como o cancer, e
este trabalho teve por objetivo salientar essa técnica como tratamento a esta terrivel doenca.
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