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RESUMO

A leucemia, neoplasia maligna hematopoiética, constitui uma causa significativa de
leucocitose persistente, sendo classificada, com base nas células envolvidas, em mieloide e
linfoide. Na Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), as células leucémicas ainda imaturas se
acumulam na medula Ossea e destroem e substituem células que produzem células
sanguineas normais. Estad associada com a proliferacdo neoplasica de um tipo de célula
especifica, e a causa dessa desordem ainda ndo é totalmente conhecida. A LLA é a neoplasia
mais frequente na infancia, correspondendo a aproximadamente 75% dos casos de leucemias
na infancia. Além das etapas fundamentais do plano de tratamento da LLA: radioterapia,
quimioterapia, e o transplante de medula 6ssea, 0 CRISPR/Cas9 (RepeticGes Palindrémicas
Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas) é uma técnica de edicdo genética
fortemente associada a LLA,; utilizada para modificar as sequéncias de DNA precisamente e
em locais especificos. A técnica baseia-se na utilizacdo da endonuclease Cas9, que tem a
capacidade de clivar o DNA precisamente a partir de uma sequéncia guia de RNA que
informa ao Cas9 a por¢do do DNA que ela vai cortar. O presente trabalho é um estudo do tipo
revisdo de literatura que tem por objetivo avaliar o estado da arte da utilizacdo do
CRISPR/Cas9 no tratamento da LLA. A metodologia da revisdo consiste em uma revisdo da
literatura nas plataformas digitais “PUBMED”, “SciELO”, “Web of Science”, “Science
Direct” e “Scopus” no periodo compreendido entre 2014 e 2021, utilizando os seguintes
descritores: “Acute Lymphocytic Leukemia”, “Childhood” e “CRISPR/Cas9”. Foram
incluidos os artigos originais, completos que descrevem protocolos terapéuticos ou a
perspectiva do uso do CRISPR/Cas9 no tratamento da Leucemia Linfocitica Aguda nos
idiomas portugués e inglés. Foram excluidos editoriais, teses, dissertacbes, monografias,
resumos de eventos cientificos, estudos de cunho reflexivo ou teorico. Resultados: 29 foram
utilizados para essa revisdo. Os estudos mais frequentes foram publicados na China, Estados
Unidos e Brasil, no ano de 2020 (28,5%), e grande parte no idioma inglés: 28 artigos (98%).
Os estudos e experimentos estdo sendo realizados a grande maioria in vitro, mas apresentam
resultados satisfatorios quando aplicados em edicdes de genes em células humanas.
Conclusédo: A tecnologia de CRISPR/Cas9 apresenta um vastissimo potencial para todas as
areas da biologia, desde a agricultura até a terapia de diversas doencas, indo do
desenvolvimento de vacinas e farmacos até a edicdo génica do préprio paciente. Os principais
entraves a ampla utilizacdo dessa tecnologia em larga escala residem no desenvolvimento de
vetores eficazes, na diminuicdo dos riscos associados a clivagem de regibes fora do alvo,
aspectos éticos relacionados a manipulacdo genética humana e a identificacdo precisa dos
genes alvo. O uso do CRISPR/Cas9 como ferramenta auxiliar na terapia da LLA ainda se
encontra em fase experimental, porém, os experimentos indicam que num breve espaco de
tempo estara disponivel para uso em larga escala, como uma alternativa de baixo custo
relativo, alta eficiéncia e efeitos colaterais reduzidos.

Palavras-chaves: leucemia linfocitica aguda; crispr/cas9; cancer.



ABSTRACT

Leukemia, a malignant hematopoietic neoplasm, is a significant cause of persistent
leukocytosis, being classified, based on the cells involved, into myeloid and lymphoid. In
Acute Lymphocytic Leukemia (ALL), the leukemic cells that are still immature accumulate in
the bone marrow and destroy and replace cells that produce normal blood cells. It is
associated with neoplastic proliferation of a specific cell type, and the cause of this disorder is
not fully understood. ALL is the most frequent neoplasm in childhood, accounting for
approximately 75% of childhood leukemia cases. In addition to the fundamental steps of the
ALL-treatment plan: radiotherapy, chemotherapy, and bone marrow transplantation,
CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) is a genetic
editing technique strongly associated with ALL; used to modify DNA sequences precisely
and at specific locations. The technique is based on the use of endonuclease Cas9, which has
the ability to precisely cleave DNA from an RNA guide sequence that tells Cas9 which
portion of the DNA it will cut. The present work is an literature review type study that aims to
assess the state of the art in the use of CRISPR/Cas9 in the treatment of ALL. The review
methodology consists of a literature review on the digital platforms "PUBMED", "SciELO",
"Web of Science"”, "Science Direct” and "Scopus" in the period between 2014 and 2021, using
the following descriptors: "Acute Lymphocytic Leukemia”, “Childhood” and
“CRISPR/Cas9”. Original, complete articles describing therapeutic protocols or the
perspective of using CRISPR/Cas9 in the treatment of Acute Lymphocytic Leukemia in
Portuguese and English were included. Editorials, theses, dissertations, monographs, abstracts
of scientific events, studies of a reflexive or theoretical nature were excluded. Results: 29
were used for this review. The most frequent studies were published in China, the United
States and Brazil, in 2020 (28.5%), and most of them in the English language: 28 articles
(98%). The studies and experiments are being carried out for the most part in vitro, but they
present satisfactory results when applied in gene editing in human cells. Conclusion: The
CRISPR/Cas9 technology has enormous potential for all areas of biology, from agriculture to
the therapy of various diseases, ranging from the development of vaccines and drugs to the
patient's own gene editing. The main obstacles to the wide use of this technology on a large
scale lie in the development of effective vectors, in the reduction of risks associated with the
cleavage of non-target regions, ethical aspects related to human genetic manipulation and the
precise identification of target genes. The use of CRISPR/Cas9 as an auxiliary tool in ALL
therapy is still in the experimental phase, however, the experiments indicate that in a short
period of time it will be available for large-scale use, as an alternative of low relative cost,
high efficiency and reduced side effects.

Keywords: acute lymphocytic leukemia; crispr/cas9; cancer



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 8
2 REVISAO DE LITERATURA ....oooiiiteeeeeee e ves et nasnes st 10
BOBUIETIVOS ..ottt sttt sttt 12
N = 1 [0 OO 13
B CONCLUSAOD ...ttt ne s s s 20
REFERENCIAS ...ttt ettt n st en e, 21

ANEXO A - NORMAS DE SUBMISSAO DA REVISTA ....oooovoeeeeeeeeeeeeee e, 23



1 INTRODUCAO

A leucemia é caracterizada pela proliferacdo desordenada de células precursoras
(células sanguineas) e especificas (blastos). E classificada em 2 tipos, de acordo com o tipo
celular envolvido: mieloide e linfoide e ainda é subclassificada de acordo com seu grau de
gravidade: aguda e cronica. A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), € o tipo que afeta as
células linfoides que sdo responsaveis pela defesa do organismo (por exemplo, 0s
linfonodos), j& a Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é o tipo que acomete as células

mieloides que ddo origem as células do sangue (leucécitos, plaquetas e hemacias)®.

A translocagdo BCR/ABL, envolvendo os cromossomos 22 e 9, respectivamente é
encontrada em 25% das celulas blasticas de LLA, o que denota um forte componente

genético envolvido na fisiopatologia da doenca®.

Em paises desenvolvidos, a sobrevida de pessoas acometidas pela LLA esta em torno
de 80%, ao passo que no Brasil, a sobrevida esta em torno de 64%. A deteccdo precoce na
atencdo basica e o diagndstico precoce na atencdo hospitalar é imprescindivel para o

sucesso do tratamento e 0 aumento da sobrevida dos pacientes?.

A populacgdo infantil € a mais atingida e diagnosticada com LLA, e o risco da doenca é
60% maior em criancas até 5 anos comparado com faixas etarias maiores. A maioria dos
casos ocorre em criangas, porém a maioria das mortes pela doenca se da em adultos. Isso
ocorre devido as diferencas fisiologicas nas faixas etarias; em criancas por exemplo, o corpo

reage melhor a tratamentos agressivos®.

As etapas fundamentais de um plano de tratamento da LLA sdo a irradiacdo craniana e
a quimioterapia intratecal. O transplante de medula 6ssea que € uma possibilidade para
grupos especificos, podendo evoluir para a remissdo ou até mesmo a cura. Anticorpos
mononucleares com afinidade efetiva para o antigeno CD52 também séo utilizados em

protocolos terapéuticos, uma vez que esse antigeno é expresso em 70% das células de LLA®.

O CRISPR/Cas9 (Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas) é uma técnica de edicdo genética, utilizada para modificar as sequéncias de
DNA em locais especificos. A técnica baseia-se na utilizacdo da endonuclease Cas9, que
tem a capacidade de clivar o DNA precisamente, a partir de uma sequéncia- guia de RNA

que informa ao Cas9 qual por¢do do DNA no genoma ela vai cortar®.



Uma vez que existe um componente genético fortemente associado a LLA, como a
translocacdo BCR/ABL t (9;22), a proposta do presente projeto é de avaliar o estado da arte

da utilizagdo do CRISPR/Cas9 como alternativa nos tratamentos dessa doenca®.

Ainda que as terapias convencionais para a LLA, baseadas em protocolos que
combinam drogas citotdxicas, associadas ou ndo ao transplante de medula, apresentem
grande taxa de sucesso no aumento da sobrevida dos pacientes, a busca de novos
protocolos terapéuticos mais modernos e com menos efeitos colaterais devem ser sempre
preconizados. Diante do exposto, 0 presente trabalho de revisao se justifica por realizar um
levantamento do potencial de utilizacdo da tecnologia de CRISPR/Cas9 no tratamento da
LLA.

O objetivo dessa revisdo de literatura € avaliar o estado da arte da utilizacdo da
tecnologia de CRISPR/Cas9 no tratamento da LLA, utilizando as seguintes perguntas
condutoras: Qual é a atual situacdo do uso da tecnologia de CRISPR/Cas9 no tratamento de
LLA? Quais sdo as perspectivas dessa tecnologia ser incorporada ao conjunto de praticas

terapéuticas dessa doenga?
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2 REVISAO DE LITERATURA

O sistema CRISPR CAS9 faz parte dos mecanismos de defesa bacterianos e é formado
por repeticdes palindromicas curtas, Inter espacadas e regularmente agrupadas (do inglés,
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR), e sua proteina
associada-9 (do inglés, CRISPR associated protein-9, Cas9). O funcionamento do sistema se
baseia na clivagem do DNA viral, pela enzima Cas9 (que é uma endonuclease), direcionada
por uma sequéncia de RNA complementar ao DNA alvo. A grande diferenga desse
mecanismo de defesa bacteriano para o que se vale de enzimas de restri¢do, é que as enzimas
de restricdo clivam o DNA exclusivamente em sitios pré determinados, ja& o sistema
CRISPR/Cas9 oferece a possibilidade de reconhecimento de qualquer sequéncia, desde que
ela esteja inserida no cluster de sequencias repetitivas. A compreensdo do mecanismo de
funcionamento do sistema CRISPR/Cas9 em bactérias foi publicado por J.A. Doudna e E.
Charpentier (2012) e o rapido entendimento de que essa regido do genoma bacteriano
poderia revolucionar praticamente todas as areas da biologia, a partir da edi¢do controlada do
genoma as levou a serem laureadas com o Prémio Nobel de Quimica em 2020
(https://www.nobelprize.org/ prizes/chemistry/2020/press-release/). Em uma extensa revisao,
Song et al., (2019), elencam os principais vetores fisicos, virais e ndo virais utilizados para
transformar células eucaridticas com o sistema CRISPR/Cas, além de discutirem a utilizacédo
desse método para a terapia génica de canceres e outras imunoterapias. Os autores
apresentam outras proteinas do sistema Cas (Casl2a e Casl3a) como alternativas ao Cas9
por apresentarem mecanismos de acdo ligeiramente distintos (forma de clivagem do DNA
alvo, por exemplo) e que podem ser utilizados em situacdes especificas na terapia de
diferentes tipos de canceres. Um ponto critico destacado pelos autores € a sele¢do dos genes-
alvo; nesse sentido, ele destaca 0s oncogenes, genes envolvidos na morte celular
programada, genes epigenéticos, genes relacionados a resposta imune, oncogenes virais,

genes associados ao microambiente tumoral, entre outros®.

Em um experimento in vitro e com modelos animais para a Leucemia Mieldide Crdnica;
Liu et al., (2018) utilizaram nanoparticulas para carrear o sistema CRISPR/Cas9 capaz de
identificar o gene fundido BCR/ABL, intimamente envolvido com a patogenia da doenca.
Nos modelos utilizados, os estudiosos desenvolveram trés gRNAs (RNAS guia) visando uma

regido de fusdo do gene BCR/ABL, 0 mesmo foi reconhecido e interrompido havendo assim
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uma eficiéncia de nocaute do gene satisfatoria (54,5%), sugerindo que essa estratégia de

terapia é bastante promissora para o futuro do tratamento dessa doenca’.

Um relato de caso de 2019 apresenta a utilizacdo de células progenitoras hematopoiéticas
(HSPCs) com uma alteracdo no gene CCR5 por meio de CRISPR/Cas9 numa transfusdo para
um paciente de LLA portador do HIV. O gene CCR5 é um dos co-receptores necessarios para
a entrada do HIV na célula. Os resultados indicaram a esperada remissdo da LLA apds a
transfuséo e, apesar dos resultados ndo terem sido suficientes para indicar a cura do paciente
em relacdo a infecgdo viral, o transplante com células modificadas nesse caso, abre uma

perspectiva para o tratamento da infecgdo por HIV associada a LLA.8.

Uma mutacdo que troca um &cido glutamico (E) por uma lisina (K) na posicdo 1099
(E1099K) do gene NSD2 (uma histona metiltransferase especifica para a metilagdo da lisina
36 da histona 3 (H3K36)), tem sido observada em pacientes com LLA infantil e esta

fortemente associada a recidiva da doenca®.

Swaroop et al., (2019) realizaram estudos in vitro com linhagens celulares mutantes
alteradas por meio de CRISPR/Cas9 e observaram que essa mutacdo especifica provoca
diminuicdo do apoptose e aumento da proliferacdo além de outros fatores de desequilibrio do
ciclo celular. Os autores elencam o gene NSD2 como forte candidato para estudos futuros
visando novas terapias para LLA baseadas em edicdo génica®. Montafios et al., (2018)
elencaram os principais trabalhos que foram realizados associando CRISPR/Cas9 com
mutacBes dirigidas em genes de fatores de transcricdo®!11?, genes alvo para terapial3141516
receptores de antigenos quiméricos”1819.2021 " expressio de genes fundidos?#?32425 ¢ genes

envolvidos na patogenia da doenga?%2"%,

O CRISPR/Cas9 enfrenta um desafio muito forte que é a clivagem de DNA fora do alvo
desejado, estudiosos das universidades de Stanford e lowa retrataram que diante de um teste
conseguiram corrigir um gene responsavel pela cegueira em ratos, porém, vieram mutacées
acidentais em nucleotideos unicos e exclusdes ou inser¢des de maior porte, envolvendo

trechos com mais de uma letra®.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral: Avaliar o estado da arte da utilizagdo da tecnologia de CRISPR/Cas9 no
tratamento da LLA.

Obijetivos Especificos:

o Avaliar as vantagens/desvantagens da utilizacdo do CRISPR/Cas9 no tratamento da
LLA.
o Avaliar, a partir da literatura levantada, as perspectivas da utilizacdo da técnica como

forma rotineira de tratamento da LLA.
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O PRESENTE TRABALHO ESTA APRESENTADO NO FORMATO DE ARTIGO

REQUERIDO PELO JORNAL MEMORIAL DA MEDICINA, CUJAS NORMAS PARA

SUBMISSAO DE ARTIGOS SE ENCONTRAM EM ANEXO A.

CRISPR/CAS9 na terapia da Leucemia Linfocitica
Aguda: uma pequena revisao

CRISPR/CAS9 in Acute Lymphocytic Leukemia Therapy: an
integrative review

Laryssa Thamyres Santos Barros?, Mariana Boulitreau Siqueira Campos Barros?, José Eduardo

Garcia?

Centro Académico da Vitéria, Universidade Federal de Pernambuco, Vitéria de Santo Antdo,

Pernambuco, Brasil

Resumo

A leucemia, neoplasia maligna hematopoiética, constitui uma causa significativa de
leucocitose persistente, sendo classificada, com base nas células envolvidas, em mieloide e
linfoide. Esta associada com a proliferacdo neopldsica de um tipo de célula especifica, e a
causa dessa desordem ainda ndo é totalmente conhecida. A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)
é a neoplasia mais frequente na infancia, correspondendo a aproximadamente 75% dos
casos de cancer na infancia. Além das etapas fundamentais do plano de tratamento da LLA:
radioterapia, quimioterapia, e o transplante de medula éssea, o CRISPR/Cas9 (Repeti¢des
Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas) é uma técnica de edicdao
genética fortemente associada a LLA; utilizada para modificar as sequéncias de DNA
precisamente e em locais especificos. A técnica baseia-se na utilizacdo da endonuclease
Cas9, que tem a capacidade de clivar o DNA precisamente a partir de uma sequéncia guia de
RNA que informa ao Cas9 a por¢cao do DNA que ela vai cortar. O presente trabalho é um
estudo do tipo revisdo integrativa que tem por objetivo avaliar o estado da arte da utilizacao
do CRISPR/Cas9 no tratamento da LLA.

Palavras-chaves: Leucemia Linfocitica Aguda, CRISPR/Cas9, Cancer
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Abstract

Leukemia, a malignant hematopoietic neoplasm, is a significant cause of persistent
leukocytosis, being classified, based on the cells involved, into myeloid and lymphoid. It is
associated with neoplastic proliferation of a specific cell type, and the cause of this disorder is
not fully understood. Acute Lymphocytic Leukemia (ALL) is the most frequent neoplasm in
childhood, accounting for approximately 75% of childhood cancer cases. In addition to the
fundamental steps of the ALL treatment plan: radiotherapy, chemotherapy, and bone marrow
transplantation, CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) is a
genetic editing technique strongly associated with ALL; used to modify DNA sequences
precisely and at specific locations. The technique is based on the use of endonuclease Cas9,
which has the ability to precisely cleave DNA from an RNA guide sequence that tells Cas9 which
portion of the DNA it will cut. The present work is an integrative review type study that aims to

assess the state of the art in the use of CRISPR/Cas9 in the treatment of ALL.

Keywords: Acute Lymphocytic Leukemia, CRISPR/Cas9, Cancer

Introdugdo

A leucemia é caracterizada pela proliferacao
desordenada de células precursoras (células
sanguineas) e especificas (blastos). E
classificada em 2 tipos, de acordo com o tipo
celular envolvido: mieloide e linfoide e ainda
é subclassificada de acordo com seu grau de
gravidade: aguda e crOnica. A Leucemia
Linfocitica Aguda (LLA), é o tipo que afeta as
células linfoides que sdo responsaveis pela
defesa do organismo (por exemplo, os
linfonodos), ja a Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) é o tipo que acomete as células
mieloides que ddo origem as células do
sangue (leucdcitos, plaquetas e hemacias)?.

A translocacio BCR/ABL, envolvendo os
cromossomos 22 e 9, respectivamente é
encontrada em 25% das células blasticas de
LLA, o que denota um forte componente
genético envolvido na fisiopatologia da
doencal.

Em paises desenvolvidos, a sobrevida de
pessoas acometidas pela LLA estd em torno
de 80%, ao passo que no Brasil, a sobrevida

estd em torno de 64%. A deteccdo precoce
na atencdo basica e o diagndstico precoce na
atencdo hospitalar sdo imprescindiveis para
0 sucesso do tratamento e o aumento da
sobrevida dos pacientes?.

A populagdo infantil é a mais atingida e
diagnosticada com LLA, e o risco da doenca é
60% maior em criangas até 5 anos
comparado com faixas etdrias maiores. A
maioria dos casos ocorre em criangas, porém
a maioria das mortes pela doenga se da em
adultos. Isso ocorre devido as diferencas
fisiolégicas nas faixas etarias; em criangas,
por exemplo, o corpo reage melhor a
tratamentos agressivos>.

As etapas fundamentais de um plano de
tratamento da LLA s3o a irradiagdo craniana
e a quimioterapia intratecal. O transplante
de medula éssea que é uma possibilidade
para grupos especificos, podendo evoluir
para a remissdo ou até mesmo a cura.
Anticorpos mononucleares com afinidade
efetiva para o antigeno CD52 também sao
utilizados em protocolos terapéuticos, uma



vez que esse antigeno é expresso em 70%
das células de LLA.

O CRISPR/Cas9 (Repeti¢cdes Palindrémicas
Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas) é uma técnica de edicdo
genética, utilizada para modificar as
sequéncias de DNA em locais especificos. A
técnica  baseia-se na  utilizacdo da
endonuclease Cas9, que tem a capacidade de
clivar o DNA precisamente, a partir de uma
sequéncia- guia de RNA que informa ao Cas9
qual porcdo do DNA no genoma ela vai
cortar?.

Uma vez que existe um componente
genético fortemente associado a LLA, como a
translocacdo BCR/ABL t (9;22), a proposta do
presente projeto é de avaliar o estado da
arte da utilizagdo do CRISPR/Cas9 como
alternativa nos tratamentos dessa doenca®.

Ainda que as terapias convencionais para a
LLA, baseadas em protocolos que combinam
drogas citotoxicas, associadas ou ndo ao
transplante de medula, apresentem grande
taxa de sucesso no aumento da sobrevida
dos pacientes, a busca de novos protocolos
terapéuticos mais modernos e com menos
efeitos colaterais devem ser sempre
preconizada. Diante do exposto, o presente
trabalho de revisdo se justifica por realizar
um levantamento do potencial de utiliza¢ao
da tecnologia de CRISPR/Cas9 no
tratamento da LLA.

O objetivo dessa revisdo de literatura é
avaliar o estado da arte da utilizagdo da
tecnologia de CRISPR/Cas9 no tratamento
da LLA, utilizando as seguintes perguntas
condutoras: Qual é a atual situacao do uso
da tecnologia de CRISPR/Cas9 no
tratamento de LLA? Quais s3ao as
perspectivas dessa tecnologia ser
incorporada ao conjunto de praticas
terapéuticas dessa doenca?

Métodos
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Foi realizada uma revisdo da literatura nas
plataformas digitais “PUBMED”, “SciELO”,
“Web of Science”, “Science Direct” e
“Scopus” no periodo compreendido entre
2014 e 2021, utilizando os seguintes
descritores: “Acute Lymphocytic Leukemia”,
“Childhood” e “CRISPR/Cas9”

Foram incluidos os artigos originais,
completos que descrevem protocolos
terapéuticos ou a perspectiva do uso do
CRISPR/Cas9 no tratamento da Leucemia
Linfocitica Aguda nos idiomas portugués e
inglés.

Foram excluidos editoriais, teses,
dissertacbes, monografias, resumos de
eventos cientificos, estudos de cunho

reflexivo ou tedrico.
Resultados

Do total de 48 artigos encontrados, 29
foram utilizados para essa revisdo. Os 20
restantes abordavam o CRISPR mas nado
abordavam a LLA. Os estudos mais
frequentes foram publicados na China,
Estados Unidos e Brasil no ano de 2020
(28,5%), e grande parte no idioma inglés: 28
artigos (98%).

Discussao

O sistema CRISPR CAS9 faz parte dos
mecanismos de defesa bacterianos e é
formado por repeticdes palindromicas
curtas, Inter espacadas e regularmente
agrupadas (do inglés, Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats,
CRISPR), e sua proteina associada-9 (do
inglés, CRISPR associated protein-9, Cas9). O
funcionamento do sistema se baseia na
clivagem do DNA viral, pela enzima Cas9
(que é uma endonuclease), direcionada por
uma sequéncia de RNA complementar ao
DNA alvo. A grande diferenca desse
mecanismo de defesa bacteriano para o que
se vale de enzimas de restricdo, é que as



enzimas de restricdo clivam o DNA
exclusivamente em sitios pré determinados,
j& o sistema CRISPR/Cas9 oferece a
possibilidade de reconhecimento de
gualquer sequéncia, desde que ela esteja
inserida  no cluster de sequencias
repetitivas. A compreensdo do mecanismo
de funcionamento do sistema CRISPR/Cas9
em bactérias foi publicado por J.A. Doudna e
E. Charpentier (2012) e o rapido
entendimento de que essa regido do
genoma bacteriano poderia revolucionar
praticamente todas as areas da biologia, a
partir da edicdo controlada do genoma as
levou a serem laureadas com o Prémio
Nobel de Quimica em 2020
(https://www.nobelprize.org/
prizes/chemistry/2020/press-release/). Em
uma extensa revisdo, Song et al., (2019),
elencam os principais vetores fisicos, virais e
ndo virais utilizados para transformar células
eucaridticas com o sistema CRISPR/Cas,
além de discutirem a utilizacdo desse
método para a terapia génica de canceres e
outras imunoterapias. Os autores
apresentam outras proteinas do sistema Cas
(Casl2a e Casl3a) como alternativas ao
Cas9 por apresentarem mecanismos de agao
ligeiramente distintos (forma de clivagem do
DNA alvo, por exemplo) e que podem ser
utilizados em situagdes especificas na
terapia de diferentes tipos de canceres. Um
ponto critico destacado pelos autores é a
selecdo dos genes-alvo; nesse sentido, ele
destaca os oncogenes, genes envolvidos na
morte celular programada, genes
epigenéticos, genes relacionados a resposta
imune, oncogenes virais, genes associados
ao microambiente tumoral, entre outros®.

Em um experimento in vitro e com modelos
animais para a Leucemia Mieldide Cronica;
Liu et al.,, (2018) utilizaram nanoparticulas
para carrear o sistema CRISPR/Cas9 capaz de
identificar o gene fundido BCR/ABL,
intimamente envolvido com a patogenia da
doenca. Nos modelos utilizados, os
estudiosos desenvolveram trés gRNAs (RNAS
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guia) visando uma regido de fusdo do gene
BCR/ABL, o mesmo foi reconhecido e
interrompido havendo assim uma eficiéncia
de nocaute do gene satisfatoria (54,5%),
sugerindo que essa estratégia de terapia é
bastante promissora para o futuro do
tratamento dessa doenca’.

Um relato de caso de 2019 apresenta a
utilizacao de células progenitoras
hematopoiéticas (HSPCs) com uma alteracdo
no gene CCR5 por meio de CRISPR/Cas9
numa transfusdo para um paciente de LLA
portador do HIV. O gene CCR5 é um dos co-
receptores necessarios para a entrada do HIV
na célula. Os resultados indicaram a esperada
remissdo da LLA apods a transfusdo e, apesar
dos resultados nao terem sido suficientes
para indicar a cura do paciente em relagdo a
infeccdo viral, o transplante com células
modificadas nesse caso, abre uma
perspectiva para o tratamento da infecgao
por HIV associada a LLA.2.

Uma mutagdo que troca um acido glutamico
(E) por uma lisina (K) na posicdo 1099
(E1099K) do gene NSD2 (uma histona
metiltransferase especifica para a metilagao
da lisina 36 da histona 3 (H3K36)), tem sido
observada em pacientes com LLA infantil e
estd fortemente associada a recidiva da
doenca®.

Swaroop et al., (2019) realizaram estudos in
vitro com linhagens celulares mutantes
alteradas por meio de CRISPR/Cas9 e
observaram que essa mutagdo especifica
provoca diminuicdao do apoptose e aumento
da proliferacdo além de outros fatores de
desequilibrio do ciclo celular. Os autores
elencam o gene NSD2 como forte candidato
para estudos futuros visando novas terapias
para LLA baseadas em edicdo génica®.
Montafios et al., (2018) elencaram os
principais trabalhos que foram realizados
associando CRISPR/Cas9 com mutagles
dirigidas em genes de fatores de
transcricdo!11.12, genes alvo para
terapia'3141516  receptores de antigenos



quiméricost/1819.2021 = expressio de genes

fundidos22232425 o genes envolvidos na
patogenia da doenga:26:27:28,

O CRISPR/Cas9 enfrenta um desafio muito
forte que é a clivagem de DNA fora do alvo
desejado, estudiosos das universidades de
Stanford e lowa retrataram que diante de um
teste conseguiram corrigir um gene
responsdvel pela cegueira em ratos, porém,
vieram mutag¢Oes acidentais em nucleotideos
Unicos e exclusdes ou insercdes de maior
porte, envolvendo trechos com mais de uma
letra®.

Conclusdo

A tecnologia de CRISPR/Cas9 apresenta um
vastissimo potencial para todas as areas da
biologia, desde a agricultura até a terapia de
diversas doencas, indo do desenvolvimento
de vacinas e farmacos até a edicdo génica
do préprio paciente. Os principais entraves a
ampla utilizacdo dessa tecnologia em larga
escala residem no desenvolvimento de
vetores eficazes, na diminuicdo dos riscos
associados a clivagem de regides fora do
alvo, aspectos éticos relacionados a
manipulacdo genética humana e a
identificagdo precisa dos genes alvo.
Entretanto, o método se encontra em
discussao na comunidade cientifica.

Estudos e experimentos realizados na China,
adotam o CRISPR/Cas9 como ferramenta de
edicdo génica tanto in vitro como in vivo,
para diminuir com eficiéncia os efeitos
oncogénicos das células leucémicas. Mesmo
os resultados ndao sendo 100%, levantou a
possibilidade de que interrompendo a
expressao de BCR/ABL a sua
tumorigenicidade sera revertida.

O uso do CRISPR/Cas9 como ferramenta
auxiliar na terapia da LLA ainda se encontra
em fase experimental, porém, os resultados
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in vitro que aparecem até entdo indica que
num breve espaco de tempo estara
disponivel para uso em larga escala, como
uma alternativa de baixo custo relativo, alta
eficiéncia e reduzidos efeitos colaterais.
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5 CONCLUSAO

A tecnologia de CRISPR/Cas9 apresenta um vastissimo potencial para todas as areas
da biologia, desde a agricultura até a terapia de diversas doencgas, indo do desenvolvimento
de vacinas e farmacos até a edicdo génica do proprio paciente. Os principais entraves a
ampla utilizagdo dessa tecnologia em larga escala residem no desenvolvimento de vetores
eficazes, na diminuicdo dos riscos associados a clivagem de regides fora do alvo, aspectos
éticos relacionados a manipulacdo genética humana e a identificacdo precisa dos genes alvo.

Entretanto, o método se encontra em discussdo na comunidade cientifica.

Estudos e experimentos realizados na China, adotam o CRISPR/Cas9 como
ferramenta de edicdo génica tanto in vitro como in vivo, para diminuir com eficiéncia 0s
efeitos oncogénicos das células leucémicas. Mesmo os resultados ndo sendo 100%, levantou
a possibilidade de que interrompendo a expressdo de BCR/ABL a sua tumorigenicidade sera

revertida.

O uso do CRISPR/Cas9 como ferramenta auxiliar na terapia da LLA ainda se
encontra em fase experimental, porém, os resultados in vitro que aparecem até entdo indica
que num breve espago de tempo estara disponivel para uso em larga escala, como uma

alternativa de baixo custo relativo, alta eficiéncia e reduzidos efeitos colaterais.
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