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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a possibilidade do CRISPR-Cas9 na terapia génica do cancer de
pulmdo, por meio do conhecimento do mecanismo da CRISPR-Cas e da sua utiliza¢do no tratamento
do cancer de pulmao. Trata-se de uma reviséo de literatura de aspecto desctritivo. Foram excluidas
as publicacées e artigos repetidos que ndo eram relacionadas ao tema, totalizando 22 referéncias e
tendo como 41 referéncias que constituem o presente trabalho, retiradas no site da National Center
for Biotecnology Information (NCBI), na base de dados PubMed. Foram utilizados os descritores:
CRISPR/Cas9, Lung Cancer, Gene therapy, gene edition, adaptive immunity, apds foram catalogadas
esubmetidas a andlise. Estudos de artigos referentes d terapia génica, através da utilizagéo do CRISPR-
Cas9, demonstraram diversas possibilidades de utilizagéo do sistema para o tratamento de tumores,
indicando um possivel tratamento do cdncer de pulmdo pelo sistema CRISPR-Cas9, dependendo
somente de pesquisa e estudos. O sistema CRISPR-Cas9 pode ser considerado a tecnologia do século,
por proporcionaruma plataforma adequada para o desenvolvimento de pesquisas relacionadas aos
adenocarcinomas em condigdes in vivo e in vitro e trazer diversas possibilidades para tratar o cancer
de pulméo com base na terapia génica.

Palavras-Chave: CRISPR-Cas9, Terapia génica, Cdncer de pulmao.

Abstract

The present study aimed to evaluate the possibility of CRISPR-Cas9 in gene therapy of lung cancer by
knowing the mechanism of CRISPR-Cas and its use in the treatment of lung cancer. This is a descriptive
literature review. Repetitions and publications that were not related to the theme were excluded, totaling
22 references and having as 41 references that constitute the present work, taken from the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) website, in the PubMed database. Using the descriptors
CRISPR/Cas9, Lung Cancer, Gene therapy, after were cataloged and analyzed. Studies of articles related
to gene therapy using CRISPR-Cas9 showed several possibilities of using the system to treat tumors,
indicating a possible treatment of lung cancer by the CRISPR-Cas9 system, depending only on research
andstudies. The CRISPR-Cas9system can be considered the technology of the century, as it provides an
adequate platform for the development of adenocarcinoma research in vivo and in vitro conditions
and brings several possibilities to treat lung cancer based on gene therapy.
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Introducao

O cancer de pulméo, por ser o tumor mais comum no
mundo, é uma das principais causas de morte, com cercade 1,8
milhdo de diagndsticos e 1,6 milhdo de 6bitos'. Pacientes com
cancer de pulméo apresentam grande risco de desenvolver um
segundo tumor e os seus descendentes estdo mais propicios
a adquirir tal enfermidade, devido aos fatores hereditarios?.
O tabagismo é a principal causa de cancer de pulmao, sendo
responsavel por, aproximadamente, sete milhées de mortes
anuais no mundo, incluindo o cancer?.

Repeti¢cdes palindrémicas curtas agrupadas e intere-
spacadas (CRISPR, do inglés, Clustered regulary interspaced
short palindromic repeats) e genes que codificam proteinas
associadas (Cas, do inglés, associated proteins) sdo uma nova
técnica utilizada atualmente para promover alteragdo génica
e surgem como nova alternativa para nucleases com efetores
do tipo ativador transcricional (TALEN, do inglés, transcription
activator-like effector nucleases) e nuclease dedo de zinco (ZFN,
doinglés, Zine-finger nucleases), técnicas estas, utilizadas para
edicdo gendmica*>. Foi descoberta por volta da década de 1980,
na bactéria Escherichia coli¢, que utilizava a proteina como um
mecanismo de defesa contra virus e plasmideos’. O sistema
imunolégico da bactéria reconhece o gene do virus, corta e
insere em seu proprio DNA, pois, em caso de uma infeccdo
futura, o CRISPR/Cas entra em acdo, que vao reconhecer os
acidos nucleicos do gene do virus e destrui-lo, fazendo a quebra
de parte do gene conhecido®. O CRISPR/Cas é classificado em 3
tipos:|, Il e1119. E foi o tipo ll, CRISPR/Cas®, que demonstrou maior
facilidade de edicdo do genoma™.

A terapia génica surgiu com intuito de tratar doencas
genéticas, e logo foi observado uma nova metodologia para
o tratamento contra o cancer, criando, com isso, varios vetores
virais e ndo virais para fazer alteracdo no DNA da célula'. Alguns
fatores dificultam e limitam a terapia génica como: nao ter
alta seletividade e baixa eficiéncia de transferéncia. Quesitos
importantes em doengas como o cancer, cujo tratamento seria
eficiente, tratando-se com uma alta seletividade e eficiéncia de
transferéncia, o que torna o tratamento decisivo'.

A ideia de utilizar o CRISPR surgiu em 2012, como uma
nova técnica de edicdo gendmica, utilizando da terapia génica,
uma metodologia da engenharia genética, capaz de fazer
reparacdo em genes alterados, modificacdes pontuais, técnica
buscada pela medicina desde o entendimento do DNA™™,
Esta pesquisa objetivou estudar o CRISPR-Cas9, no contexto da
terapia génica aplicada ao cancer de pulméo através de uma
revisao de literatura.
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Métodos

Este estudo constituiu-se de revisdo da literatura sobre o
CRISPR-Cas9 na terapia génica do cancer de pulméao. Foram
entao acessados, no periodo de junho a setembro de 2019, nos
bancos de dados da Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude (LILACS), Scientific Electronic Library
Online (SciELO), e no site da National Center for Biotecnology
Information (NCBI), na base de dados PubMed, utilizando-se
dos mesmos descritores. A busca das referéncias, em lingua
portuguesa, foi realizada apds a consulta aos Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS): CRISPER-Cas9, Cancer de pulmao,
Terapia génica, Edicdo génica, Imunidade adaptativa. E para a
busca das referéncias, em lingua inglesa, foi acessado o Medi-
cal Subject Headings (MeSH): CRISPR-Cas9, Lung Cancer, Gene
therapy, Gene edition, Adaptive immunity, utilizando dos
booleanos “AND” e “OR".

No LILACS, foram encontradas uma referéncia, no Sci-
ELO, trés referéncias e na PubMed 60 referéncias. Todas com
disponibilidade de titulo, ano, local da publicacdao e resumo.
Foram adotados como critérios de inclusao, artigos originais
que discorriam sobre a utilizacdo de CRISPR-Cas9 em canceres
e o seu sistema de funcionamento. Como critério de exclusao
as repeticdes e as publicacdes que ndo estavam relacionadas
ao tema apos a leitura dos resumos, que nao abordavam a
utilizacdo do CRISPR-Cas9 em canceres ou seu sistema de fun-
cionamento, resultando em 22 referéncias excluidas.

As 42 referéncias restantes, que constituiram esta amostra,
foram, primeiramente, catalogadas e analisadas. Os artigos cienti-
ficos foram analisados e algumas dificuldades encontradas para
a coleta de dados foram o fato de alguns resumos ndo conterem
informagdes sobre as abordagens metodoldgicas e objetivos.
Apesar dessas dificuldades encontradas em algumas producoes,
foi possivel obter as informacdes desejadas nos estudos.

Resultados

Conhecendo o CRISPR-Cas

O CRISPR-Cas, descoberto em bactéria e archea, sendo o
primeiro e o Unico sistema mediado por RNA de imunidade
adaptativa conhecido. Esse sistema de defesa depende de
pequenos RNAs para detectar as sequéncias especificas e com
isso efetuar o silenciamento de acidos nucleicos estranhos. Os
genes Cas sao responsaveis por codificar as proteinas funcio-
nais conhecidas como complexos efetores. A diversidade de
componentes encontrados no sistema CRISPR-Cas é impres-
sionante, mas por possuir varios elementos de assinaturaem sua
organizacdo gendmica, forneceu uma classificacdo simples para
esse sistema. O CRISPR-Cas é dividido em duas classes e cada




classe possui varios tipos. Geralmente, a classe 2 e mais simples
que a classe 115 (Figura 1). Os complexos efetores do sistema
de classe 1 compreendem de vdrias proteinas Cas. Ja a classe 2
apresenta uma proteina grande que possui varios dominios'.

Tal classificacdo é dividida em trés tipos cada, na classe 1 os
tipos |, lll e IV, na classe 2, os tipos II, V e VI. Cada tipo possui car-
acteristicas de arquitetura diferente dos médulos efetores que
possuem proteinas de assinatura exclusivas. Além disso, cada tipo
é classificado em multiplos subtipos que se tornam diferenciados
pela sutil divergéncia na organizagao do locus e pela frequéncia
de codificacao de proteinas Cas especifica por subtipo'’.

Os sistemas | e lll sdo parecidos, sendo que ambas as suas
interferéncias envolvem crRNP (complexos de proteinas ribo-
nucleicas), onde cada um é composto por um crRNA guia e um
complexo de proteinas Cas. Jao tipo Il é especifico paraum crRNA
duplo com um RNA adicional (tracrRNA) formando um complexo
de DNA que interfere com uma Unica proteina, a Cas9'.

O sistema CRISPR-Cas tipo Il é mais simples em termos de
numero de genes em relagdo ao tipo l e lll. A Cas9 é o gene de
assinatura do tipo Il que codifica uma proteina de multiplos
dominios que associa-se as fun¢des do complexo efetor de
crRNA com o corte do DNA-alvo e contribui com a adaptacgao’®.
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Figura 1: Sistema de classes e tipos do CRISPR (adaptado de
Karimian, 2019).

A maioria dos loci do tipo Il codifica o tracrRNA que é par-
cialmente complementar as repeticdes dentro da matriz CRISPR
respectiva. Também todos os loci identificados do tipo Il pos-
suem a Cas1 e a Cas2. Portanto, a presenca de Cas9 préximo a
Cas1 e os genes da Cas2 sao a marca registrada do loci tipo II'S.

Mecanismo de atuacao da tecnologia CRISPR-Cas

Quando em contato com um DNA estranho o CRISPR-Cas
atua em trés etapas, a adaptacdo (aquisicdo do espacador),
expressao (o processo de crRNA) e interferéncia (destruicdo do
material genético invasor)®.

Na fase de adaptacdo, um pequeno segmento de DNA inva-
sor deve ser integrado no cromossomo hospedeiro. Nesta fase,
um segmento especial (protoespacador) é separado do DNA
invasor (bacteriéfago ou plasmideo) e inserido e integrado na
extremidade 5’ de uma matriz CRISPR, através do complexo
de proteinas Cas1-Cas2. Este segmento inserido faz de uma
unidade espacadora nova especial™.

Na segunda etapa, ird criar o crRNA. Com isso, nesse estagio
de expressao, um CRISPR array (repeticdes e espacadores) sera
transcrito para um RNA longo (pré-crRNA) que sera clivado e
processado em RNAs curtos (crRNAs). Para converter o pré-
crRNA em crRNAs é necessario um complexo efetor de crRNA
multisubunidade ou Cas9. A extremidade da cadeia 5 do
crRNA é de cadeia simples e determina o grau de ligagao das
sequéncias-alvo'.

Na terceira etapa, de interferéncia, o crRNA-Cas9 é capaz de
clivar o material genético estranho ou o material genético alvo.
O protoespacador adjacente é importante para reconhecer os
alvos do Cas 9 ou dos outros complexos Cas. Apds a identificacdo
da sequéncia-alvo, ocorre o emparelhamento de bases entre
o alvo invasor e o crRNA iniciando entdo a atividade da nucle-
asse®, O resumo das trés etapas estd esquematizado na Figura 2.
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Figura 2: As etapas da tecnologia CRISPR.
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CRISPR-Cas e seu desenvolvimento na terapia génica

Aengenharia genética vem manipulando DNA e RNA para pro-
moverformas de prevencao e tratamento de doencas em humanos
ou em animais?'. Essa manipulagdo esta envolvida com técnicas de
manipulagdo de genes, como delecéo, substituicdo ou insercao,
criando uma relacdo com os disturbios genéticos. As principais
ferramentas utilizadas para essas técnicas sao: TALENs, ZFNs e, a
mais recente e com maiores perspectivas, o sistema CRISPR-Cas?.

O DNA double-strand breaks (DSBs) poderia estimular bas-
tante a edicdo do genoma por meio de eventos de recombinacao
mediados por recombinacdo homoéloga. E para conseguir uma
eficaz edicdo do genoma por meio do DSBs de DNA especifico,
projetou quatro classes principais de proteinas de ligacdo ao
DNA, a ZFNs e a TALENSs entre elas, reconhecendo sequéncia de
DNA através de interacdes proteina-DNAZ. No sistema CRISPR, as
sequéncias-alvo se ligam ao RNA guia Unico (sgRNA, single guide
RNA). Com isso o sistema CRISPR se torna mais aplicavel que os
demais sistemas e possui vérios diferenciais importantes. Por
exemplo, a demanda da mao de obra que ZFNs e TALENSs neces-
sitam quando comparados com a tecnologia CRISPR. Além disso,
o CRISPR-Cas tem potencial para edicdo multiplexada simultanea
de genes em comparagao com ZFNs e TALENs?,

O CRISPR-Cas tem sido utilizado para terapia de cancer
em testes in vivo e in vitro. E com o passar dos anos e com as
novas tecnologias, essa ferramenta passou a ser utilizada com
objetivos terapéuticos, principalmente em doencas infeccio-
sas®. Outra maneira da utilizacdo da técnica esté relacionada a
disturbios genéticos™.

CRISPR-Cas9 no tratamento do cancer de pulmao

O cancer de pulmao, quando é primario, possui uma abor-
dagem terapéutica diferente de quando se trata de metastase
para os pulmées, quando o cancer inicia em outra parte do
corpo e se espalha para o pulmdo. Quanto ao aspecto his-
toldgico, existem dois grandes grupos desta patologia: cancer
de pulmao de pequenas células (CPPC) e cancer de pulmao de
nao pequenas células (CPNPC), dependendo do tipo de célula
em que o cancer se inicia%.

O diagndstico do cancer de pulmao, comumente, apre-
senta dificuldades que interferem na sobrevida do paciente.
Na maioria dos casos, o diagndstico de CPNPC costuma ocorrer
em estagios avancados, o que dificulta o tratamento?. E cerca
de 14% de todos os novos diagndsticos de cancer se revela
como cancer de pulmao, em que o CPNPC costuma ser o tipo
dominante, representando 80 a 85% de todos os diagndsticos
de cancer de pulméao. Mesmo sendo, o de pior progndstico, o
CPPC, é responsavel por 10 a 15% dos canceres de pulmao?,

Atualmente, o tratamento do cancer de pulmao depende
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do seu estagio e da sua categoria, por exemplo: pacientes em
estagio inicial de CPNPC, a cirurgia é o tratamento recomen-
dado?. E em estagio mais avancados, ja é indicado terapia com
farmacos especificos para anormalidades moleculares®. Existem
trés alternativas para se tratar o cancer de pulmao: a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia®'.

Geralmente, defeitos genéticos ou mutagdes em células
tumorais possuem caracteristicas especificas. Com isso, silenciar
a expressdo de proteinas especificas ou reparar genomas de tu-
mores se torna importante para a pesquisa e para o tratamento
de tumores®2. O sistema de edicao de genes CRISPR-Cas9, por
possuir vantagens como execucao simples, alta eficiéncia e es-
pecificidade, pode ser utilizado para editar genomas, eliminan-
do genes especificos ou, nos tumores, reparando a mutacao®,

Devido os tumores possuirem vdrias mutagoes genéticas,
o CRISPR-Cas9 pode ser utilizado para construir um modelo
de tumor com multiplas mutagdes no gene in vivo e com isso
simular doengas complexas®*. Em um estudo a delecdo de
AMPK a1 e a2, através de uma edicdo feita com CRISPR-Cas9
em células de adenocarcinoma de pulmao (CPNPC mediadas
em KRASG12D p53f/f), demonstrou uma diminuicdo substancial
no tamanho do tumor®. O CRISPR-Cas9 também foi utilizado
para obter mutacdes comuns nos genes Kras, P53 e Lkb1, em
camundongos, levando a alterac¢des patoldgicas do adenocar-
cinoma pulmonar em camundongos®.

Até o final de 2018, apenas um ensaio clinico foi implemen-
tado, utilizando CRISPR-Cas9 como uma maneira de interven-
¢ao para o cancer de pulmao. Esse estudo foi realizado pela
Universidade de Sichuan, que avaliou a seguranca das células
T modificadas para inibicdo de PD-1 no tratamento do CPPC
metastatico (ID do ensaio: NCT02793856)%.

O CRISPR-Cas9 é uma ferramenta de edicdo poderosa e
com um grande potencial®. Devido potencial, poucos projetos
conseguem aprovagoes éticas para conduzir testes clinicos
em humanos, principalmente, testes in vitro para edicdo de
genomas das células®,

Discussao

Segundo Nair et al.%%, as técnicas com CRISPR tém grande
potencial de trazer avangos na pesquisa com cancer. Isso se da
devido a grande facilidade de execucdo em comparacdo com as
técnicas existentes, como ZNFs e TALENS, além do fato da sua es-
pecificidade e eficiéncia serem altas. Seu potencial proporciona
grandes avancos para a medicina em diversas areas da satde,
como demonstra Jiang et al.3* que indicam uma perspectiva de
criagao de medicamentos.

O sistema CRISPR-Cas é um sistema que se tornou complexo
devido a uma série de eventos evolutivos, para que houvesse




adaptacao da imunidade microbiana, o que torna sua clas-
sificacdo confusa, principalmente por possuir e ainda estarem
descobrindo novos subtipos. De acordo com Makarova et al.®,
tal classificacdo pode ser melhorada, tornando o sistema mais
consistente e esta tarefa pode ser realizada dentro de alguns anos.

Knigth et al.** concluiram que cerca de 75% dos diagndsticos
de cancer de pulmao estao em estagios avancados e que 70 a
90% dos diagnésticos em estagio inicial podem garantir melhor
sobrevida ao paciente. Por ndo possuir sinais especificos e ter os
sintomas parecidos para outras doencas respiratérias, o diag-
nostico precoce do cancer de pulmao se torna dificil, pelo fato
dos sinais e sintomas surgirem em estagios mais avancados da
doenca, além da questdo do tipo de tumor em CPPC e CPNPC
que possuem sobrevidas e tratamento diferentes, dependendo
do estagio que estiverem.

O CRISPR-Cas9 se tornou a ferramenta de edicao genética
mais utilizada, apresentando grandes perspectivas para a tera-
pia génica. Sua utilizacdo, associada a outras técnicas de edicéo,
torna da terapia genética um possivel tratamento de inUmeras
patologias de maneiras diversificadas. Segundo Xiao-Jie et
al®, um ponto importante da terapia génica em cancer é as
modificacdes de células hospedeiras, melhorando a resposta
imune ou aumentando a resisténcia das células. Modificacdes
em células de defesa, como em células T, sdo realizadas in vitro
e reimplantadas nos pacientes apos terem sido modificadas
geneticamente, fornecendo uma aplicacdo a terapia imune
através do CRISPR-Cas9.

Outras maneiras possiveis de utilizar o CRISPR-Cas9 é por
meio da edicdo de genes supressores de tumores ou em onco-
genes. O estudo de Moses et al.*' demostrou a capacidade do
sistema CRISPR-Cas de realizar a ativagao da PTEN, uma proteina
supressora de tumor essencial, que quando silenciada, promove
comportamento metastatico e resisténcia a terapia de canceres
altamente agressivos. Diante de tantas possibilidades, a utiliza-
¢ao desse sistema tdo complexo traz grandes perspectivas para
a terapia genética.

A utilizagdo de CRISPR-Cas9 pode vir a ser inevitavel, devido
ao desenvolvimento humano, porém envolve questdes éticas,
principalmente a sua possibilidade de manipular geneticamente
organismos vivos. Segundo Oliveira e Reis*, questdes éticas
ainda sdo debatidas no mundo todo diante da utilizacdo do
sistema CRISPR-Cas9 com diferentes objetivos e organismos.
Levantam questdes de biosseguranca e bioéticas referentes a
Lei brasileira n. 11.105/2005, em que pesquisas e terapias com
embrides humanos sdo permitidos apenas com células-tronco,
sendo proibida qualquer técnica de engenharia genética, como
a técnica de CRISPR-Cas9. A utilizacdo dos embrides devem
seguir requisitos: ter por alvo as células-tronco embrionarias,

genitores consentir a utilizagao, aprovacao do comité de ética
e nao destinar a comercializacdo de material biolégico.

Conclusao

O CRISPR pode ser considerado a tecnologia do século, por
possuir diferentes campos de atuacao, eficiéncia e sensibilidade
superiores as técnicas ja existentes com possibilidade de aplica-
¢ao em terapia génica. O nimero de tratamentos para o cancer
de pulméo ainda é baixo e a utilizacdo dessa técnica no cancer
de pulmao e em outros tumores pode fazer total diferenca no
tratamento dessas patologias, além de proporcionar plataforma
adequada para o desenvolvimento de pesquisas relacionadas
aos adenocarcinomas em condig¢des in vivo e in vitro.

Questdes éticas ainda sao debatidas em relacdo ao sistema
CRISPR-Cas9, mas diante do diagndstico e da dificuldade do
tratamento do cancer de pulmao, o sistema CRISPR-Cas9 pode
ser uma das principais formas de desenvolver tratamentos
contra o cancer pulmonar e utilizar da terapia génica como um
meio para tal objetivo, pois esta possui diferentes formas de ser
utilizada. Seja através de células de defesa, oncogenes ou genes
supressores de tumor.

Com o desenvolvimento de pesquisa utilizando o sistema
CRISPR-Cas9 e a evolucao datecnologia, o futuro do tratamento
de diversas patologias, principalmente do cancer, passa a ser
bastante promissor. Tornando do mecanismo imunoldégico de
uma bactéria, o tratamento de diversas doencas, além da sua
utilizacdo em outras dreas que sao de grande necessidade da
humanidade.
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