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RESUMO

A técnica CRISPR-Cas9 foi descoberta em bactérias atuando como sistema imune
adaptativo, pesquisas posteriores analisaram possibilidade de utilizacdo desse
sistema como uma ferramenta de edicdo génica, assim esse método se mostrou
bastante eficaz devido a sua capacidade de edi¢do pontual dos genes. Deste modo,
novos estudos foram desenvolvidos e sua aplicacdo foi expandida para diversos
setores da medicina, sendo um deles o tratamento do cancer de pulmé&o. Assim o
objetivo deste trabalho foi analisar as aplicacdes do sistema CRISPR-Cas9 no
tratamento do cancer de pulmao, para isto foi realizado uma pesquisa bibliografica em
bancos de dados Scielo, PubMed, Google Académico além de dados fornecidos de
orgaos governamentais, sendo utilizados artigos em portugués, inglés e espanhol que
contemplavam o tema e o0s objetivos propostos. As pesquisas demonstraram um
grande potencial da técnica para o tratamento do cancer de pulmao podendo ser
utilizada para a reducdo do tumor ou para aprimoramento do sistema imune no
combate ao cancer de pulmé&o, contudo maiores pesquisas sdo necessarias a fim de

garantir a seguranca do paciente submetido a terapia

Palavras-chave: Proteina 9 Associada a CRISPR, Neoplasias Pulmonares e Terapia

Génica



ABSTRACT

The CRISPR-Cas9 technique was discovered in bacteria acting as an adaptive
immune system, further research analyzed the possibility of using this system as a
gene editing tool, so this method proves to be quite effective due to its ability to
punctually edit genes. Thus, new studies were developed and their application was
expanded to different sectors of medicine, one of them being the treatment of lung
cancer. Thus, the objective of this work was to analyze the applications of the CRISPR-
Cas9 system in the treatment of lung cancer. For this, a bibliographic search was
carried out in Scielo, PubMed, Google Academic databases, as well as data from
government agencies, using articles in Portuguese, English and Spanish that
contemplated the theme and the proposed objectives. Research has shown a great
potential of the technique for the treatment of lung cancer, which can be used to reduce
the tumor or to improve the immune system in the fight against lung cancer, however
further research is required in order to ensure the safety of the submitted patient a
therapy

Keywords: Protein 9 Associated with CRISPR, Lung Neoplasms and Gene Therapy
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) aponta essa patologia
como um problema de saude publica no mundo sendo uma das principais causas de
morte prematura, com estimativa de 18 milhdes de novos casos no mundo somente
no ano de 2018 (INCA, 2021). O cancer de pulméo (CP) é o tipo mais frequente com
cerca de 2,9 milhdes de casos e 1.76 milhdes de Obitos, se tornando a causa mais
comum de Obitos por cancer (BADE; CRUZ, 2020).

No Brasil é esperado em média 30.200 novos casos/ano entre 2020 e 2022,
com estimativa de 17.760 casos novos de CP em homens e 12.440 em mulheres,
sendo a regido Sul seguida da regido Nordeste as mais afetadas do pais (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). No ano de
2019, foram contabilizados 29.354 6bitos em decorréncia do CP. Com relacdo aos
fatores de risco associados, o tabagismo aparece como o principal agente, sendo
responsavel por 85 % dos casos de CP (INCA, 2021).

Assim, a busca por novas formas de tratamentos eficiente se tornou alvo
de pesquisas, deste modo a técnica CRISPR-Cas9, sigla em inglés para Clustered
Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats, passou a ser uma alternativa no
tratamento de patologias associadas ao genoma (ZAMBON et al., 2021). O sistema
CRISPR-Cas9 foi descoberto em bactérias, fazendo parte do seu sistema imunoldgico
adaptativo, removendo fragmentos de DNA viral invasor, no entanto, sua aplicacao
terapéutica so foi desenvolvida em 2012 com a finalidade de tratar doencas por meio
da edicdo de genes alterados (ALCANTARA et al., 2019).

O método CRISPR-Cas9 passou a ser utilizado no tratamento de cancer
devido a sua caracteristica que permite fazer modificacdes pontuais (ALCANTARA et
al., 2019). Nesse contexto, existem duas vertentes de tratamento, a primeira voltada
a edicdo de oncogenes modificados no DNA, relacionados a proliferacdo celular e
eventual metastase do cancer (JIANG; LIN; ZHAO, 2019). A segunda possibilidade é
a edicdo de populacdes de células imunologicas especificas, no caso, os linfocitos T,
sendo utilizado o sistema CRISPR-Cas9 para a dele¢cdo do gene responsavel pela
expressao da proteina de morte programada — 1 (PD-1), impedindo o desligamento e
posteriormente apoptose dos linfécitos T citotdxicos que podem ser inativados pelas
células cancerigenas através do contato com receptor PD-1 presente nessas células
(G/MEDHIN et al., 2021).
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Nesse sentido, devido aos altos niveis de incidéncia e prevaléncia, bem
como, o0 numero elevado de 6bitos por CP, novas metodologias sdo necessarias e
estdo sendo desenvolvidas para oferecer um tratamento mais especifico e eficaz, de
maneira que possa proporcionar beneficios diretos a qualidade de vida dos pacientes
portadores de CP, reduzindo significativamente a populacao de células cancerigenas,
e podendo levar a eventual possivel cura da doenca. Portanto, este trabalho teve
como objetivo investigar as aplicacdes do sistema CRISPR-Cas9 no tratamento do
cancer de pulmao, bem como estudar a carcinogénese e suas perspectivas futuras.
Desta forma, a metodologia utilizada para alcancar esses objetivos caracterizou-se
por ser uma pesquisa com finalidade basica-estratégica, descritiva com uma
abordagem qualitativa e método hipotético-dedutivo, sendo utilizados procedimentos

bibliograficos e documentais

2 DESENVOLVIMENTO

2.1- Cancer de pulméo: Epidemiologia e genes associados

O céancer de pulméo (CP) é a neoplasia maligna mais incidente no mundo,
somente no ano de 2020 foram estimados mais de 2 milhdes de novos casos, além
de 1.8 milh6es de 6bitos no mundo em decorréncia dessa neoplasia (Figura 1), a
relacéo entre os indices de incidéncia e mortalidade indica que essa doenca aponta
para uma elevada letalidade (FOIS et al., 2021).
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Figura 1: indices de incidéncia e mortalidade de cancer no mundo no ano de 2018. A imagem
mostra os indices de incidéncia e mortalidade em ambos os sexos devido ao cancer no mundo no ano
de 2018. (Adaptado de BADE, CRUZ; 2020)

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) no Brasil o CP € a terceira
neoplasia maligna mais frequente em homens, conforme mostra a Figura 2. No ano
de 2020 foram estimados mais de 30.000 novos casos de CP, sendo 17.760 em
homens, entretanto € a neoplasia maligna com maior nimero de 6bitos contabilizados
no Brasil, com estimativa de cerca de 29.354 6bitos, sendo 16.722 em homens (Figura
3) (INCA, 2021).
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Prostata Colon e reto Pulméo Cavidade oral Esofago

Figura 2: Incidéncia de casos de cancer em homens no Brasil em 2020. A figura mostra o nimero
de novos casos de cancer em homens no ano de 2020, sendo o cancer de pulm&o o terceiro mais

incidente. (INCA, 2021)
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Préstata Colon e reto Pulméo Cavidade oral Esdfago

Figura 3: indices de mortalidade por cancer em homens no Brasil em 2020. A figura mostra os
indices de 6bitos em decorréncia do cancer, sendo liderado pelo cancer de pulm&o, seguido pelo cancer

de préstata. (INCA, 2021)
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O CP possui duas classificagdes de acordo com as células afetadas, sendo
divididas em cancer de pulméo de pequenas células (SCLC) e cancer de pulméo de
nao pequenas células (NSCLC). O NSCLC ¢ identificado em cerca de 85% dos casos
registrados de CP no mundo, sendo responsavel pelos subtipos mais comuns, como

o adenocarcinoma (FOIS et al, 2021).

O desenvolvimento do CP esta associado com a mutacdo de genes
responsaveis pela regulacdo do crescimento e proliferacao celular, sendo o gene do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) o principal oncogene responsavel
pela tumorigenesis do NSCLC. Os supressores tumorais também podem fazem parte
da formacédo neoplasica, sendo os genes P53 e o gene de mitofusdo 2 (MFN2). Outro
gene relacionado com a tumorigenese € o PDL-1, que inibe a funcéo apoptotica das
células T proporcionando maior propagacao para outros tecidos do corpo (JIANG; LIN;
ZHAO, 2019; PARIKH, 2019).

2.2- Sistema CRISPR-Cas9: Da origem as aplicacdes na medicina moderna

Atualmente existem quatro ferramentas de edicdo génica descritas na
literatura, sendo elas a meganuclease (MN), nuclease dedo de zinco (ZFN), nucleases
com efetores do tipo ativador transcricional (TALEN) e as Repeti¢cdes Palindrémicas
Curtas Regularmente Interespacadas e proteinas associadas (CRISPR-Cas9)
(GIONO, 2017). Os métodos de edicdo génica tém como objetivo identificar o DNA
alvo e criar uma guebra de dupla fita (DBS), entretanto para os métodos MN, TALEN
e ZFN é necessério a criacdo de uma proteina para identificar o sitio de ligagcéo, o que
torna 0 processo mais caro, complexo e demorado, em contrapartida o método
CRISPR-Cas9 utiliza de outro mecanismo, ao invés de utilizar proteinas essa
ferramenta utiliza um RNA guia para localizar o DNA alvo e efetuar o DBS, por esse
fator essa técnica se torna mais barata e rapida, além de ser mais efetiva que as
demais (KHADEMPAR et al., 2018).

O sistema CRISPR-Cas9 é uma ferramenta de edi¢cdo genética baseada
em um sistema imune adaptativo de bactérias e archeas foi mencionando inicialmente
em 1987 por pesquisadores japoneses que descreveram como sendo uma sequéncia
de repeticdes curtas e interespacadas (CRISPR) no genoma da E. Coli (ISHINO;
KRUPOVIC; FORTERRE 2018). Posteriormente em 2005 foi proposto que esse
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sistema atuava como um mecanismo imune adaptativo de algumas bactérias e
archeas por meio da assimilacdo de fragmentos de RNA invasor em seu préprio
genoma, entretanto somente em 2007 foi realizado um experimento que comprovou
sua funcdo como sistema imune adaptativo. Em 2010 foi descoberto que o sistema
CRISPR-Cas9 possibilitava a clivagem de genes alvo. No ano de 2012 foi proposta a
aplicacdo do complexo CRISPR-Cas9 na biotecnologia como uma ferramenta de
edicdo génica, entretanto somente em 2013 foi publicado o primeiro artigo que
abordava sobre o sistema CRISPR-Cas9 como uma ferramenta de edi¢cdo génica em
células humanas (DOUDNA e CHARPENTIER, 2014)

A fim de utilizar o complexo CRISPR-Cas9 como uma nova ferramenta de
engenharia genética um protocolo foi desenvolvido durante a pesquisa de Doudna e
Chapentier, esse protocolo era dividido em trés etapas e se iniciava com a formagao
de um RNA guia (sgRNA) que era vinculado com a enzima Cas9, esse sgRNA possui
a capacidade de reconhecer e se ligar ao gene de interesse. A segunda etapa
compreende a introducéo in vitro do complexo CRISPR-Cas9 na célula alvo, assim
iniciando o processo de clivagem do gene alvo. A terceira e Ultima etapa consiste na
ativacdo dos mecanismos de reparo celular, ocasionando a inativacdo do gene e
reparo da fita de DNA (CASTILLO, 2016).

O mecanismo de reparo celular possui duas vias de ativagdo a primeira
ligacdo de extremidades ndo homodlogas (NHEJ), que une as duas extremidades da
fita de DNA clivada, essa via é bastante utilizada no mecanismo de knockout devido
a remocdao do gene de alvo. A via de reparo direcionado por homologia (HDR) utiliza
templates externos para reparar a fita de DNA, deste modo é possivel utilizar genes
de interesse no template a fim de introduzi-los na sequéncia de DNA (Figura 4)
(FURTADO, 2019)
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Figura 4: Acédo da proteina Cas9 e os mecanismos de reparo celular: Aimagem 1 mostra a proteina
Cas9 efetuando o DBS e em seguida estdo representados os mecanismos de reparo celular, sendo o
da esquerda o NHEJ e o da direita o HDR) (adaptado de LIU et al., 2017)

Entretanto, a fim de efetuar a modificac@o, sdo necessario mecanismo que
permitam entregar o sistema CRISPR-Cas9 até a célula a ser editada, para esta
finalidade podem ser utilizadas trés tipos de estratégias: a entrega fisica, ndo viral e
viral (LINO et al., 2018).

No mecanismo de entrega fisica sdo presentes técnicas como a
microinjecdo e eletroporacdo. A eletroporacdo € o mecanismo de entrega mais
utilizado para transportar componentes através da membrana celular, essa técnica
consiste em aumentar a permeabilidade da membrana por meio de descargas
elétricas permitindo que o complexo CRISPR-Cas9 seja introduzido na célula alvo
sendo bastante utilizado para a edicdo de uma populagédo de células. Outra técnica
mecanica € a microinjecdo, esse método consiste em introduzir o complexo CRISPR-

Cas9 na célula alvo por meio de uma micropipeta de vidro a nivel microscopico (Figura



19

5), atualmente essa € a técnica mais simples entre os mecanismos de entrega. (LIU
et al., 2017; LINO et al., 2018).

A) B)
po” /s = c*’ s o
\ ® R o
\ o ® . '} //.  ZOR \
o ——c} . o —
ks ‘ L ,
. S
LR J ©
Plasmideo contendo e 2
o sistema
CRISPR-Cas9

Figura 5: Mecanismo fisicos de entrega. A figura 2-A representa 0 mecanismo de entrega fisico via
microinjecao e a figura 2-B representa 0 mecanismo de entrega via eletroporacéo ) (adaptado de LIU
el al., 2017)

O mecanismo viral utiliza virus adenoassociados especificamente
projetados (AAV) e outros virus como adenovirus e lentivirus, sendo esse o0
mecanismo de entrega mais comum. O AAV é um vetor interessante pois, diferente
de outros vetores virais, ele ndo esté relacionado com nenhuma doenga humana,
outro fator para a escolha desse vetor é que apresenta uma alta eficiéncia de infec¢éo
além de uma baixa imunogenicidade. Nesse sistema CRISPR-Cas9 é empacotado no
plasmideo do virus e entregue por meio da infeccdo da célula alvo com o AAV. Uma
desvantagem desse sistema € que o plasmideo do vetor sé comporta uma qualidade
de informacéao, se limitando a 5kb de informacéo. (HE et al., 2017; LINO et al., 2018)

Nos mecanismos nao virais sao utilizados sistemas de nanoparticulas para
efetuar o transporte do CRISPR-Cas9 na célula alvo. O DNA nanoclew é a tecnologia
de entrega mais recente que foi desenvolvida para entrega exclusiva do sistema
CRISPR-Cas9, esse mecanismo consiste em uma estrutura esférica de DNA, que
permite a entrada na célula por meio de endocitose, essa esfera é revestida com uma
carga positiva que permite romper a membrana endossomal liberando o nanoclew

com o complexo CRISPR-Cas9 no interior da célula alvo (Figura 6) (LINO et al., 2018).
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Amplifica¢do de circulo rolante

& 7.
st ’7!* b)@_..

Complexo Cas9/sgRNA

Figura 6: Mecanismo de entrega com DNA nanoclew. A figura 3 mostra o0 mecanismo de entrega
via DNA nanoclew. A) Formacéo da esfera de DNA, por meio da amplificag&o do circuito rolante,
introducé@o do complexo CRISPR-Cas9 e aplicacdo do revestimento de polimero com carga positiva
B) Indtroducédo do DNA nanoclew na célula por meio de endocitose e liberagdo do DNA nanoclew do
endossoma efetuando a entrega do complexo CRISPR-Cas9 no nucleo da célula alvo) (adaptado de
LINO et al., 2018)

Devido ao seu mecanismo de acdo, que permite efetuar um corte em
segmentos especificos do DNA, essa ferramenta passou a ser pesquisada para
inUmeras finalidades. O sistema CRISPR-Cas9 é uma ferramenta versatil que pode

ser utilizada tanto no ambito terapéutico, quanto na agricultura (TYAGI et al., 2020).

Na perspectiva da agricultura é possivel utilizar o sistema CRISPR na
modulacdo de espécies vegetais tornando-as mais resistentes as condicdes
ambientais e a agentes patogénicos, reduzindo as perdas econdmicas que esses

fatores causam as lavouras (TYAGI et al., 2020).

No ambito da medicina, essa ferramenta pode ser utilizada com finalidade
de estudar genes associados a doencas, além de descobrir suas vias de ativacéo e
seus mecanismos, bem como estudar a resposta celular a medicamentos. Outra
possibilidade de aplicacéo é a sua utilizagdo na modulagéo e tratamento de diversas
doencas, sendo o céancer o principal alvo de pesquisas (KHADEMPAR et al., 2018;
TORRES-RUIZ; RODRIGUEZ-PERALES, 2016).
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2.3- CRISPR-Cas9: Uma potente ferramenta no tratamento do cancer de
pulmao
Tendo em vista os indices de mortalidade do CP, o sistema CRISPR-Cas9

passou a ser uma importante ferramenta no tratamento dessa patologia. O sistema
CRISPR-Cas9 pode atuar de diversas maneiras no tratamento do CP, podendo agir
tanto no knockout quando no reparo de um gene alvo, outro mecanismo € por meio
da edicédo de genes relacionados as células T que favorecem o combate do sistema
imune contra o tumor (Figura 7) (CASTILLO, 2016).

Edigéo génica com

Genes de
Oncogenes Genes SuUpressores ,o.isténcia a Células T
tumorais medicamentos
Knockout/ Reparo/ Aumentar a Restaurar a

sensibilidade a

h imunidade
medicamentos

inativacéo Ativacéao

Efeito anti-cancer
de pulmao )

Figura 7:Aplicag6es do CRISPR-Cas9 no tratamento do cancer de pulméo. A figura mostra quais
grupos de gene podem ser utilizados e quais mecanismos séo utilizados nas edi¢cfes a fim de promover
o efeito anticAncer de pulmao) (adaptado de JIANG; LIN; ZHAO, 2019).

Sabendo que o CP se desenvolve devido a alteracbes genOmicas, o
sistema CRISPR-Cas9 pode ser utilizado para gerar um efeito de knockout em
oncogenes, essa ferramenta também pode ser utilizada para fazer reparos em genes
supressores tumorais, restaurando sua fungdo na inibicdo da oncogénese (JIANG;
LIN; ZHAO, 2019).



22

Os pronto-oncogenes desempenham papel fundamental na proliferacéo
celular, quando esses genes sofrem mutacéo passam a ser chamados de oncogenes
e passam a ser superexpressos, gerando um descontrole na proliferacao celular. Do
mesmo modo que 0s pronto-oncogenes desempenham um importante papel na
regulacao celular, os supressores tumorais também atuam como agentes reguladores
do crescimento celular, além de induzir a apoptose em células neoplasicas e inibir a
metastase (SLATTERY, 2017)

Outra forma de utiliza¢do do sistema CRISPR-Cas9 no tratamento do CP é
por meio da edi¢do de genes de células imunoldgicas, sendo os linfocitos T as células
mais utilizadas nesse método. O tratamento com células T possui duas vertentes, a
primeira atua no knockout de genes codificadores da proteina PD-1 e a segunda atua
na acoplagem de receptores de antigenos quiméricos nos linfoécitos T (NAIR et al.,
2019; G/MEDHIN et al., 2021).

Na primeira vertente de tratamento com células T, o sistema CRISPR-Cas9
atua no knockout do gene PDCD1, chamado de gene de morte celular programada 1,
que codifica uma proteina nos linfécitos T chamada de PD-1. Essa proteina
desempenha papel de um checkpoint imunolégico, atuando na inducao apoptotica em
células normais, por meio da ligacdo com receptores de membrana, entretanto as
células cancerigenas apresentam PD-1L (ligantes de PD-1) que impedem a acao dos
linfécitos (Figura 8). Desde modo, com o knockout da proteina pd1 nos linfocitos t a
célula tumorais ficam impossibilitadas de fazer o desligamento do linfocito e
proporcionando maior efetividade do sistema imune em combater o tumor (JIANG,;
LIN; ZHAO, 2019; Nair, 2019).
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O receptordecélula T
reconhece células tumorais

PD-1L se liga a PD-1,
inibindo a resposta da célula T

Figura 8: Interacéo dos linfécitos T com as células tumorais. A figura mostra a interacédo da célula
T com uma célula tumoral, demonstrando a ligacdo da PD-1 com o PD-1L ocasionando sua inibi¢éo.
(adaptado de CASTILLO, 2016)

A segunda vertente € chamada de Chimeric Antigen Receptor T (CART-1),
nessa metodologia de tratamento, os receptores das células T sdo modificas pelo
sistema CRISPR-Cas9 para expressar um receptor quimérico de antigeno T em sua
membrana, esses receptores modificados atuam como marcadores imunol6gicos que
se ligam a epitopos especificos das células tumorais. O CART-1 é dividido em trés
dominios o primeiro é responsavel pela acoplagem na célula neoplasica, o segundo
faz a ligacédo do alvo com a célula T, o ultimo € o dominio de sinalizacédo que atua na
ativacdo da célula T por meio da sinalizagdo de CD3 e moléculas, deste modo
aumentando a quantidade de linfécitos T CD8. A utilizacdo desse método permite que
o sistema imune identifigue e elimine especificamente as células neoplasicas
tornando-o mais eficiente no tratamento do CP (Figura 9) (NAIR et al., 2019; QU et al.,
2020).
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Figura 9: Estrutura e interacdo da célula T com CART-1 com uma célula tumoral. A figura mostra
a interagdo da célula T quimérica com uma célula tumoral, demonstrando os dominios do receptor
(adaptado de Neill; Ress; Roddie, 2020).

3 METODOLOGIA

O presente estudo foi baseado em revisao bibliogréafica da literatura do tipo
descritivo, com abordagem qualitativa sobre Andlise da utilizacdo da técnica de
CRISPR-Cas9 para o tratamento do cancer de pulméo registradas nas seguintes
bases de dados: Scientific Eletronic Library Online (Scielo), United States Nacional
Library of Medicine (PubMed), Google Académico e dados fornecidos de oOrgaos

governamentais identificados pela pesquisa no Google.

Para realizacdo do estudo foram seguidas as seguintes etapas:
identificagdo do tema, estabelecimento dos critérios de inclusdo e excluséo, selegcéo
dos estudos, avaliacao e extracdo das informacdes, interpretacdo dos resultados e

por ultima apresentagéo da revisao.
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Os critérios de inclusdo para selecdo dos artigos que compdem esta
revisdo foram: artigos completos disponiveis nas bases de dados PubMed, Scielo,
Google Académico e dados de oOrgdos governamentais, publicados no idioma
portugués, inglés e espanhol, no recorte temporal de 2014 a 2021 que abordavam o
tema proposto e o objetivo da pesquisa. Foram excluidos artigos anteriores ao ano de
2014, revisoes de literatura e artigos que néo estavam no idioma portugués. Foram
usados os descritores (DeCS): Proteina 9 Associada a CRISPR, Neoplasias

Pulmonares e Terapia Génica.

A pesquisa ndo apresentou riscos, pois nao foi realizada com pessoas e/ou
animais, nem direta, nem indiretamente. Este estudo promoveu o conhecimento

acerca das aplicacdes do sistema CRISPR-Cas9 no tratamento do cancer de pulméao

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na busca de artigos cientificos nas bases de dados foram encontrados
inicialmente 24 (vinte e quatro) artigos cientificos, sendo 12 (doze) encontrados no
Google Académico e 12 (doze) encontrados no PUBMED, resultando na selecao de
14 (quatorze) artigos, que contemplavam os critérios estabelecidos, tratando do tema

escolhido, sendo excluidos aqueles que ndo obedeceram aos critérios de inclusao.

No quadro 1 encontram-se dispostos os dados referentes aos 15 artigos
analisados incluindo autores, titulo, revista de publicacao, base de dados e ano em

gue o artigo foi publicado.

Tabela 1: Artigos selecionados na reviséo integrativa

N° Autores Titulo Revista de Base de Ano
publicacéo dados
01 Hirakawa et Gene editing and CRISPR in the Bioscience PUBMED 2020
al. clinic: current and future Reports
perspectives

02 Janik et al. Michal. Various Aspects of a Gene International PUBMED 2020
Editing System CRISPR-Cas9 Journal Of
Molecular
Sciences
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03 Zhan et al. CRISPR/Cas9 for cancer research Seminars In PUBMED 2018
and therapy. Cancer Biology
04 Lino et al. Delivering CRISPR: a review of the Drug Delivery | PUBMED 2018
challenges and approaches
05 Memi, Ntoku, CRISPR/Cas9 gene-editing: Seminars in PUBMED 2018
Papangeli research technologies, clinical Perinatology
applications and ethical
considerations.
06 Torres-Ruiz, CRISPR-Cas9 technology: Briefings In PUBMED 2016
Rodriguez- applications and human disease Functional
Perales modelling Genomics
07 GOmez- CRISPR-CAS9. EL MAYOR Cuadernos de PUBMED 2019
Tatay, Aznar AVANCE EN TECNICAS DE Bioetica
EDICION GENETICA REQUIERE
UNA REFLEXION ETICA
08 Khadenpar et | CRISPR-Cas9 in genome editing: Journal Of PUBMED 2018
al. its function and medical applications Cellular
Physiology
09 Nair et al. Translatable gene therapy for lung Cancer Gene PUBMED 2019
cancer using Crispr CAS9—an Therapy
exploratory review
10 Cheng etal. | CRISPR/Cas9 for cancer treatment: Briefings In PUBMED 2020
technology, clinical applications and Functional
challenges. Genomics
11 Chen et al. CRISPR-Cas9 for cancer therapy: Cancer Letters PUBMED 2019
opportunities and challenges
12 Lu et al. Safety and feasibility of CRISPR- Nature PUBMED 2020
edited T cells in patients with Medicine
refractory non-small-cell lung cancer
13 Zambon et al. Tecnologia CRISPR-Cas9: Uma Congresso Google 2021
revisdo acerca de perspectivas Internacional académico
terapéuticas no cancer de pulméao e em Saude
consideracgdes para aplicacdo na
transgenia humana
14 Caldwell et al Identification and Validation od a Scientific PubMed 2017
PD-L1 Binding Peptide for Reports
determination of PDL1 Expression
in Tumors

O quadro 2 mostra o objetivo, tipo de estudo e resultados, referentes ao

tema, encontrados nos estudos selecionados para a revisdo integrativa.

Tabela 2: Descricao dos artigos quanto ao seu objetivo, tipo de estudo e seus resultados

esperados
N° Objetivo Tipo de estudo Resultados obtidos
01 Identificar os efeitos do Revisao descritiva O estudo demonstrou resultados

knockout do gene PD-1
em células T e verificar a

positivos com o aumento da reacao
das células T ao tumor. O autor
ainda afirmou que a combinagéo
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Utilizagdo com a terapia
CAR.

com a terapia CAR aumentou a
sobrevida e efetividade das células
CART.

02 Avaliar os efeitos da Revisdo descritiva Com a clivagem dos genes EGFR
clivagem de genes EGFR mutantes foi possivel observar a
mutantes. diminuicdo do tumor e aumento da

morte de células neoplasicas.

03 Identificar a efetividade Revisdo descritiva O estudo demonstrou melhora
das células CART significativa das células T

modificadas na rejeicédo do tumor.

04 Investigar as aplicacdes Revisdo descritiva Pode ser utilizado para identificar
do sistema CRISRP-Cas9 alteracdes cromossémicas por
na medicina. meio da combinacao da proteina

Cas9 com marcadores
fluorescentes.

05 Identificar mais aplica¢cdes | Revisdo descritiva O sistema CRISPR-Cas9 pode ser
do sistema CRISPR-Cas9 utilizado para desenvolver modelos
além das desvantagens de canceres animais.
desse método

06 Entender o sistema Reviséo descritiva Com a ferramenta CRISPR-Cas9 é
CRISPR-Cas9 como uma possivel fazer modificacdes
ferramenta de edicao pontuais em genes especificos
gendmica possibilitando alteracdo da

expresséo de proteinas.

07 Identificar os riscos do uso | Revisdo descritiva Estudos relataram a ocorréncia de
da terapia génica com mutagdes off-target. Outro risco é
CRISPR-Cas9 com relacdo a exposicéo de

pacientes em situacdo de
vulnerabilidade de podem ser
submetidos as técnicas sem o
consentimento esclarecido.

08 Comparar o sistema Revisdo descritiva O sistema CRISPR-Cas9 utiliza um
CRISPR-Cas9 com outros sgRNA para identificar o gene alvo,
métodos de edi¢do génica 0 que torna essa técnica mais

barata e eficaz em comparacéo
com outros métodos que usam
proteinas projetadas, que tornam
esses métodos complexos e caros.

09 Avaliar as perspectivas Revisdo descritiva A técnica possui um enorme
futuras da utilizacdo da potencial na ciéncia podendo ser a
técnica chave para o tratamento e cura de

diversas doencas. Com a
formulacgéo de regulamentacdes a
técnica pode ser desenvolver de
forma mais rapida e eficiente.

10 Estudar a efetividade do Revisdo descritiva Estudos demonstraram a reducéo
knockout de oncogenes e do tumor bem como a diminui¢do
reparo de supressores da proliferacéo e metastase das
tumorais células neoplasicas.

11 Avaliar a efetividade das Revisdo descritiva O knockout do gene PD-1
células T com o knockout demonstrou uma reducéo na
do gene PD-1 guantidade de PD-1 na superficie

da célula T resultando.

12 Avaliar a seguridade da Ensaio clinico O estudo obteve resultados

edicdo de células T em

positivos demonstrando baixas
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pacientes portadores de mutacdes off-target ocorrendo
cancer de pulmao principalmente em regiées nao
codificantes.
13 Abordar sobre a Revisédo de literatura A conferéncia resultou no inicio da
Conferéncia Internacional formacéo de regulamentacdes e
Sobre a Edicdo do Gene restringiu 0 uso da ferramenta para
Humano edicdo de embrides e células
germinativas.
14 Identificar o principio do Estudo Clinico O bloqueio da da via PD-1/PDL-1
bloqueio da PDL-1 nas aumenta a eficiéncia das células T
células tumorais no combate ao tumor.

Segundo Torres-Ruiz e Rodriguez-Perales (2016), o sistema CRISPR-
Cas9 é uma ferramenta revolucionaria no ramo da gendmica que permitiu alterar ou
corrigir, de forma precisa e eficiente, a expressdo de um gene alvo, viabilizando
estudos aprimorados acerca dos genes e como esses genes tem influéncia nas vias
de acéo de doencas.

Memi, Ntoku e Papangeli (2018) também corroboram com o potencial
dessa ferramenta na genémica e acrescentam que esse mecanismo pode ser utilizado
de forma terapéutica no tratamento de diversas doencas, principalmente as de origem
genética.

Khadempar e colaboradores (2018) descrevem o sistema CRISPR-Cas9
como o método mais eficaz, rapido, barato e simples uma vez que utiliza um sgRNA
para direcionar a proteina Cas9 ao gene alvo e efetuar a clivagem, em contrapartida
a 0s outros métodos os quais € necessario a elaboracdo de um complexo proteico
tornando-os processos mais caros e demorados.

Em contrapartida Memi e colegas (2018) afirmam que pesquisas recentes
identificaram uma elevada incidéncia de mutacdes off-Target em células embrionarias
de camundongos, podendo gerar efeitos adversos. Os mesmos autores apontam
também que a introducdo de genes especificos na sequéncia de DNA é mais
complexa do que a introdugdo das mutagdes indels, isso ocorre devido a baixa
eficiéncia do mecanismo de reparo HRD.

Memi, Ntoku e Papangeli (2018) argumentam que essa ferramenta pode
ser utilizada no desenvolvimento de modelos in vivo de canceres, por meio do
knockout de genes supressores de tumor em camundongos, possibilitando melhores
estudos acerca da carcinogénese de diversos tipos de cancer.

Lino e colaboradores (2018) descrevem outra aplicacdo para essa

ferramenta no ramo da patologia molecular. Utilizando o mecanismo do sistema
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CRISPR-Cas9 em conjunto com agentes fluorescente é possivel identificar um I6cus
génico especifico, assim as possibilitando a identificacdo de alteracbes
cromossOmicas fundamentais para o diagnostico e prognostico de uma doenca.

Para Janik et al. (2018) o desenvolvimento da engenharia genética € um
novo avango na medicina possibilitando melhor entendimento do cancer bem como
novas descobertas de tratamentos mais eficazes e precisos. Os autores destacaram
um estudo que utilizava o sistema CRISPR-Cas9 para clivar genes EGFR mutantes,
0 knockout do gene resultou na morte de células neoplasicas ocasionando uma
diminuicdo significativa do tumor. Cheng e colaboradores (2020) também
demonstraram que o knockout de oncogenes e reparo de supressores tumorais
resultou na diminuicdo do tumor e reduziu a proliferacdo e metastase do cancer.

Caldwell e equipe (2017) informam que diversas células neoplasicas
apresentam uma superexpressdo de PDL-1, sendo presente entre 35% a 95% dos
casos de NSCLC, que impedem a acdo apoptotica do linfocito T, deste modo os
autores afirmam que o bloqueio da interacdo entre PD-1 e PDL-1 favorece o
tratamento do CP uma vez que o sistema imune se torna capaz de lidar com a evaséo
do tumor.

Chen et al. (2019) afirmam que o knockout do I6cus PD-1 mediado por
CRISPR-Cas9 reduziu significativamente a expressao de PD-1 nas células T, e assim
foi possivel observar melhores respostas do sistema imunoldégico no combate ao
tumor.

Um dos problemas da técnica CRISPR-Cas9 é o risco de mutacdes off-
target que podem gerar efeitos adversos, entretanto Lu e equipe (2020)
desenvolveram um estudo clinico de fase 1 intitulado “Seguranca e viabilidade de
células T editadas por CRISPR em pacientes com cancer de pulmao de células nao
pequenas refratario”, que teve como objetivo avaliar os riscos e a viabilidade do uso
das células T modificadas, os resultados foram positivos demonstrando minimas
mutacOes off-target, ocorrendo principalmente em regides de introns 0 que nao
representa impactos significativos, Lu ainda afirma que pesquisas futuras com
técnicas de edicdo mais avancadas poderao estudar e melhorar a eficacia terapéutica
da técnica.

Hirakawa e colaboradores (2020), corroboram que o knockout de genes
PD-1 em células T € um método vantajoso, e ainda afirmam que sua combinag&o com

terapia a CAR-T, mostrou resultados preliminares positivos com o0 aumento da
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sobrevida das células T modificadas bem como uma melhora na sua efetividade. Zhan
et al (2019), apontou um estudo que demonstrou o desenvolvimento de células CAR
T tendo como resultado uma melhora significativa na rejeicdo de tumores. Hirakawa e
colaboradores (2020) ainda informam que diversos ensaios clinicos envolvendo a
edicdo de células T com CRISPR-Cas9 estdo sendo desenvolvidos atualmente.

GOmez-Tatay e Aznar (2019) alertam para o uso da edicdo génica em
células germinativas, ao passo que pode ser utilizada terapeuticamente a fim de
impedir doencas hereditarias também pode ser utilizada para gerar um aprimoramento
biologico por meio da selecdo de genes de interesse. Os autores também abordam
acerca da utilizacdo da técnica em células somaticas afirmando que mutacdes off-
target tem sido relatada em diversos estudos, outra preocupacgao descrita pelos
autores € sobre a realizacdo da terapia génica sem o consentimento esclarecido de
pacientes vulneraveis.

Nesse contexto foi realizada a Conferéncia Internacional Sobre Edicdo do
Gene Humano, que reuniu pesquisadores das técnicas de edicdo génica com fildsofos
na area de bioética além de advogados. O resultado dessa conferéncia gerou a
necessidade de elaborar regulamentacdes éticas para a manipulacéo de genes, bem
como arestricao de pesquisas envolvendo embrides e células germinativas (ZAMBON
et al., 2021)

Nair et al. (2019) afirma que o sistema CRISPR-Cas9 apresenta um
potencial enorme no desenvolvimento da ciéncia, possibilitando descobertas de novos
tratamentos e que essa ferramenta pode ser a cura de doencas antes incuraveis. Os
autores destacam que atualmente o desenvolvimento de pesquisas acerca da edi¢céo
génica esta progredindo de forma lenta devido as implicacGes éticas da técnica e
ainda assegura que o desenvolvimento de uma regulamentacao vai ampliar o nimero
de pesquisas e dar inicio a uma nova era de terapias contra o cancer e outras

doencas.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema CRISPR-Cas9 é uma ferramenta de edicdo génica que permite
fazer a remocao de um fragmento em um ponto especifico na fita de DNA tornando-
se um potencial tratamento para diversas doencas, sendo uma delas o CP. A

capacidade de recorte pontual possibilita a inativagdo de genes mutados que causam
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a carcinogénese além de possibilitarem a edicdo de genes em células imunolégicas
que proporcionam maior eficiéncia no tratamento. A edicdo de genes com a
ferramenta CRISPR-Cas9 é relativamente recente e devido a isto sdo necessarios
estudos e pesquisas mais aprofundados a fim de garantir a seguridade do tratamento

com essa técnica assim reduzindo o efeito off-target.
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