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RESUMO

Introducédo: O cancer de colo de utero é uma das neoplasias mais prevalentes e
mortais no mundo. Diante da dificuldade no tratamento da doenca com as terapias
tradicionais, torna-se imperativa a busca por novas alternativas que apresentem alta
eficacia e baixa toxicidade. A terapia génica oncolégica € um caminho promissor
devido aos avancos dos estudos neste campo e as boas experiéncias com as mais
modernas ferramentas de edi¢cdo génica, como o CRISPR-Cas9. Objetivo: Verificar,
a partir da literatura cientifica, como a tecnologia CRISPR-Cas9 contribui para o
desenvolvimento de tratamentos contra o cancer de colo uterino suprimindo as
proteinas virais E6 e E7. Metodologia: O presente estudo é uma revisao sistematica,
sem meta analise, que tomou como referéncia o protocolo PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews), em que utilizou-se as bases de dados
PubMed/MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrievel System Online), Lilacs
(Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), EMBASE (Excerpta
Medica Database) e a biblioteca eletrénica SciELO (Scientific Eletronic Library Online),
com a seguinte estratégia de busca: (‘crispr’/exp OR crispr) AND (‘cervical cancer’/exp
OR ‘cervical cancer’) AND (‘treatment’/exp OR treatment). As variaveis do estudo sao
CRISPR; CRISPR-Cas9; Gene editing; Cervical Cancer; Treatment; Therapy; Human
Papilloma Virus; in vivo; E6/E7 protein. Foram aceitos artigos publicados entre 2014 e
2023 sobre experimentos in vivo. Os dados foram apresentados de forma descritiva,
utilizando-se de tabelas e quadros. Resultados: Apds aplicacdo dos descritores nas
bases de pesquisas, foram encontrados 219 artigos dos quais 13 estavam elegiveis
apos utilizar os critérios de inclusdo estabelecidos para compor esta revisdo. Todos
0s estudos in vivo analisados apresentaram desfechos positivos para o uso de
terapias associadas ao CRISPR-Cas para a supresséao de E6 e E7. Alguns dos efeitos
terapéuticos encontrados foram a diminuicdo do crescimento tumoral, preservacao e
estimulacdo do sistema imune, baixa toxicidade para figado, baco, coracéo, rins e
pulmdes, e inibicdo da implantacdo de sitios metastaticos apds a administracdo de
guimioterapicos em consonancia com tratamento mediado por CRISPR-Cas9.
Concluséao: A revisao sistematica verificou que o uso de CRISPR-Cas9 apresenta um
grande potencial futuro para mediar o tratamento de neoplasias cervicais por
apresentar expressividade na supressdo de oncogenes, tamanho tumoral, baixa
toxicidade e diminuicdo da incidéncia de metastases em camundongos. Contudo, as
pesquisas ainda estao centralizadas em um polo do mundo com baixa variagao étnica,
além de apresentar-se apenas disponiveis com animais, ndo sendo testada ainda em
humanos. Necessita, portanto, aumentar o nimero de estudos para viabilizar a
insercéo desta terapia como auxiliar no arsenal terapéutico anti-cancer de colo uterino.

Palavras-chave: Cervical cancer. CRISPR. Gene editing. Human papillomavirus.
E6/E7 protein. Treatment.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is one of the most prevalent and deadly neoplasms in
the world. Given the difficulty in treating the disease with traditional therapies, it is
imperative to search for new alternatives that present high efficacy and low toxicity.
Oncological gene therapy is a promising path due to advances in studies in this field
and good experiences with the most modern gene editing tools, such as CRISPR-
Cas9. Objective: Verify, based on scientific literature, how CRISPR-Cas9 technology
contributes to the development of treatments against cervical cancer by suppressing
the viral proteins E6 and E7. Methodology: The present study is a systematic review,
without meta-analysis, which took as a reference the PRISMA protocol (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews), in which PubMed/MEDLINE (Medical
Literature Analysis and Retrievel System Online), Lilacs (Literatura Latino-Americana
e do Caribe em Ciéncias da Saude), EMBASE (Excerpta Medica Database) and the
electronic library SciELO (Scientific Electronic Library Online) databases were used,
with the following search strategy: (‘crispr'/exp OR crispr) AND (‘cervical cancer'/exp
OR 'cervical cancer’) AND (‘treatment/exp OR treatment). The study variables are
CRISPR; CRISPR-Cas9; Gene editing; Cervical Cancer; Treatment; Therapy; Human
Papilloma Virus; in vivo; E6/E7 protein. Articles published between 2014 and 2023
about in vivo experiments were accepted. The data were presented in a descriptive
way, using tables and charts. Results: After applying the descriptors in the search
databases, 219 articles were found, 13 of which were eligible after using the inclusion
criteria established to compose this review. All in vivo studies analyzed showed
positive outcomes for the use of therapies associated with CRISPR-Cas for the
suppression of E6 and E7. Some of the therapeutic effects found were the reduction
of tumor growth, preservation and stimulation of the immune system, low toxicity to the
liver, spleen, heart, kidneys and lungs, and inhibition of the implantation of metastatic
sites after the administration of chemotherapy drugs in line with treatment mediated by
CRISPR-Cas9. Conclusion: This systematic review understood that the use of
CRISPR-Cas9 has great future potential to mediate the treatment of cervical
neoplasms due to its significant suppression of oncogenes, tumor size, low toxicity and
reduced incidence of metastases in mice. However, research is still centered in a part
of the world with low ethnic variation, in addition to being only available with animals
and not yet being tested on humans. Therefore, it is necessary to increase the number
of studies to enable the inclusion of this therapy as an aid in the anti-cervical cancer
therapeutic arsenal.

Key-words: Cervical cancer. CRISPR. Gene editing. Human papillomavirus. E6/E7
protein. Treatment.



SUMARIO

1. INTRODUGAO

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

2.2 Especificos

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O cancer de colo de utero

3.2 O CRISPR

3.3 Aplicacao do CRISPR na busca por novos tratamentos para o cancer
4. METODOLOGIA

4.1 Desenho de estudo

4.2 Critérios de elegibilidade

4.3 Fontes de informacgao

4.4 Estratégia de pesquisa

4.5 Processo de coleta de dados

4.6 Variaveis

4.7 Risco de viés

4.8 Sintese de dados

5. RESULTADOS

5.1 Identificagao e selegao dos artigos
5.2 Caracterizagao dos artigos

5.3 Avaliacao do risco de viés

5.4 Principais achados

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSAO

REFERENCIAS

APENDICE A - Quadro 3

APENDICE B - Quadro 3 (continuagio)



1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, o cancer € uma das principais
causas de morte em todo o mundo, sendo responsavel por quase 10 milhdes de
mortes em 2020. Dentre os tipos de cancer, o mais comum em 23 paises é o cancer
de colo de Utero.! No Brasil, esta neoplasia maligna é o terceiro tipo de cancer mais
incidente em mulheres, excluidos os tumores de pele ndo melanoma.? No quesito
mortalidade, pelos dados do Atlas de Mortalidade do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), em 2020, a taxa ajustada para o Brasil (5 6bitos/100 mil mulheres) ficou
levemente acima da taxa ajustada mundial (4,6 6bitos/100 mil mulheres).® Diante de
tais dados, fica clara a dimensédo do problema que o cancer de colo de Utero

representa para a saude das mulheres.

Apesar do conhecimento ja existente sobre os fatores de risco e fisiopatologia da
doenca, o controle e tratamento do cancer cervical ainda € um desafio. Isto porque
muitos casos sao diagnosticados quando a lesdo precursora ja se encontra em estado
avancado. Quando a neoplasia estad em alto grau de invaséo epitelial, o tratamento
torna-se mais complexo, pois aumenta a possibilidade de metastase. A histerectomia

total, cirurgia em que todo o Utero é retirado, costuma ser a principal op¢cdo para

garantir maior sobrevida para a paciente.>*

O CRISPR significa Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(Repeticbes palindrébmicas curtas agrupadas regularmente inter espacadas) e foi
identificado ap6s as pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna
estudarem o sistema imune de bactérias Streptococcus. Sua descoberta foi um
grande marco da ciéncia, uma vez que o CRISPR-Cas9 é uma “tesoura génica” capaz
de cortar e alterar sequéncias do DNA, usada pelas bactérias como protecéo contra
virus. Gragas a esta ferramenta, € possivel fazer edi¢des programadas no genoma de
guase todos os tipos de células. Por sua importancia, a revelacdo do CRISPR rendeu
as pesquisadoras um prémio Nobel de Quimica em 2020.°

A tecnologia CRISPR-Cas9 é utilizada por pesquisadores para elucidar a funcéo de
diferentes genes e sua relevancia na historia natural das doencas. Um exemplo € a
criacdo de plantas geneticamente modificadas para resistir a seca em locais aridos.>

Em medicina, o CRISPR tem um papel importante no estudo do genoma humano,



atuando na terapia génica e dos tratamentos oncologicos. Em laboratérios, a
ferramenta € utilizada na criacdo de modelos que simulam as células lesadas,
possibilitando a busca por novas drogas e terapias capazes de causar a remissao do
cancer, além de contribuir para o desenvolvimento de imunoterapias mais eficientes e

menos citotdxicas.6-8

Em raz&o do potencial apresentado pelo CRISPR-cas9 para o desenvolvimento de
novos tratamentos para o cancer, é Gtil ampliar sua aplicacdo para o estudo de
terapias contra o cancer cervical. Como muitas pacientes recebem o diagndéstico em
estagios avancados da doenca, os tratamentos classicos por cirurgia, quimioterapia
e/ou radioterapia apresentam constantemente baixa eficacia.! Dessa forma, o
desenvolvimento de uma nova terapia carrega o potencial de melhorar a qualidade de

vida e a sobrevida das mulheres do Brasil e do mundo.

Diante o0 exposto, observando as possibilidades do uso da técnica CRISPR no
desenvolvimento de novos tratamentos para o cancer de colo de Gtero e considerando
a limitada producéo cientifica na area da terapia génica oncolégica, se mostra
necessario avaliar as informacoes disponiveis na literatura cientifica atual e verificar
se os resultados apontam para a viabilidade de uma intervencéo por terapia génica
gue seja mais custo efetiva e com maior probabilidade de remisséo da doenca para

0s pacientes oncoldgicos.



2 OBJETIVOS

2.1. Geral

Verificar como a tecnologia CRISPR-Cas9 contribui para o desenvolvimento de

tratamentos contra o cancer de colo uterino a partir da literatura cientifica.

2.2 Especificos

¢ Identificar as aplicagdes da técnica CRISPR nas pesquisas medicas de tratamento
contra o cancer de colo de Utero e sua relagcdo com as proteinas virais E6/E7;

e Averiguar os resultados dos estudos com CRISPR-Cas9 na elaboragdo dos
tratamentos;

e Verificar os principais os tratamentos disponiveis para o cancer de colo de Utero;

e Descrever as barreiras encontradas na utilizagéo terapéutica da técnica CRISPR

em humanos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O cancer de colo de utero

O cancer de colo uterino € o terceiro tumor maligno mais comum no Brasil e nos
Estados Unidos.!* Pelos dados da OMS, o cancer de colo uterino é mais prevalente
em mulheres de paises pobres ou em desenvolvimento, como os da Africa, América
do Sul e Central. Para o Brasil, a letalidade da doenca apresenta indices diferentes
entre as regides.® Sabe-se que um importante fator para o melhor prognéstico da
doenca é a detecgdo precoce por meio do exame preventivo.* Logo, infere-se que as
diferentes taxas de letalidade por regido do mundo, incluindo do Brasil, representam
a discrepancia entre os acessos a saude entre as localidades. Além disso, apontam
na direcdo da necessidade do desenvolvimento de tratamentos eficazes para tumores
avancados, haja visto o alto intervalo de tempo que existe entre 0 desenvolvimento

inicial do processo tumoral e o diagndstico.

Primeiramente, € preciso entender a regido anatébmica do colo do utero. Com
aproximadamente 2,5 cm de comprimento, o colo uterino constitui o terco inferior do
atero. De formato cilindrico, o colo pode ser dividido em duas por¢des: a supravaginal
e a vaginal. A porcao supravaginal é, anteriormente, separada da bexiga urinaria e,
posteriormente, separada do reto. As relagbes anatbmicas entre essas regides sao
importantes porque séo locais com alta adesao de implantacdo metastatica devido a
contiguidade. No centro da porcéo vaginal se situa o 6stio do Gtero.® E nesta area que
se localiza a juncdo escamocolunar (JEC), o ponto onde o epitélio escamoso da
ectocérvice se encontra com o epitélio colunar da endocérvice, principal alvo da

infeccéo pelo papilomavirus humano (HPV).10

A infeccdo pelo HPV constitui a principal causa de cancer de colo uterino. O HPV é
um virus DNA pequeno, ndo envelopado, com filamento duplo e protegido por
capsideo.* Com base nas sequéncias de DNA, os HPVs séo classificados em tipos e
agrupados de acordo com seu risco oncogénico. Ha aproximadamente 15 tipos de
HPV de alto risco identificados, mas apenas dois deles, os tipos HPV-16 e HPV-17,
sao responsaveis por até 70% dos casos de cancer cervical. As cepas de alto risco
oncogénico aumentam a probabilidade de carcinoma em células escamosas de outros

orgaos além do utero, como pénis, vagina, vulva, anus, tonsilas palatinas e outros



pontos da orofaringe. Por sua vez, os HPVs de baixo risco costumam cursar com
verrugas genitais e perianais conhecidas como condilomas.!® A principal via de
transmissdo do HPV é a sexual, seja por contato genitogenital ou genito-oral, e,
portanto, uma das mais efetivas formas de prevencdo € o uso de preservativos nas

relacoes.*10

As infecgcbes por HPV sdo extremamente comuns e a maioria dos individuos
sexualmente ativos séo infectados no inicio da atividade sexual. No entanto, a maioria
dos casos de infeccédo por HPV é transitéria e assintomatica, sem provocar alteracées
teciduais e sendo eliminada pela resposta imunoldgica dos hospedeiros no intervalo
de alguns meses. Os HPVs de alto risco sdo aqueles com maior probabilidade de
estabelecer uma infeccdo persistente, sobretudo em individuos imunossuprimidos,

gue sdo suscetiveis a evoluir com o papilomavirus por mais tempo no organismo.*10

O HPV tem uma predilecdo por infectar células escamosas metaplasicas imaturas
encontradas na jungédo escamocolunar, abundantemente encontradas no colo uterino.
Uma vez infectada, as células sofrem a acéo das proteinas virais E6 e E7 cuja funcao
€ interferir na atividade das proteinas supressoras de tumores. A proteina viral E6 age
ligando-se a proteina supressora de tumores p53 e promovendo sua degradacao pelo
proteassomo, além de aumentar a expressao de telomerase para induzir uma
imortalizacao celular. Em consonancia, a proteina E7 liga-se a forma ativa da proteina
de supressdo tumoral RB, induzindo sua degradacdo por via do proteassomo, e
também inibe as proteinas p21 e p27, que possuem importante funcédo na regulacdo
do ciclo celular.#1° O resultado da soma destes efeitos € o aumento da taxa de

proliferacéo celular e consequente risco de desenvolvimento de neoplasia.

Uma vez que as condi¢des para a instalacéo e progressao das lesbes por HPV estéao
estabelecidas, € possivel observar e avaliar sua evolucdo ao longo do tempo. Para
tal, foram criados sistemas de classificacdo para lesbes precursoras cervicais
escamosas, sendo os mais conhecidos o da Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) e
o da Leséo Intraepitelial Escamosa (SIL). O SIL € o sistema mais recente e utilizado
por ser adaptado as possibilidades de conduta para a paciente, que sdo observacao
ou tratamento cirargico. Dessa forma, o SIL classifica as lesdes em dois niveis: lesdo
intraepitelial escamosa de baixo grau ou lesdo intraepitelial escamosa de alto grau.®

O esfregaco de Papanicolau € um importante método de rastreamento que permite a
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avaliacao e classificacao histologica do tecido cervical. Portanto, o Papanicolau teve

relevancia na reducéo da incidéncia e mortalidade do cancer de colo uterino.!

O céancer de colo de Utero possui trés categorias por subtipo histolégico reconhecidas
pela OMS: o carcinoma de células escamosas (70% a 80%), o adenocarcinoma (15%
a 20%) e, os mais raros, adenoescamoso, neuroenddcrino e o indiferenciado. Para o
estadiamento dos carcinomas, a classificacdo TNM e da Féderation Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) sdo as mais utilizadas. Essas classificacdes
avaliam o tamanho tumoral, envolvimento da vagina ou paramétrio, extensao para
bexiga ou reto e presenca de metastases a distancia. Exames de imagem séo Uteis
para descri¢cdes acuradas da morfologia das lesdes neoplasicas, entre elas pode-se
citar a tomografia computadorizada, a ressonancia magnética e a tomografia por

emissao de pésitron (PET).11.12

Para os casos de estadiamento baixo, em que o carcinoma in situ tem menos de
0,7mm de comprimento e ndo h& invasdo do espaco linfatico-vascular (LSVI), uma
conizacao ou traquelectomia simples pode ser indicado para a paciente que deseja
manter a fertilidade. Para as mulheres que ndo desejam manter a fertilidade, é
aconselhado fazer a histerectomia simples, cirurgia de remoc¢éo do utero e colo do
Utero, preservando as estruturas vizinhas. Para pacientes com FIGO em estagios mais
avancados e que ndo desejem manter a fertilidade, o padrdo é fazer a histerectomia
radical com dissec¢cdo das cadeias de linfonodos bilaterais. Alguns estudos estédo
comprovando as vantagens da quimioterapia neoadjuvante para diminuir o tamanho
do tumor antes da cirurgia, mas ainda ha um percentual de pacientes que séo
impossibilitadas de fazer o procedimento devido a citotoxicidade ou falha terapéutica.
No entanto, a quimiorradioterapia em tumores localmente avancados € o tratamento
padrdo ha praticamente duas décadas.!'! No caso dos pacientes com doenca
metastatica, o progndstico costuma ser ruim e a terapia preconizada € a quimioterapia
paliativa com cisplatina para aliviar sintomas e melhorar a qualidade de vida. Este
tratamento, entretanto, apresenta uma baixa taxa de resposta e curta sobrevida livre

de progresséao.tt?
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3.2 O CRISPR

O inicio da identificacdo da ferramenta génica CRISPR se deu em 1987, quando
pesquisadores perceberam a presenca de repeticbes de 29 nucleotideos ndo
relacionados em bactérias Escherichia coli, interrompidas por sequéncias de

nucleotideos sem repeticdo (spacers).t3

Com o passar dos anos, outros estudos identificaram as mesmas repeticbes em
diferentes bactérias. Em 2012, a técnica de CRISPR-Cas9 foi utilizada pela primeira
vez com o objetivo de editar o genoma humano apés modificarem um pequeno RNA

guia (sgRNA) para programar a especificidade do CRISPR13.13

Diferente das técnicas predecessoras, como a Zinc-Finger Nucleases (ZFN) e a
Trasncription Activator-like Effector Nucleases (TALEN), a CRISPR-Cas9 é mais
flexivel e eficiente por causa do seu emparelhamento de bases simples e preciso entre
sgRNA e DNA alvo.'® Nas bactérias, o CRISPR funciona como defesa contra virus ao
identificar o DNA viral e clivar o DNA exégeno do enddgeno bacteriano. Por isso, as
pesquisas na area da terapia génica buscam utilizar o CRISPR para atacar l6cus
génicos especificos de doencas ou condi¢des debilitantes. Uma forma encontrada é
a de induzir a perda de funcdo de um gene ao fazer a proteina Cas9 introduzir double-
stranded breaks (DSB) no DNA para induzir mutacées por meio do reparo de DNA
com base em conexdes terminais ndo homologas (NHEJ). No entanto, esta técnica
ndo é aplicavel a todos os cenarios.'* Assim, é fundamental que estudos com a
ferramenta CRISPR-Cas9 identifiquem as limitacbes da aplicabilidade de seus

resultados.

3.3 Aplicacao do CRISPR na busca por novos tratamentos para o cancer

O CRISPR-Cas9 esta sendo muito utilizado em pesquisas para tratamento do cancer
por esta ser uma doenca multifatorial e complexa de base genomica.”8141516 Em
laboratoério, os sistemas CRISPR sdo capazes de produzir modelos de células
cancerigenas, providenciando um meio para identificar e testar determinantes
genéticos da doenca e alvos terapéuticos. Também esta sendo bastante utilizado no
campo da imunoterapia, ao aumentar a poténcia do tratamento enquanto diminui a

toxicidade e os custos de manufatura. E possivel desenvolver testes diagndsticos
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usando o CRISPR para detectar numeros discretos de células cancerigenas ou com
mutacdes raras em amostras clinicas, ou até terapias que introduzem o CRISPR-Cas9

em tumores para inibir o crescimento.’

Para o caso do cancer de colo de utero, € muito interessante a possibilidade de
combater a infeccdo por virus carcinogénico com o CRISPR-Cas9. Devido a sua
origem como sistema de defesa contra virus em bactérias, € imaginavel o uso da
ferramenta no combate ao HPV, virus da hepatite B, hepatite C e Epstein Barr para
prevenir o desenvolvimento de neoplasias. Utilizando o Cas9 associado ao sgRNA
especifico do genoma viral, 0s oncogenes virais podem ser editados diretamente e/ou
eliminados, bem como os genes necessarios para a manutengao e replicacao viral. O
resultado esperado com esse processo é a supressao da expressao do oncogene viral

e inducdo das células cancerigenas a apoptose.'#16

Diante do exposto, ao considerar as potenciais aplicacdes da técnica CRISPR no
desenvolvimento de novos tratamentos para o cancer de colo de Utero e diante da
escassez de pesquisa cientifica na area da terapia génica oncologica, torna-se
imperativo analisar as informacdes atualmente disponiveis nos bancos de dados. Tal
analise visa verificar se os resultados indicam a viabilidade de uma intervencéo por
terapia génica que seja mais eficiente em termos de custos e apresente uma

probabilidade superior de induzir remissao da doenca em pacientes oncologicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho de estudo

Trata-se de uma revisdo sistematica da literatura sem meta-anélise que utilizou o
protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews) como

referéncia na elaboragéo.’18

4.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo para os artigos séo o tipo de estudo (serdo aceitos ensaios in
Vvivo), periodo de publicacdo entre 2014 e 2023, e idioma original inglés, portugués ou
espanhol. Os critérios de exclusdo sdo estudos com desenho do tipo revisao (revisdo
sistematica, revisdo narrativa entre outros) e artigos que nao atenderem a no minimo

60% dos critérios preconizados pelas ferramentas utilizadas para o risco de viés.

4.3 Fontes de informacao

Os dados analisados neste trabalho séo secundarios. As bases de pesquisa utilizadas
para o desenvolvimento deste projeto foram o PubMed/MEDLINE (Medical Literature
Analysis and Retrievel System Online), Lilacs (Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude), EMBASE (Excerpta Medica Database) e a biblioteca

eletronica SciELO (Scientific Eletronic Library Online).

4.4 Estratégia de pesquisa

A estratégia de pesquisa utilizada foi a PICO (Populagéo; Intervencéo; Controle;
Outcome), sendo: P — Pacientes com cancer de colo de utero; | — Tratamentos
desenvolvidos com a tecnologia CRISPR; C — nédo se aplica; O — Remissao do cancer
ou melhora na sobrevida. A pergunta respondida com o estudo foi “como a tecnologia
CRISPR contribui para o desenvolvimento de tratamentos contra o cancer de colo
uterino”. No campo de busca das bases de pesquisa, a ordem de descritores colocada

para encontrar os artigos foi (‘crispr’/exp OR crispr) AND (‘cervical cancer’/exp OR
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‘cervical cancer’) AND (‘treatment’/exp OR treatment). Artigos presentes em “artigos

relacionados” na base de dados PubMed também foram considerados para a inclusao.

4.5 Processo de coleta de dados

Os dados foram coletados por dois revisores, que aplicaram a estratégia de busca nas
diferentes bases de dados e excluiram os artigos repetidos encontrados ou os que
ndo atenderam os critérios de inclusdo. Posteriormente, os artigos selecionados

durante a pesquisa foram confrontados.

4.6 Variaveis

As variaveis do estudo foram CRISPR; CRISPR-Cas9; Gene editing; Cervical Cancer;
Treatment; Therapy; Human Papilloma Virus; in vivo; E6/E7 protein. Entre as variaveis

de desfecho, serdo analisadas remissao do cancer e morte.

4.7 Risco de viés

A analise do risco de viés metodoldgico foi feita por meio da ferramenta e escala
MICRO (Microbiology Investigation Criteria for Reporting Objectively).'®

4.8 Sintese de dados

Os dados foram apresentados de forma descritiva, utilizando-se tabelas e quadros. A
guantidade de artigos selecionada néo permitiu a apresentacédo dos resultados em

forma de nameros absolutos, percentuais e média (desvio padréo).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo e selecdo dos estudos

Apés a aplicacdo da estratégia de busca com os descritores estabelecidos na
metodologia durante os anos de 2023 e 2024, bem como o rastreio dos artigos
publicados em inglés, portugués ou espanhol, foram identificados 219 artigos. Apos
aplicacéo dos critérios de inclusdo e avaliagdo do risco de viés metodoldgico, a
amostra desta revisdo sistemética foi composta por 12 artigos. Vide etapas
percorridas para elegibilidade na Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma do processo de sele¢do dos estudos elegiveis.

Identificagdo de estudos via bancos de dados e cadastros
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5.2 Caracterizacao dos artigos

Como exposto no Quadro 1, 10 (dez) dos artigos selecionados foram publicados nos
ultimos cinco anos. E relevante também destacar que onze dos doze artigos foram

produzidos na China. Os outros dois artigos sao provenientes do Japao e da Australia.

Quadro 1 — Caracterizacédo dos artigos selecionados para a construcdo da revisao.
Salvador, BA, 2023.

Base de Avaliagéo
Local Autores/Ano Titulo risco viés
dados (%)
PUBMED | Japao Yoshiba (2019)? | CRISPR/Cas9-mediated cervical cancer 87,5

treatment targeting human
papillomavirus E6
PUBMED China Zhen (2019)%2 Synergistic antitumor effect on cervical 87,5
cancer by rational combination of PD1
blockade and CRISPR-Cas9-mediated
HPV knockout
PUBMED China Ling (2023)% Gene Targeting of HPV18 E6 and E7 100
Synchronously by Nonviral Transfection
of CRISPR/Cas9 System in Cervical
Cancer
PUBMED China Gao (2019)% Hyperbranched poly (B-amino ester) 100
based polyplex nanopaticles for delivery
of CRISPR/Cas9 system and treatment
of HPV infection associated cervical
cancer
PUBMED China Li (2021)% CRISPR/Cas9 nanoeditor of double 100
knockout large fragments of E6 and E7
oncogenes for reversing drugs
resistance in cervical cancer
PUBMED China Ling (2020)26 Gene targeting of HPV18 E6 and E7 75
synchronously by non-viral transfection
of CRISPR/Cas9 system in cervical
cancer
PUBMED China Xiong (2021)?7 E7-Targeted nanotherapeutics for key 87,5
HPV afflicted cervical lesions by
employing CRISPR/Cas9 and Poly
(Beta-Amino Ester)
PUBMED China Zhen (2014)%8 In vitro and in vivo growth suppression of 87,5
human papillomavirus 16-positive
cervical cancer cells by CRISPR/Cas9
PUBMED China Zhu (2018)?° Nanoparticles based on Poly (B-Amino 87,5
Ester) and HPV16-Targeting
CRISPR/shRNA as potential drugs for
HPV16-Related cervical malignancy
PUBMED China Gao (2022)3° The application of CRISPR/Cas9 system 100
in cervical carcinogenesis
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PUBMED China Zhen (2016)3! In vitro and in vivo synergistic 87,5
therapeutic effect of cisplatin with human
papillomavirus16 E6/E7 CRISPR/Cas9
on cervical cancer cell line
PUBMED | Australia | Jubair (2021)3% CRISPR/Cas9-loaded stealth liposomes 100
effectively cleared established HPV16-
driven tumors in syngeneic mice

5.3 Avaliacéo do risco de viés

A escala MICRO (Microbiology Investigation Criteria for Reporting Objectively) foi
escolhida por ser a ferramenta mais adequada para analise do risco de viés no
presente trabalho, pois trata-se de uma investigacdo microbiolégica. Todos os artigos
selecionados ficaram acima do limite de 60% preconizado pelos pesquisadores. E

possivel verificar o risco dos estudos no Quadro 3 (Apéndices A e B).

5.4 Principais achados

Como pode ser observado no Quadro 2 abaixo, todos os estudos realizaram
experimentos in vivo e in vitro concomitantemente. Apresentaram resultados positivos
em ambas as modalidades experimentais. Yoshiba?l, Zhen??>28, Ling?®,
protagonizaram estudos com o intuito de suprimir a acdo dos dois oncogenes
principais do HPV, E6 e E7 e concluiram que a supressdo desses dois oncogenes

podem indicar aumento de P53, como consequéncia da supressao desses genes.

Jubair®?, por sua vez, concluiu que a supressdo apenas de E7 pode eliminar tumores
em camundongos saudaveis, haja vista que E7 € um oncogene mais ativo na

permissividade da implantacdo tumoral que E6.

Li?> constatou nas andlises do estudo realizado que na supressdo dos oncogenes ha

uma diminui¢do da resisténcia do tumor as medicac¢fes antineoplasicas.

Outro resultado importante apresentado € a baixa citotoxicidade que autores como
Jubair aponta e que é reiterado por Gao.?*3032 Esses autores estudaram a acdo da
terapia sobre 6rgaos processadores de metabdlitos como o figado e que tem funcao

na homeostase celular sanguinea, como o bago.
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Por fim, Zhen®! conclui que o uso de terapias supressoras de oncogenes é Util na
inibicdo da implantacdo de transplantes metastaticos, inibindo a progressdo da

gravidade da neoplasia.



Quadro 2 - Método, objetivos e principais resultados dos artigos selecionados. Salvador, BA, 2023.

Autores/Ano

Método

Objetivo

Resultados

Yoshiba (2019)"

Estudo in vivo

Desenvolver terapia com o CRISPR-Cas9,
visando bloquear E6

A menor expressao de E6 induziu diminui¢cao de
crescimento tumoral e consequente aumento de p53.

Zhen (2019)22

Estudo in vivo
e in vitro

Bloqueio da via PDL-1 para supressao de
oncogenes E6 e E7

Aumento da populagao de células T CD8+ e CD4+ e
células dendriticas.

Ling (2023)2

Estudo in vivo

Transfecgédo com lipossomas de CRISPR-Cas9
para supressao de E6 e E7

Diminuigédo de atividade tumoral. Aumento da populagéo de
células do sistema imune.

Gao (2019)% Estudo in vivo | Aplicar a ferramenta CRISPR-Cas9 direcionado Diminuicéo da atividade tumoral. Baixa toxicidade
e in vitro ao HPV16 E7 em pacientes clinicos terapéutica. Reconhece limitagdes do meio, como pH
vaginal, e aponta necessidade de estudos
complementares.
Li (2021)%® Estudo in vivo Eliminacao de E6 e E7 através de nanoeditor Diminuiu a tolerancia medicamentosa das células tumorais.

genético

Ling (2020)2¢

Estudo in vivo

Desenhar um sistema com CRISPR-Cas9 capaz
de suprimir expressao de E6 e E7

Induziu a apoptose de células tumorais. Aumento da
expressdo de p53 e p21. Admite possibilidade do uso da
terapia mediada por CRISPR-Cas no futuro.

Xiong (2021)2

Estudo in vivo

Desenvolvimento de nanoparticulas

Reverteu o fenotipo maligno do tumor. Diminui¢cao do

e in vitro recombinantes com a ferramenta CRISPR-Cas crescimento tumoral.
Zhen (2014)%8 Estudo in vivo Supressao de E6 e E7 por nanoedi¢do génica Diminuiu a capacidade de proliferagédo celular. Aumento de
e in vitro para HPV 16 p53 e p21.
Zhu (2018)2° Estudo in vivo | Redugao de E7 através de edigbes baseadas em Reversao de fendtipo maligno tumoral. Baixa toxicidade
e in vitro nanoparticulas para figado e baco.
Gao (2022)30 Estudo in vivo | Transfecgao de plasmideo para inibigao de E7 em Inibiu crescimento tumoral. Estimulou apoptose.
e in vitro HPV 16
Zhen (2016)3" Estudo in vivo | Transfecgao de plasmideo para supressao de E6 Induz a apoptose. Inibiu metastases.
e in vitro e E7
Jubair (2021)32 Estudo in vivo Transfecgdo de lipossomas com CRISPR-Cas Eliminou tumores em camundongos imunocompetentes.
e in vitro direcionados a E7 Sem toxicidade para figado e baco.

19
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6 DISCUSSAO

Como demonstrado no quadro 1, dez dos doze artigos foram publicados entre 2019 e
2023, o que coincide com o periodo em que o Nobel de Quimica foi recebido pelas
pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna, responséveis por revelar
a tecnologia CRISPR.®

O presente estudo teve como principal objetivo demonstrar a importancia do
CRISPR/Cas9 para o desenvolvimento de novas terapias para o controle do cancer
de colo de utero. Para tal, o CRISPR/Cas9 dos estudos analisados visou inibir
a sintese de dois oncogenes importantes para a supressao de proteinas celulares

antitumorais, E6 e E7.

100% dos estudos encontrados nas bases de dados eleitas para esta apontaram que
a supressdo de oncogenes pode ter respostas significativas no tratamento de

neoplasias cervicais.

E6 e E7 sdo oncogenes que permitem a perpetuacdo de células com potencial
oncologico porque atuam diretamente em mecanismos celulares que inibem o
crescimento tumoral. Enquanto E6 trabalha estimulando a degradagéo de p53, E7
inibe a proteina supressora tumoral, pRb. Em ambos 0s casos, estas oncoproteinas
tém efeitos sinergéticos que permitem a instalacdo e proliferacdo celular anormal,

permitindo o surgimento de neoplasias cervicais.*10:33

A utilizacdo de CRISPR/Cas9 apresentou potencial em suprimir os genes E6 e E7.3334
A utilizacdo de E6-CRISPR/Cas9 em células infectadas inibiu a expressdo desses
genes oito vezes mais, quando comparado a um grupo controle negativo.3%3> Além
disso, € interessante notar que a associacdo de CRISPR/Cas9 com terapia
quimioterapica, como o CDDP, apresentou resultado satisfatério em alguns estudos.3!
Isso porque, tais estudos demonstraram que a combinacdo entre CRISPR/Cas9 e
CDDP apresentou uma alta especificidade para células acometidas pelo virus do HPV,
pois comprometeram gravemente a viabilidade celular das células de linhagem de
cancer de colo cervical, em comparacdo com células sem acometimento

tumoral.3! Mais do que isso, outros estudos apontam que, além da especificidade ao
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atingir células cancerigenas, a mediacdo por CRISPR/Cas9 tem importante

especificidade para células pré-cancerigenas.3®

A implantagéo de sitios metastaticos foi inibida, apos a associacdo de CRISPR/Cas9
e quimioterapicos.?! Segundo o estudo de Zhen3! (2016), ao indicar apenas o
tratamento com CDDP para camundongos a expressdo de nucleos atipicos
visualizados nas laminas de bidpsias pulmonares eram maiores do que quando havia
a associacdo do quimioterapico com a tecnologia de edicédo génica.3! Nao foi possivel
identificar em outras pesquisas selecionadas pela metodologia desta revisdo algo que
corrobora ativamente com esta ideia, sendo necessarios mais estudos posteriormente
que demonstrem a confiabilidade desde dado, que compreende a acédo do
CRISPR/Cas9 nao apenas como um poderoso inibidor de crescimento tumoral, mas
também como um inibidor de implantacdo de sitios metastaticos, o que agrega,
consequentemente, em alargamento das possibilidades terapéuticas de pacientes

oncoldgicos.

Além disso, outros estudos apontaram que, outras terapias mediadas por
CRISPR/Cas9, como por exemplo a terapia de transferéncia de Células T apresentou
como efeito o aumento de células CD 8+, com reversado importante do microambiente
tumoral.?® A melhora do controle tumoral mediada por células do sistema imunol6gico
parece ser um dado relevante para o aprofundamento de pesquisas posteriores. 1Sso
porque, além do aumento de células CD 8+, outros autores documentaram um
aumento de células dendriticas, células T, e células CD 4+, ao passo que
demonstraram a transicdo de um microambiente tumoral imunossuprimido para um

ambiente estimulador do sistema imune.?223

Dessa maneira, entende-se que o sistema CRISPR/Cas9 trabalha
concomitantemente suprimindo a expressédo de genes potencialmente oncogénicos,
ao mesmo tempo que, ao ser utilizado em sinergia com outras terapias oncoldgicas,
pode apresentar um estimulo a conservagao e progressao das reservas imunologicas

do organismo. 2223

Associado a isso, h4 uma grande preocupacdo ao desenvolver terapias antitumorais
na citotoxicidade apresentada pelas drogas ao serem administradas ao paciente. Um
estudo mostrou que apos a administracao de polimeros associados a nanoparticulas

e CRISPR/Cas9 na coxa de camundongos houve diferenga significativa no
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crescimento celular das células tumorais cervicais, em contraste com a baixa taxa de
apoptose do figado e do baco, além de uma alta viabilidade celular nestes érgaos
apos 72 horas de administracdo do modelo de edicédo génica.?® Isso leva a conclusédo
de que houve uma reducdo do metabolismo tumoral cervical, apesar de haver uma
baixa taxa de lesdo hepatica e esplénica.?®3227 Qutros estudos, por sua vez,
ampliaram esta analise ao apontar que a administracdo de terapias associadas ao
direcionamento do CRISPR/Cas9 apresentaram resultados com baixa citotoxicidade
ndo s6 em figado e em baco, como também em coracéo, rins e pulmdes, além de
haver estabilidade no peso de camundongos.?® Esses efeitos maximizados sdo
relevantes porque, ao que tudo indica, a administracdo de quimioterapicos associados
a tecnologia CRISPR/Cas9 tém efeito deletério sobre a resisténcia celular a

medicacbes anti-tumorais.?®

A supressao da expressao de E6 e E7, mediada por CRISPR/Cas9, aponta para uma

consequente elevacdo das concentracées plasmaticas de p53 e pRb.26:28:30

Neste contexto, foi comprovado por um estudo que o volume tumoral ndo s6 diminuiu
no periodo pos-tratamento com auxilio do CRISPR/Cas9, como também houve uma
lentificacdo do crescimento tumoral.®® O mesmo estudo demonstrou que parte deste
resultado foi expresso devido a um aumento na concentracdo intracelular de

Caspases-3.%0

Associado a isso, estudos apontaram a diminuig&do do fenétipo tumoral maligno, bem
como a diminuicdo do volume tumoral em camundongos.?’2%30 Além disso,
demonstrou-se que com o prolongamento do tratamento sobre camundongos foi
possivel reverter a NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical) de camundongos, que

passou a assemelhar-se com um epitélio saudavel em laminas coradas com HE.*°

A supressédo de E7 e E6 simultaneamente no mesmo hospedeiro vivo apresentou
dentro dos estudos uma unanimidade dos autores quanto a uma resposta positiva
para a viabilidade da supressdo dessas proteinas no tratamento de neoplasias
cervicais. Contudo, um artigo se diferenciou dos demais ao apontar a viabilidade do

tratamento partindo apenas da supressdo de apenas um dos dois oncogenes, E6.%1

O crescimento tumoral, em células em que foram administrados supressores de E6
em doses concentradas, mediados por CRISPR/Cas9, apresentou significativa

diminuicdo em comparagdo com o0s administrados com doses consideradas nao
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concentradas. Apos 42 dias, percebeu-se que os volumes tumorais eram de 114+60
e 817+114 mm?3, em camundongos em que foram administradas doses concentradas
e ndo concentradas, respectivamente, de supressores de E6. Assim como em estudos
anteriores, os camundongos utilizados neste estudo n&o apresentaram diferencga

significativa de peso corporal ao final do experimento.??

Assim, os resultados apontam que, tanto isoladamente quanto em conjunto, a
supressao dos oncogenes podem ser a chave para uma nova terapia de alta eficacia,
baixa toxicidade e boa resposta imunoldgica para o tratamento cervical em humanos

nos proximos anos.

Este estudo apresentou algumas limitacbes a serem consideradas. Entre elas, a
auséncia de ensaios clinicos em seres humanos, havendo um predominio na literatura
em estudos in vitro e in vivo, apresentando como hospedeiros, geralmente, roedores.
Por um lado, pode ser justificado pelo fato de os estudos ainda se apresentarem em
uma fase relativamente recente dos seus desenvolvimentos. Contudo, por néo
apresentarem uma aplicacdo em humanos é inviavel realizar andlises assertivas para

a utilizacdo deste recurso tecnolégico na espécie humana.3*

Associado a isso, 0 organismo humano apresenta peculiaridades que séo distintas em
camundongos. Alguns estudos apontaram, por exemplo, a microbiota vaginal, o pH
ou ainda interag@es citoldgicas exclusivas em humanos que podem mitigar os efeitos
da terapia em humanos, a despeito dos seus resultados otimizantes em animais.?*2?
Desta maneira, € necessario investir em estudos a ponto de permitir que tais
tecnologias sejam aplicadas em mulheres e, assim, testar a viabilidade real desta

terapia no combate a neoplasia cervical no género humano.

Outra limitacdo deste estudo é que o conteddo obtido a partir dos resultados dos
artigos que compuseram a amostra n&o possibilitou a apresentacao dos resultados de

forma descritiva em numeros absolutos, percentuais e média (desvio padrao).

E interessante notar que nas pesquisas ha um predominio do desenvolvimento destas
ferramentas em paises orientais. Todos o0s estudos sao orientais, enquanto que 10,
dos 12 séo chineses. Apresenta-se, assim, uma concentracdo deste conhecimento
em uma regido especifica do mundo, com uma populacdo caracteristica de uma
regido. Faz-se necessario, contudo, que os estudos se espalhem por outras regides

do mundo a fim de que os testes possam ser realizados em populagdes que
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apresentem mulheres de diferentes etnias, recursos econdmicos e acessos diferentes
a saude a fim de viabilizar mais precocemente as tecnologias desenvolvidas para as
mais variadas populagdes femininas do planeta que sdo acometidas por neoplasias
de colo.

Além disso, a terapia génica ainda estd nas suas primeiras décadas de
desenvolvimento no mundo. Logo, diversos mecanismos podem ser utilizados de
maneira inadequada que podem gerar problemas maiores para os pacientes. Entre
esses problemas, pode-se citar mutacdes acidentais causadas por edicbes génicas
mal parametrizadas, bem como recorte ativo de genes importantes para a expressao
de proteinas de alto valor biolégico e que possuem func¢des ativas importantes tanto
em meio intracelular como em meio extracelular. Dessa maneira, a expansao das
técnicas para seres humanos precisa cumprir rituais e liturgias que respeitem a
bioética e que ndo ameacem a integridade da saude dos pacientes pesquisados e 0

publico-alvo da terapia desenvolvida.
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7 CONCLUSAO

Através desta revisdo sistematica foi possivel verificar como a tecnologia CRISPR-
Cas9 contribui para o desenvolvimento de tratamentos contra o cancer de colo uterino.
Assim, foi identificado que a supressdo dos oncogenes E6 e E7 mediadas por
CRISPR/Cas9 apresenta um grande potencial de ser utilizado nas proximas décadas
como tecnologia auxiliar no tratamento oncoldgico de neoplasias de colo uterino.
Identificou-se que a técnica utilizada apresentou em modelo animal diminuic¢éo real de
volume tumoral, sem apresentar perda ponderal significativa associada. Além disso,
outros estudos apontaram uma conservacao do sistema imunolégico, com otimizacao

do nimero de CD 8+, CD 4+, células T e células dendriticas.

Mais do que isso, alguns estudos apontaram que houve reversado do fen6tipo maligno
da neoplasia em animais e em outro estudo foi possivel perceber uma diminuicéo da

taxa de implantacao de sitios metastaticos em foco pulmonar.

Em consonéncia, identificou-se que, ao ser utilizado em sinergia com tratamento
guimioterapico, a supressao de oncogenes E6 e E7 mediada por CRISPR demonstrou
uma diminuicdo da resisténcia tumoral aos medicamentos, bem como uma

especificidade de atuacdo em células malignas e pré-cancerigenas.

Por fim, foi apontado na literatura pesquisada uma baixa toxicidade em figado, baco,
pulmdes, coragdo e rins, ao ser utilizada a técnica mediada por CRISPR na supresséo
dos oncogenes pesquisados.

Faz-se necessario, portanto, que haja um incentivo na producdo de pesquisas
associadas ao tema ao redor do mundo a fim de viabilizar uma terapia génica eficiente

no combate ao cancer cervical em humanos.
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Quadro 3 — MICRO framework
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sequential isolates

Yoshiba, et al*! Zhen, et al?? Ling, et al*® Gao, et al Li, et al* Ling, et al*® Xiong, et al ¥’
Autores
Itens Avaliados N | I | NP N | I |NP N | I | NP N | I | NP N I | NP N I | NP N |1 NP
1. Specimen types S S S S S S S
2. Sampling period NA NA NA NA NA NA NA
3. Sampling strategy NA NA NA NA NA NA NA
4. Target organisms S S S S S S S
5. Geographical setting NA NA NA NA NA NA NA
6. Clinical setting S S S S S S S
7. Specimen processing S S S S S S S
8. Target organism S S S S S S S
identification
9. Antimicrobial S S S S S S S
susceptibility testing
10. Additional tests S S S S S N S
performed to identify
resistance mechanisms
11. Antimicrobial NA NA NA NA NA NA NA
resistance definitions
12. External quality NA NA NA NA NA NA NA
assurance
13. Accreditation NA NA NA NA NA NA NA
14. Duplicate and N N S S S N N
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Quadro 3 — MICRO framework (continuagao)
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Zhen, et al*® Zhu, et al”® Gao, et al 3! Zhen, et al*? Jubair D, et al*®

Autores
Itens Avaliados I NP N | NP N | NP N | NP N | NP
1. Specimen types S S S S S
2. Sampling period NA NA NA NA NA
3. Sampling strategy NA NA NA NA NA
4. Target organisms S S S S S
5. Geographical setting NA NA NA NA NA
6. Clinical setting S S S S
7. Specimen processing S S S S S
8. Target organism
identification S S S S 5
9. Antimicrobial
susceptibility testing S S S S S
10. Additional tests
performed to identify S S S N S
resistance mechanisms
11.'Ant|m|crol')|a.1l. NA NA NA NA NA
resistance definitions
12. External quality NA NA NA NA NA
assurance
13. Accreditation NA NA NA NA NA
14. Dupli

4 upl.lca.te and N N S S S
sequential isolates
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