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RESUMO

Introducéo: Os papiloma virus humano (HPVs) 16 e 18, de alto risco oncogénico, séo
os dois principais agentes causadores do cancer do colo do Utero, presente em mais
de 70% dos diagndsticos tumorais. E possivel encontrar copias integradas do genoma
do virus no DNA da célula afetada em casos de lesdes malignas, que retém a forma
integrada dos oncogenes E6 e E7 doados pelo HPV. A proteina E6 induza degradacéo
do supressor tumoral p53, enquanto a proteina E7 desestabiliza a proteina
retinoblastoma (Rb). Objetivo: Identificar as possibilidades do uso da técnica de
edicdo genética CRISPR/Cas9 para o tratamento do cancer do colo do utero.
Metodologia: Revisdo bibliografica realizada com base em peridédicos nacionais e
internacionais, como artigos cientificos e académicos, pesquisados nas seguintes
bases de dados: Scielo, Ebsco, Pubmed, Google Académico. Resultados: A
CRISPR/Cas9 desempenha o papel de tesoura, sendo assim, capaz de causar a
clivagem do DNA alvo, considerando o mecanismo de reparo celular passivo de erros,
ocorrera a formacéo de indels, que por sua vez formarao cdédons prematuros de parada
ou decaimento mediado sem sentido nos genes alvo E6 e E7 que resultara na parada
de expressdo dos mesmos, ocasionando a perda de suas fung¢des. Concluséo: O uso
de ferramentas de modificacdo genética, como o CRISPR/Cas9, tem potencial de
propiciar cura para lesdes malignas do colo uterino, além de ter baixo custo, viabilidade
e alta eficiéncia, se comparado aos métodos tradicionais de tratamento. Todos 0s
estudos sobre o uso da técnica CRISPR/Cas9 presentes neste trabalho foram
realizados InVitro, atualmente ndo existe previsao de estudos InVivo, portanto, apesar
da técnica ter se mostrado muito promissora para o tratamento do cancer do colo do
atero, a prevencao continua sendo a melhor opgéo.
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Abstract

Introduction: Human papillomaviruses (HPVs) 16 and 18, high oncogenic risk, are the
two main causative agents of cervical cancer, present in more than 70% of tumor
diagnoses. It is possible to find integrated copies of the virus genome in the DNA of the
affected cell in cases of malignant lesions, which retain the integrated form of the E6
and E7 oncogenes donated by HPV. The E6 protein induces p53 tumor suppressor



degradation, while the E7 protein destabilizes the retinoblastoma protein (RDb).
Objective: To identify the possibilities of using the CRISPR/Cas9 gene editing
technique for the treatment of cervical cancer. Methodology: Bibliographic review
carried out based on national and international journals, such as scientific and
academic articles, searched in the following databases: Scielo, Ebsco, Pubmed,
Google Scholar. Results: CRISPR/Cas9 plays the role of scissors, thus being able to
cause the cleavage of the target DNA, considering the mechanism of passive cellular
error repair, the formation of indels will occur, which in turn will form premature stop
codons or senseless mediated decay in the target genes E6 and E7 that will result in
their expression stop, causing the loss of their functions. Conclusion: The use of
genetic modification tools, such as CRISPR/Cas9, has the potential to provide a cure
for malignant lesions of the uterine cervix, in addition to having low cost, feasibility and
high efficiency compared to traditional treatment methods. All studies on the use of the
CRISPR/Cas9 technique present in this work were carried out InVitro, currently there is
no prediction of InVivo studies, therefore, although the technique has shown to be very
promising for the treatment of cervical cancer, prevention remains a the best option.
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INTRODUCAO

O céancer do colo do utero (CCU) é o quarto tipo de cancer mais letal que atinge a
populacdo feminina no mundo, com cerca de 570 mil novos casos por ano, ele é
caracterizado pela replicacdo desordenada de células que revestem a cérvice
uterina.Tais alteracdes celulares acontecem inicialmente em um determinado local no
epitélio cervical, com predominio nas camadas superficiais, mas podem progredir para
uma les&o invasora (INCA, 2021; SILVERIO et al., 2022).

HPVs oncogénicos 16 e 18, identificados em mais de 70% dos casos de CCU,
encontram-se integrados nas células cervicais nos casos de lesdes malignas.Durante
a integracdo o gene E2 perde sua funcado e deixa de reprimir a expressao dos genes
E6 e E7 que sdo oncoproteinas altamente expressas nas células de CCU. Sabe-se
que E6 promove a degradacao de p53, uma proteina supressora de tumor,e E7 inibe
a acdo da proteina do retinoblastoma (pRB) que é responsavel pela senescéncia
celular, essas alteracdes levam a desregulacdo do ciclo celular e a oncogénese
(FARIA, 2018).

No Brasil, os altos indices de incidéncia e mortalidade por CCU, evidenciam a
importancia da elaboracéo e implementacéo de politicas publicas voltadas a saude da
mulher com acdes relativas ao controle dessa doenca, mas apesar da difusdo das
medidas preventivas existentes, o CCU continua sendo um problema de saude
importante no pais (BRASIL, 2013).

A tecnologia de edicdo de DNA através de Clustered Regularly Interspaced



Short Palindromic Repeats-Cas9 (CRISPR/Cas9) pode ser utilizada para criar métodos
de diagndsticos rapidos e de baixo custo, tendo um potencial inovador no diagnéstico
e tratamento de doencas infecciosas (BINNIE,2021). A técnica CRISPR/Cas9 pode ser
utilizada para aplica¢cdes no campo da medicina, genética, embriologia, bioinformatica
e patologia. Devido as facilidades de edicdo de sequéncias de DNA (comparado com
as outras técnicas), o CRISPR/Cas9 é mais econdmico, mais facil de usar e pode ser
usado para realizar modificacdo de genes especificos, insercfes e substituicdo de
bases (ALAGOZ, KHERAD, 2020).

Estudos recentes sugeriram que a modificacdo de CRISPR/Cas9 pode ajudar
na investigacdo dos mecanismos dos tumores e nas terapias contra o cancer (ZHEN,
2017). Um dos resultados do uso da CRISPR para CCU esté relacionado a supressao
da expressao das proteinas E6 e E7 em um sitio especifico de células em processo de
oncogénese no colo do utero, causando a inibicdo do crescimento tumoral, devido ao
fato de gerar um aumento nos niveis celulares de p53 e pRb, sendo o gene p53
responsavel pela principal via de apoptose e pRb responsavel por acelerar o processo
de envelhecimento celular (SANTOS et al., 2021). A endonuclease bacteriana guiada
por RNA CRISPR/Cas9 pode ser reprogramada para atingir e destruir o gene E6 ou
E7 em CCU por HPV, visando a parada do ciclo celular e ocasionando a morte de
células cancerigenas (KENNEDY et al., 2014).

Com base nas taxas de casos de CCU atuais, nas dificuldades que os
programas de prevencao possuem e nos varios efeitos colaterais que os tratamentos
causam, percebe-se que € de grande importancia novos esforcos de rastreamento e
desenvolvimento de novos tratamentos para o CCU, pois mesmo com as estratégias
existentes as taxas de mortalidade ainda continuam alta. Baseado neste contexto de
dificuldade na prevencgéo e tratamento do CCU, a técnica CRISPR/Cas9 vem como
uma nova e revolucionaria perspectiva para o tratamento e cura do cancer do colo do
Utero. A técnica de CRISPR/Cas9 vem revolucionando a area da medicina no campo
da biologia molecular (NOGUEIRA, MELO, 2012; CARLI et al., 2017). Este artigo
abordarad mais uma possivel atuacdo da técnica dentre suas vastas aplicacoes.

Dessa forma o objetivo do presente artigo € identificar as possibilidades do uso
da técnica CRISPR/Cas9 no tratamento do CCU.

METODOLOGIA
O presente artigo trata-se de uma revisao bibliografica realizada com base em



periodicos nacionais e internacionais, como artigos cientificos e académicos. Foram
realizadas pesquisas do tipo descritiva, cuja pergunta norteadora foi: “O CRISPR/Cas9
poderia ser utilizado para tratamento do cancer do colo do utero?”. Foram usados 0s
seguintes descritores em saude para as buscas: “CCU”,“HPV” e “CRISPR/Cas9 para
tratamento do CCU”.

Pra que houvesse a selecdo dos artigos usamos como critério de exclusao:
artigos com estudos que ndo estavam dentro do contexto do tema proposto e como
critério de inclusdo: publicacdes relevantes para o tema e publicadas entre 2000 e
2022, e com isso obtvemos um total de 37 artigos que foram usados para a confec¢ao
do trabalho. A bases de dados utilizadas foram: Scielo, Ebsco, Pubmed e Google

Académico.

DESENVOLVIMENTO

Epidemiologia do cancer do colo do utero (CCU)

Em média 570 mil casos novos séo registrados anualmente no mundo, sendo o
CCuU o terceiro tumor maligno mais comum na populacéo feminina, e a quarta causa
de morte de mulheres por cancer no Brasil, causando cerca de 311 mil 6bitos por ano.
No Brasil, em 2020, eram esperados 16.710 casos novos,com um risco elevado de
15,38 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,2019; IARC, 2020; INCA, 2022).

Com relacdo a mortalidade, é na regido Norte que se mostram as maiores taxas
do pais, sendo a Unica com nitido crescimento. Em 2019, a taxa ajustada pela
populacdo mundial foi de 12,58 mortes por 100.000 mulheres, representando a
primeira causa de 6bito por caAncer feminino nesta regido. Nas regides Nordeste com
taxa de mortalidade de 6,66/100 mil, foi a segunda causa e Centro-Oeste, a terceira
causa, com taxa de 6,32/100 mil. As regides Sul e Sudeste tiveram as menores taxas
(4,99/100 mil e 3,71/100 mil)representando a quinta e sexta posi¢cdes, respetivamente,
entre os 6bitos por cancer em mulheres (Figural)(INCA, 2021b).



Figural.Taxas de mortalidade por cancer do colo do Gtero. Brasil e regifes,1980 a 2019. Fonte: INCA,
2019.

O CCU é raro em mulheres de até 30 anos e sua maior incidéncia € na faixa
etaria de 45 a 50 anos. A mortalidade aumenta gradualmente a partir da quarta década
de vida (INCA, 2021).

Descricao génica do HPV e o cancer do colo do utero (CCU)

Os HPVs pertencem a uma familia extensa de virus ndo envelopados de DNA,
possuindo cinco diferentes géneros, tendo o género alfa um papel crucial em especial
na carcinogénese, cujos HPV 16 e 18, além do 31,33,52 e 58,sd0 classificados como
variantes de alto risco (SILVERIO et al., 2022).

Os HPVs possuem oito genes: os precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E7, e o0s
denominados tardios: L1 e L2. Tais genes podem ser conceituados de acordo com a
sua manifestacdo no ciclo viral. E1 e E2 s&o responsaveis pela modulacdo da
replicacdo e da transcricdo, L1 e L2 estdo relacionados aos fatores estruturais:
formacéo do capsideo, E5, E6 e E7 sdo responsaveis por modular o crescimento da
célula e também a resposta imune. Estudos indicam que em 99% dos casos de CCU
havia DNA do HPV associado, dados que se referem a tipos especificos do virus (16
e 18). Em anélises do RNA mensageiro (MRNA) do HPV foram identificadas atividades
destes virus, predominando a expressao de E6 e E7, ndo s6 como indicadores da
infeccdo, mas também como responsaveis pela progresséo do cancer (COICOVEGA,
OSORES, GAMBOA, 2018).



Nas células infectadas por HPV, a proteina E6 age induzindo a degradacao
proteossémica que depende da ubiquitinacdo de p53, derivada do gene que suprime
tumores, o qual impossibilita a concentracdo de mutacdes devastadoras que podem
levar ao desenvolvimento do cancer (WANG, 2018). A p53 é uma proteina produto do
gene supressor de tumores que tem como principal funcéo repararo do DNA danificado
e ativar a morte celular programada (apoptose). Essa proteina € extremamente
importante na prote¢do da integridade do genoma e na destruicdo de células com
potencial oncogénico (COICO-VEGA et al., 2018).

Os niveis quantitativos da proteina p53 em células com EB6, € aproximadamente
2-3 vezes menor do que em células saudaveis e sua meia vida também diminui
consideravelmente. Dessa forma a resposta a danos ocorridos no DNA nao acontece
e as mutacoes de DNA permanecem no genoma sem chances de reparacdo, sendo
passadas de uma geracao celular para a proxima. Dessa forma, além da falta de
patrulha nos pontos de averiguacdo para danos no DNA em células cancerosas, essas
células possuem também alta tendéncia a mutagénese (WANG et al, 2018).

O inibidor de CDKpl16INK4, a proteina supressora de tumores € o alvo de
grande interesse de E7 para o processo de regulacédo do ciclo celular. E7 estimula a
expressdo de pl6INK4A ndo s6 através da desintegracdo de pRb, mas também por
cessamento da repressao epigenética por meio de KDM6B (PAL, KUNDU, 2020).

O HPV é capaz de penetrar no epitélio do colo uterino quando h& presenca de
micro lesdes, podendo infectar o mesmo, sendo que a persisténcia da infeccdo pode
aumentar as chances de desenvolvimento de células neoplasicas, que quando ndo sao
detectadas de forma precoce, podem evoluir para lesdes invasivas. A replicacao viral
ocorre em todas as camadas do epitélio, mas a maior predominancia ocorre nas
camadas mais superficiais, o que contribui com uma infec¢do prolongada, aumento da
carga viral e possivel integracdo do genoma viral no genoma celular causando assim
0 CCU (SILVERIO et al., 2022).

A Figura 2 demonstra a evolugdo do cancer cervical pelo virus do HPV, no
primeiro momento da esquerda para direita podemos observar o epitélio cervical
normal, no segundo momento ja se observa uma infecgéo inicial do epitélio pelo virus
do HPV extracromossomal, pois ainda nao ha integracéo no cromossomo humano, ja
no ultimo momento podemos observar uma expressao exacerbada de E6 e E7, e
células ja infectadas, com isso pode-se obeservar uma proliferacdo de células
descontrolada (ROCHA, 2018).
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Figura 2: Progresséo oncogénica da leséo cervical. Fonte: Rocha, 2018.

Os principais sintomas da infeccdo pelo HPV sao: verrugas encontradas na
regido genital, peniana, cervical, anal e orofaringea, tendem a ser flexiveis, de cor rosa
ou cinza, umidas, podem aumentar de tamanho e apresentar aparéncia peduncular.
Nos homens o surgimento se da abaixo do prepucio, no corpo do pénis e reto ao passo
que, nas mulheres, a localizacdo ocorre na vulva, parede vaginal, cérvice e perineo .
Apés a infecgdo pelo virus estes sintomas ocorrem apds 1 a 6 meses, e alguns
pacientes podem ser assintomaticos, apesar de alguns casos haver relatos de dor,
incébmodo, coceira e queimacdo. Geralmente o cancer cervical € assintoméatico nas
fases iniciais, contudo em seu estagio mais avancado pode surgir sintomas como:
sangramento vaginal irregular, dores na regido pélvica, corrimento fétido e dores

lombares quando ha metastase avancada (SILVERIO et al., 2022).

Tratamento do cancer do colo do utero (CCU)

A prevencao primaria do CCU se relaciona com a diminuicdodo risco de
contagio pelo HPV, sabendo que a infecgéo se transmite por via sexual, por meio de
abrasGes microscopicas na mucosa ou ha pele da regido anogenital, o uso de
preservativos durante a relacdo sexual protege parcialmente do contagio pelo HPV,
que também pode ocorrer através do contato com a pele da regido perineal, vulva,
bolsa escrotal e perianal. Também fazem parte da prevencdo priméaria a oferta da
vacina contra o HPV. Atualmente o Ministério da Saude disponibiliza a vacina
tetravalente contra HPV para meninas de 9 a 14 anos e meninos de 11 a 14 anos de



idade. A vacina atua na protecédo contra os tipos 6,11,16 e 18 do HPV,sendo que o0s
tipos 6 e 11 causam verrugas genitais e 0s tipos 16 e 18 sdo 0s principais responsaveis
pelos casos de CCU (INCA, 2022).

A prevencdo secundaria se baseia na deteccdo precoce de lesBes pré-
cancerosas, que € feita através do exame citopatoldgico, realizado prioritariamente
entre as idades de 25 a 59 anos e com vida sexual ativa, se o resultado for negativo
em dois exames anuais consecutivos, o intervalo para realizagcéo deve ser de trés anos
(RIBEIRO et al., 2021).

O exame citopatologico de Papanicolau € um método simples, rapido, indolor e
de facil execucédo, que permite a deteccao de alteracBes na cérvice uterina, apartir da
descamacdao de células do epitélio. O exame é realizado em nivel ambulatorial e tem
se mostrado até hoje o método mais indicado para o rastreamento do CCU, por ser
eficiente e efetivo para aplicacdo coletiva, além de ser de baixo custo. O exame é
oferecido gratuitamente pelos municipios, estados e pelo governo federal através do
Ministério da Saude, por meio do Programa Nacional de Controle do CCU, que tem
como objetivo a redugcdo da morbidade e mortalidade para o referido cancer, suas
consequéncias fisicas, psiquicas e sociais na mulher brasileira (SOARES, SOUSA,
FERREIRA, 2021).

Apesar do exame preventivo ser oferecido gratuitamente para a populacéo,
ainda existem parte da populacdo feminina que nunca realizaram o0 exame,
desconhecem ou ndo cumprem a periodicidade indicada para realizacdo do exame, e
0 motivo para alguns desses casos podem estar relacionados com questdes de ambito
individual, como medo e vergonha e também a questdes referentes a gestao publica
e/ ou profissionais de saude, demonstrando uma dificuldade no funcionamento da rede
de servicos de garantia da integralidade da atencdo a saude da mulher (LOPES,
RIBEIRO, 2019).

O tratamento do CCU dependera do estadiamento da doenca, tamanho do
tumor e fatores pessoais, como desejo da preservacao da fertilidade. A radioterapia e
cirurgia estdo entre os tratamentos mais comuns do CCU, apés a confirmacdo das
lesBes neoplasicas intraepiteliais, as Diretrizes Brasileiras para o rastreamento do CCU
recomendam o tratamento excisional das lesdes escamosas de alto grau, atravées da
exérese da zona de transformagéo (EZT) por eletrocirurgia (INCA, 2021).

Os tratamentos utilizados para o CCU podem acarretar diversas complicacdes
ginecologicas, dentre elas o surgimento de fistulas,estenose vaginal, infertilidade,



diminuicao da lubrificacdo e da elasticidade vaginal, podem também causar mal estar
fisico, emocional e alterar a imagem corporal, impactando negativamente na qualidade
de vida das mulheres acometidas (PEREIRA, 2020).

CRISPR/Cas9

A técnica CRISPR-Cas9, ou “Conjunto de repeticbes palindrébmicas curtas,
agrupadas e regularmente interespacadas”, € uma técnica que concilia biologia
molecular e biotecnologia para aplicacbes em edigcdo gendmica e para reconhecer a
sequéncia alvo a ser modificada do DNA: (HUPFFER, 2020).

A técnica foi desenvolvida através da descoberta do locus CRISPR em
procariontes. Segundo estudos realizados o lécus age como um sistema imune
adaptativo de bactérias e arqueias através do reconhecimento e degradagédo do DNA
de patdgenos, além do armazenamento dessas informacées em seu genoma para o
impedimento de possiveis reinfeccfes. A partir dessa descoberta foi possivel
desenvolver a tecnologia de edi¢do genética CRISPR, composta pela endonuclease
CAS 9, que age como uma tesoura molecular, e por um RNA guia que direciona 0s

cortes dessa tesoura, como mostra a Figura 3 (CARLI, 2017).
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Figura 3: Sistema CRISPR/Cas9. Fonte: SILVA, 2021

Funcionamento da CRISPR/CAS9

O sistema CRISPR/Cas9 é fundamentado no mecanismo de defesa bacteriano
contra o virus invasor, que ao identificar um DNA viral ja conhecido, gera duas fitas de
RNAs curtos, onde uma delas tera a sequéncia correspondente a do virus invasor
(Figura 4). CRISPR/Cas9 necessita de sistemas endodgenos de reparo e recombinacao
para concluir o desenvolvimento da clivagem, como introns de auto-emenda,

nucleases de dedo de zinco e nucleases efetoras (AUGUSTA, 2017).
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Figura 4: Sistema CRISPR/Cas9 - mecanismo de reconhecimento do alvo. Fonte: AREND et al., 2017

CRISPR/Cas9 age quando um bacteriéfago penetra, mas ndo quebra a célula
bacteriana, onde parte de seu DNA possa ser introduzido no genoma do hospedeiro,
sendo alternado com sequéncias repetidas (AREND et al., 2017). As endonucleases
Casl e Cas2 constituem um complexo que proporciona a clivagem de uma parte do
DNA viral, e estes pedacos sdo levados e introduzidos no genoma bacteriano. No
decorrer a transcrigdo este fragmento de DNA origina um RNA mensageiro ao qual
varias moléculas de tracRNA (trans ativador RNA) se conectam. Essa conexdo ajuda
a clivagem do RNA mensageiro gerar fragmento de crRNA (RNA CRISPR), este
complexo tracRNA e crRNA se relaciona a endonuclease Cas9 a qual € responsavel
por solicitar a clivagem de um DNA invasor (RAMOS, 2016).

O complexo de tracRNA e crRNA é responséavel por guiar a Cas9 até o DNA
invasor. Ao se ligarem a sequéncia complementar presente no DNA viral e reconhecer
o dominio PAM (protospacer adjacent motif), a endonuclease Cas9, cliva a dupla fita e
assim impossibilita o avango da infeccdo. Esse processo retrata a importancia do
mecanismo do sistema imune existente em bactérias (GUIMARAES, 2016). O crRNA
foi tracado como um RNA guia unico (SgRNA) com duas caracteristicas, a sequéncia
de 20 nucleotideos na extremidade 5 do sgRNA que determina o local alvo do DNA
pelo pareamento Watson-Crick, e estrutura de cadeia dupla no lado 3’ da sequéncia
que se liga a Cas9, que fez com gue criasse um sistema simples de dois componentes,
no qual as mudancas na sequéncia guia do sgRNA podem ser utilizadas para
programar CRISPR-Cas9 para completar a sequéncia do DNA de interesse, desde que
seja proxima a um PAM. Na falta da PAM o DNA alvo n&o € reconhecido pela Cas9
mesmo que a sequéncia de nucleotideos do sgRNA seja totalmente complementar
(DOUDNA, 2014).



A imunidade adaptativa acontece em trés etapas sendo a inser¢cdo de uma
sequéncia curta do DNA invasor como uma sequéncia espacadora, a transcricdo do
precursor crRNA que sofre maturacdo para gerar crRNAs individuais, cada um feito
por uma parte de repeticdo, e a por¢cdo espacadora de ataque invasor e clivagem
administrada por crRNA de &cido nucléico por enzimas CAS em locais
complementares a sequéncia espacadora de crRNA (MAKAROVA et al.,, 2011).
Existem trés tipos de sistemas CRISPR/Cas (I, Il e Ill) que usam mecanismos
moleculares diferentes para se ter reconhecimento e clivagem de &acido nucléico. O
PAM exerce um papel necessario nas etapas de adaptacdo e interferéncia nos
sistemas tipo | e tipo Il (SHAH et al., 2018).

Os sistemas tipo | e Ill sdo muito parecidos, sendo que suas interferéncias
envolvem o direcionamento orientado por crRNA (complexo de proteinas
ribonucléicas) e usam um grande complexo de proteinas Cas. No entanto o tipo Il €
mais certo para um crRNA duplo adicional, nomeado tracrRNA formando um complexo
de DNA que requer apenas uma Unica proteina para reconhecimento e clivagem de
DNA guiado por RNA (SANTOS et al., 2018). Depois de elucidado o mecanismo pelo
qual o sistema CRISPR/Cas9 atua em procariotos, pesquisadores viram nesse sistema
um alto potencial para ser usado na edicdo e manipulacdo génica. Devido ao fato de
0S eucariotos nao possuirem a maquinaria precisa para ligacao do tracRNA e crRNA,
um gRNA (RNA guia) foi desenvolvido e direcionado para uma sequéncia alvo
especifica e entdo este é colado na célula alvo juntamente com a Cas9. Desta forma,
o0 gRNA faz o reconhecimento da sequéncia presente no DNA alvo e libera que a cas9
clive o sitio de interesse, proporcionando a insercéo da sequéncia esperada por meio
de recombinacdo homologa (CASTRIGNANO, 2017).

Para se realizar a inativacdo de um gene a técnica fica ainda mais facil
dispensando a necessidade de um DNA doador, mas envolvendo apenas a atuacéo
do sistema CRISPR/Cas9, podendo gerar a clivagem em um sitio especifico ou em
mais regides contando que tenha complementaridade com RNA guia. A introducdo
aleatoria de mutacdes no DNA em consequéncia da maquinaria de reparacéo depois
da clivagem da CRISPR/Cas9 modifica a matriz de tipos de células e organismos, ja
que varias das doencas que acometem seres humanos sdo de origem genética, e
algumas atribuidas a ocorréncia de mutacdo Unica no genoma. Por causa desses
motivos, CRISPR/Cas9 passou a ser vista como um meio capaz de gerar o reparo de

um gene mutado, causador de uma doencga, eliminando a mutacdo no genoma e



evitando a transmissao da doenca as proximas geracdes (BERGEL, 2017).

CRISPR/Cas9 no tratamento do CCU

A tumorigenese do CCU é€ iniciada pela expressdo exacerbada de proteinas
virais E6 e E7 quando o HPV se integra ao genoma humano, logo, se for possivel a
inibicdo da expressao destes genes, 0 processo de tumorigenese poderia ser impedido
ou até mesmo regredido (BRYAN et al.,2014).

Sabe-se que a perda da funcdo E6 em células de CCU induz a expressao de
p53, além de fatores que induzem apoptose e parada do ciclo celular. De maneira
semelhante, a perda de E7 permite 0 aumento da expresséo de Rb, levando a parada
do ciclo celular e senescéncia (GOODWIN, DIMAIO, 2000). No trabalho conduzido por
Bryan et al. em 2014, foi demonstrado que a utilizacdo de combinacbes de
Cas9/sgRNA séo de fato capazes de inativar eficientemente a funcdo da proteina E6
e E7 do HPV em células de carcinoma cervical transformadas por HPV-18, resultando
em parada do ciclo celular e morte de células tumorais.

A expressdao de uma endonuclease guiada por RNA Cas9 bacteriana,
juntamente com RNAs de guia unico (sgRNAS) especificos para E6 ou E7, é capaz de
induzir a clivagem do genoma do HPV, resultando na introducdo de delecdes
inativadoras e mutacdes de insercéo no gene E6 ou E7. Isso resulta na inducéo de p53
ou Rb, levando & parada do ciclo celular e eventual morte celular. As células
transformadas por HPV-16 e HPV-18 mostraram-se responsivas a clivagem de DNA
especifica do genoma de HPV. Esses dados fornecem uma prova de principio para a
idéia de que as combinacfes de Cas9/sgRNA entregues por vetor podem representar
modalidades de tratamento eficazes para céanceres induzidos por HPV, levando a
parada do ciclo e ventual morte celular (HSU PD, 2014).

A figura 5A demonstra niveis aumentados das oncoproteinas supressoras de
tumor em células He-la (células que foram infectadas por HPV-18 com E6 e E7
integrados no genoma), in vitro, quando houve a clivagem por CRISPR/Cas9 com RNA
mensageiro (SgRNA) para sito especifico de E6, na canaleta p53 e p21/16E6sgRNAL
0 aumento da expressao de p53 e p21, se comparado as bandas da proteinas nas
canelates controle Mock, Vetor e N.S.sgRNA, aumento este, que ndo ocorre na
canaleta E7sgRNAL, referente ao controle que quantifica a expresséo de Rb. A técnica
utilizada foi Western blotting (técnica analitica bem estabelecida para detectar, analisar
e quantificar proteinas) (KENNEDYet al., 2014).
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Figura 5 A - O filamento que expressa E6sgRNA1 apresenta bandas mais grossas indicando maior

expressédo de p53 e p21, se comparada as bandas de controle. Fonte: KENNEDY et al., 2014.

Na figura 5B desses mesmo estudo de Kennedy et al. 2014, utilizando a técnica
de Western Bloting, pode se observar um leve aumento da expressdo da proteina Rb

nas céluals transfectadas por CRISPR/Cas9 com E7sgRNAL, em sua respectiva

canaleta.
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Figura 5 B: Teste por Westen blotting mostrando leve aumento da expressao de pRb nas células Hela

in vitro, transfectada por Crispr/Cas9sgRNAespecificos para E7. Fonte: KENNEDY et al., 2014

Conforme observado nas figuras acima, houve um aumento quantiativo das
oncoproteinas, em células transfectadas com um vetor de expressaoCas9 e sgRNAs
especificos de HPV-18, para genes E6 e E7, 0 mecanismo de acdo de CRISPR/Cas9
se mostra eficiente no processo de inativagdo dos mesmo.Para determinar se a
expressao de combinacdes de Cas9/sgRNA especificaspara HPV-18 E6 ou E7 de fato
induziria a morte de células Hela, foi refeito o experimento de transducédo usando um
titulo mais alto do vetor lentiviral (MOI de ~37) que se prediz transduzir quase todas as

células HeLa em uma cultura. Apés 10 dias em cultura, pode-se observar que as



células foram coradas com MTT, e a porcentagem de células factivel foi determinada,
na pesquisa realizada, mostrando que ambos os sgRNAs especificos de E6 e E7, na
presenca de Cas9, induziram o desaparecimento quase completo da cultura decélulas
HeLatransduzida. Portanto, a ruptura direcionada de HPV E6 ou E7tem o potencial de
induzir a eliminacdo especifica de células transformadas porHPV (KENNEDY et al.,
2014).

Evidéncia molecular da edicdo de genes usando AAV-E6-CRISPR/Cas9

Estudos mostram que o sistema CRISPR/Cas9 pode entrar nas células na
forma de DNA, mRNA ou proteina. O DNA que codifica gRNA e Cas9 pode ser
distribuido em células usando plasmideos ou vetores virais (KOURANOVA et al.,
2016).

O sistema de vetores virais, com virus adeno-associados (AAVSs), foi utilizado
em uma pesquisa feita por NOROOZ| et al., 2022, neste estudo foi utilizado o sistema
AAV-E6-CRISPR/Cas9 para interromper o gene que codifica o oncogene E6 na linha
celular HeLa positiva para HPV18. Demonstrando que a clivagem do oncogene
HPV18-E6 aumentou a apoptose celular e diminuiu as taxas de proliferacéo celular,
através da perda da funcdo da oncoproteina E6, restaurando assim a expressao de
p53. Como mostra na figura 6 abaixo: O nivel de proteina p53 em células Hela foi
medido usando Western blotting no quinto dia apds a transducdo. O GAPDH foi usado
como controle interno. O software ImageJ foi usado para medir as razdes p53: GAPDH
em células HelLa. O nivel de expressdo da proteina p53 foi significativamente
aumentado em células infectadas com AAV-E6-CRISPR/Cas9 em comparagdo com 0S
grupos de células controle e simulado (**** p < 0,0001). O nivel de expressédo de
GAPDH foi usado para normalizar a intensidade da banda (SuplementarSt)
(NOROOZI et al., 2022).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8828776/#MOESM1

— Control

4 - ™ _ Mock

mm AAV-3gRNA2/Cas9
- AAV-3gRNAY/CasS

2 e AAV-3gRNAT+2/Cas9

Fold Change

n'\”

5 ‘e & > S 85 9
Wkn . . s W W @ GAPDI W A

7
2,

o

N

W
K

FIGURA 6: Evidencia molecular de edicao genética em células HeLa. FONTE: NOROOZI et al., 2022.

-
5

)/;.‘

3

Com estes resultados pode-se vislumbrar que as modificacées genéticas criam
um amplo campo de pesquisa, bem como foi feito para oncoproteina E6, pode ser
aplicado a E7 que também é responsavel pela CCU, e deve ser inativada, para que a
Rb possa ser novamente expressada de forma a garantir controle de apoptose celular.
Utilizando o sgRNA guia especifico para clivagem do gene E7 através da enzima Cas9,
sera possivel a total recuperacao das células afetadas posteriormente e a regeneracao
do tecido epitelial do colo uterino (HSU PD, 2014).

CONCLUSAO

Apesar de muitos esforcos realizados em varios niveis de atencdo a saude, o
CCU continua se configurando como um importante problema de saude publica. A
radioterapia e a cirurgia de remocédo do 6rgéo afetado, estdo entre as terapias mais
comuns. A técnica de edicdo genética CRISPR/Cas9 nos estudos revisados se
mostrou muito eficiente para o tratamento do CCU, ela desempenha o papel de
tesoura, sendo assim, capaz de causar a clivagem do DNA alvo, inserido pelo virus do
HPV no genoma a célula, a técnica permite a regulacdo das oncoproteinas e
consequentemente a normalizacdo do ciclo celular, pode se observar tambem uma
redugcdo no numero de células tumorais uma vez que foram transfectadas por
CRISPR/Ca9 induzindo assim a uma recuperac¢ao do tecido épitelial. CRISPR/Cas9 é
considerada causadora de menos efeitos colaterais em comparacdo com os métodos
convencionais, como a radioterapia e eficacia maior que a cirurgia, uma vez que ela
age no DNA de células infectadas, sua eficiencia no tratamento efetivo da eliminagéo
das células cancerigenas se torna maior que as terapias convencionais, e pode

oferecer cura persistente, além de baixo custo, viabilidade e alta eficacia, se



comparado aos tradicionais métodos de tratamento.

Uma vez que nado ha infeccéo pelo HPV é anulada a possibilidade do surgimento
do carcinoma, 0 que ressalta a importancia da conscientizagdo populacional para a
prevencdo da doenga, em todas as classes da populacao brasileira e mundial.

Todos os estudos sobre o0 uso da técnica CRISPR/Cas9 presente neste trabalho
foram realizados InVitro, atualmente ndo existe uma previsdo de estudos InVivo,
portanto apesar da técnica ter se mostrado muito promissora para o tratamento do
CCU, a prevencéo continua sendo a melhor opgao.
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