CAPITULO 15

Edicdo Génica para o Controle da
Metastase: O Potencial do CRISPR-Cas9
em Terapias Oncolégicas Avancadas

4 https://doi.org/10.22533/at.ed.7991625120815

Gabriela Luiza Amaral Resende
Graduanda em Medicina

Centro Universitario de Mineiros
Trindade, Goias - Brasil

lan Caldeira Ruppen
Graduando em Medicina
Centro Universitario Inga
Maringd, Parana - Brasil

Enzo De Lorenzi Cancelier dos Santos
Graduando em Medicina

Universidade do Extremo Sul Catarinense
Criciima, Santa Catarina - Brasil

Gustavo de Oliveira Bello
Graduando em Medicina
Universidad Central del Paraguay
Pedro Juan Caballero, Paraguay

Andreia Karla de Carvalho Barbosa Cavalcante
Doutora em Enfermagem

Universidade Federal do Piaui

Teresina, Piaui - Brasil

Milena Rodrigues Costa
Graduanda em Medicina
UniEvangélica

Anapolis, Goids - Brasil

Layanna Borges Gongalves
Graduanda em Medicina
Faculdade de Medicina Zarns
Itumbiara, Goids - Brasil

Edicdo Génica para o Controle da Metéstase: O Potencial do CRISPR-Cas9 em Terapias Oncolégicas Avancadas

n
o
=
>

1=
[
<
U

180




Leonardo Alves Sardinha de Lisboa
Graduando em Medicina

Universidade de Rio Verde Campus Goianésia
Goianésia, Goias - Brasil

Vanessa Mazzardo
Graduanda em Medicina
Universidade Paranaense

Umuarama, Parana - Brasil

RESUMO: O cancer metastatico, responsavel pela grande maioria das mortes
relacionadas ao cancer, continua a ser um dos maiores desafios da medicina
oncoldgica. A metastase envolve um processo bioldgico complexo que permite
as células tumorais invadirem novos tecidos, tornando-se resistentes as terapias
convencionais e promovendo a disseminacédo sistémica da doenca. Nos ultimos
anos, a tecnologia de edicdo génica CRISPR-Cas9 emergiu como uma ferramenta
promissora para interferir nesses mecanismos moleculares, oferecendo um potencial
terapéutico inédito para interromper a progressao metastatica. Esta revisdo explora
as abordagens mais recentes e inovadoras do uso de CRISPR-Cas9 no contexto de
canceres metastaticos, com foco na inativacdo de genes oncogénicos, reprogramagao
do microambiente tumoral e restauracdo da sensibilidade a terapias. Além disso, sdo
discutidos os principais desafios técnicos, como a entrega eficiente do sistema de
edicdo, os efeitos off-target e a heterogeneidade genética das células metastaticas.
Também sdo analisadas as implicagdes éticas associadas ao uso clinico de CRISPR-
Cas9, dada a sua capacidade de gerar modificacdes permanentes no genoma.
Conclui-se que, apesar dos avancos substanciais, a aplicacao clinica da tecnologia
ainda depende de um refinamento técnico e de uma regulamentacao rigorosa. Com
o desenvolvimento continuo de métodos mais precisos e seguros, CRISPR-Cas9 tem
o potencial de transformar a oncologia de precisdo e fornecer novas alternativas
terapéuticas para pacientes com cancer metastatico.

PALAVRAS-CHAVE: CRISPR-Cas9, cancer metastatico, edicdo génica, oncologia de
precisdo, microambiente tumoral, resisténcia terapéutica, efeitos off-target.

INTRODUCAO

O cancer metastatico é responsdvel por cerca de 90% das mortes relacionadas
ao cancer no mundo. A metastase envolve a migracao de células tumorais do tumor
primario para outros 6rgaos e tecidos, criando novos focos tumorais. Esse processo
depende de alteracdes genéticas e epigenéticas que facilitam a disseminagao das
células e sua adaptagdo a novos microambientes. A capacidade dessas células de
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escapar de tratamentos convencionais, como quimioterapia e imunoterapia, junto
asua elevada heterogeneidade genética, torna o cancer metastatico dificil de tratar
(Lin etal., 2020).

Tradicionalmente, as terapias focam na erradicacdo do tumor primario e na
minimizacao dos danos colaterais as células saudaveis. No entanto, essas abordagens
mostram-se limitadas em canceres metastaticos, devido ao desenvolvimento de
resisténcia pelas células tumorais. Recentemente, tecnologias como a edi¢do genética
tém surgido como promissoras alternativas para enfrentar a complexidade do cancer
metastatico. O sistema CRISPR-Cas9 se destaca por sua precisdo e versatilidade,
permitindo a modificacdo direcionada de genes em células cancerigenas (Zhang
etal., 2022).

O CRISPR-Cas9, adaptado do sistema de defesa bacteriana, baseia-se na enzima
Cas9, guiada por um RNA para locais especificos do genoma, onde realiza quebras
no DNA. Essa precisdo revolucionou a biotecnologia, abrindo novas fronteiras para a
oncologia. No cancer, o CRISPR-Cas9 tem sido usado para desativar genes responsaveis
pela progressao e resisténcia tumoral, oferecendo uma abordagem potencialmente
curativa para pacientes em estdgio avancado (Selvakumar et al., 2022).

Estudos investigam trés principais estratégias do uso do CRISPR-Cas9 no
tratamento de canceres metastaticos: (1) desativacdo de genes oncogénicos, (2)
reprogramacao do microambiente tumoral e (3) sensibilizacdo das células tumorais
aterapias convencionais, revertendo a resisténcia adquirida. Essas abordagens visam
interromper a capacidade metastdtica das células tumorais e, em alguns casos,
reverter a disseminacdo ja estabelecida (Cai et al., 2024).

Este artigo revisa as principais estratégias de edicdo genética por CRISPR-
Cas9 para a reversdo da metdstase em canceres avancados, discutindo os avancos,
limitacdes e desafios técnicos, além do potencial terapéutico para a oncologia de
precisdo. Assim, visa contribuir para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e
menos invasivas para o tratamento do cancer metastatico.

METODOLOGIA

A metodologia deste artigo seguiu os principios de uma revisdo narrativa para
compilar e analisar criticamente as principais abordagens do uso da tecnologia
CRISPR-Cas9 no tratamento de canceres metastaticos. Foi realizada uma busca
abrangente nas bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science, utilizando os
termos “CRISPR-Cas9", “cancer metastdtico”, “edicdo genética”, “supressao tumoral”
e “reprogramacdo do microambiente tumoral”, abrangendo artigos publicados

entre 2015 e 2025.
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Os critérios de inclusdo englobam estudos pré-clinicos e clinicos sobre o uso de
CRISPR-Cas9 em modelos de cancer metastatico, incluindo estudos in vitro, in vivo e
revisdes sistematicas. Foram priorizados estudos que abordavam a inativacao de genes
oncogénicos, a modificacdo do microambiente tumoral e a reversao da resisténcia
a terapias. Também foram considerados relevantes os estudos sobre mecanismos
moleculares de metdstase e vias de sinalizagdo na progressdo do cancer, bem como
os desafios técnicos e éticos da aplicacdo do CRISPR-Cas9.

Foram excluidos artigos que ndo focavam no uso direto de CRISPR-Cas9 em
metdstase ou que discutiam outras tecnologias de edicdo génica sem relacdo direta
com CRISPR-Cas9. Os estudos selecionados foram avaliados quanto a qualidade
metodoldgica e a robustez dos dados. A andlise destacou os principais achados, com
foco nos mecanismos bioldgicos da metdstase e nas técnicas de modificagdo génica,
enfatizando estratégias como inativacdo de genes especificos e reprogramacgao do
microambiente tumoral, além dos desafios relacionados a seguranca, eficiéncia de
entrega e heterogeneidade genética das células metastaticas.

Uma discussao critica foi realizada sobre os desafios éticos e cientificos do uso
de CRISPR-Cas9 na oncologia, incluindo riscos como efeitos off-target e mutacdes
indesejadas. Foram também analisadas dificuldades na traducéo clinica da tecnologia,
especialmente quanto a entrega especifica do CRISPR-Cas9 as células tumorais e
estratégias emergentes para mitigar esses problemas. Essa metodologia permitiu
construir um panorama abrangente sobre o uso de CRISPR-Cas9 no tratamento de
metdstases, fornecendo insights valiosos para o desenvolvimento de novas terapias
oncoldgicas e identificando lacunas na literatura que necessitam de investigacdo
futura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Mecanismos Moleculares da Metastase

A metastase é um processo multifatorial complexo, no qual células tumorais
migram do sitio primario para locais distantes, formando novos focos tumorais em
diferentes 6rgaos e tecidos. Esse fenémeno € a principal causa de mortalidade em
pacientes com cancer e envolve eventos moleculares e celulares que promovem a
sobrevivéncia, invasao e adaptacdo das células cancerigenas. Alteracdes genéticas,
epigenéticas e microambientais ativam vias de sinalizacdo que favorecem a invaséo,
motilidade celular e evasdo do sistema imune, sendo o entendimento desses
mecanismos essencial para o desenvolvimento de terapias eficazes, incluindo aquelas
baseadas em tecnologias de edicdo génica, como o CRISPR-Cas9 (Kiri; Ryba, 2024).
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Um dos eventos criticos € a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), pela
qual células epiteliais perdem adesao e polaridade, adquirindo caracteristicas
mesenquimais, que favorecem migracdo e invasdo tecidual. Na EMT, ha reducéo
de E-caderina e aumento de N-caderina e vimentina, facilitando a dissociacdo do
tumor primario. Fatores de transcricio como SNAIL, TWIST e ZEB1, induzidos por
sinais extracelulares como TGF-f e Wnt/-catenina, regulam esse processo (Jinesh;
Brohl, 2022).

Células tumorais que se dissociam do tumor primario invadem a matriz
extracelular e se intravasam na circulacdo sanguinea ou linfatica, processo mediado
por enzimas como as metaloproteinases da matriz (MMPs), que degradam o tecido
ao redor do tumor. Na circulacao, as células tumorais enfrentam um ambiente hostil,
sobrevivendo por mecanismos de resisténcia ao estresse e evasdo imunoldgica, muitas
vezes formando agregados com plaquetas que as protegem do reconhecimento
imune (Lazar et al., 2024).

Para colonizar novos érgaos, as células metastaticas alteram o microambiente
do érgdo-alvo, preparando-o para sua chegada. Exossomos derivados do tumor,
contendo proteinas e microRNAs, contribuem para a criacdo de um nicho favoravel
para a colonizacdo (Si et al., 2024). Além disso, células do microambiente tumoral,
como fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e macréfagos associados ao tumor
(TAMs), promovem invasao e angiogénese, facilitando a metastase (Ghebremedhin
etal., 2024).

A angiogénese, essencial para o suprimento de nutrientes aos tumores, é
estimulada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que frequentemente
estd superexpresso em tumores metastaticos. A adaptacdo e sobrevivéncia das células
metastaticas em novos ambientes dependem da ativacdo de vias de sinalizacdo
como PI3K-AKT-mTOR, que confere resisténcia a apoptose e promove crescimento
celular, e Ras-MAPK, associada a proliferacdo celular (Korkmaz et al., 2024).

CRISPR-CAS9 NA EDICAO DE GENES
RELACIONADOS A METASTASE

Atecnologia CRISPR-Cas9 tem se destacado como uma ferramenta importante
na biomedicina, possibilitando a edicdo precisa do genoma e a modulacao de
genes envolvidos na progressao e disseminacdo de células tumorais metastaticas.
As abordagens atuais que utilizam CRISPR-Cas9 visam modificar as propriedades
moleculares das células tumorais e seu microambiente, atuando sobre alvos que
controlam a invasdo celular, a sobrevivéncia em érgaos distantes e a resisténcia a
terapias (Smith et al., 2024).
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Uma aplicacdo promissora do CRISPR-Cas9 no cancer metastatico é a inativagdo
de genes oncogénicos que promovem proliferacao e invasao tumoral. Genes como
KRAS, PIK3CA, TP53 e MYC, frequentemente mutados em canceres metastaticos,
sdo alvos estabelecidos. A edicdo de KRAS com CRISPR-Cas9 demonstrou reduzir a
capacidade invasiva das células tumorais e a carga metastatica em modelos murinos.
A inativacdo do MYC também reduziu a migracdo celular e a progressdo tumoral
(Huber et al., 2024).

No contexto da metdstase, a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) é essencial
para a disseminacdo tumoral. Fatores de transcricdo como SNAIL, ZEB1 e TWIST1
foram efetivamente editados com CRISPR-Cas9, revertendo fendtipos invasivos. A
modulagdo de genes que regulam a adesdo celular, como CDH1, mostrou restaurar
aadesao intercelular, prevenindo a dissociacao das células tumorais do sitio primario
(Mukerjee et al., 2024).

Além de focar em genes oncogénicos, a reprogramagao do microambiente
tumoral também é relevante. A edicdo do gene PD-L T em células tumorais demonstrou
aumentar a resposta imune antitumoral e reduzir o crescimento de metdstases. A
modulagao do VEGF com CRISPR-Cas9 mostrou reduzir o suprimento vascular aos
tumores e bloquear a metastase (Fan et al., 2024). CRISPR-Cas9 também foi usado
para reverter resisténcia terapéutica. A edicdo de MDR1 restaurou a sensibilidade das
células a quimioterdpicos. Genes como PD-1 e CTLA-4 também foram inativados para
melhorar a resposta imune a terapias baseadas em checkpoints (GUO et al., 2024).

Entretanto, desafios técnicos persistem, como a entrega seletiva do sistema
CRISPR-Cas9 as células metastaticas. Vetores virais apresentam riscos de efeitos
off-target, enquanto estratégias com nanoparticulas e exossomos estdo sendo
desenvolvidas para aumentar a especificidade e seguranca. A heterogeneidade
genética das células metastdticas exige abordagens combinatdrias, como o uso
de sistemas multiplexados que permitam a edicdo simultanea de multiplos genes,
aumentando a eficacia clinica (Aalam et al., 2024).

DESAFIOS E LIMITACOES

A aplicacdo da tecnologia CRISPR-Cas9 ao cancer metastatico € uma fronteira
promissora em terapias de precisdo. Apesar do potencial terapéutico, a traducdo
clinica enfrenta desafios que precisam ser superados para sua implementacao
generalizada. Um dos principais desafios é o risco de efeitos off-target, ou edi¢des
nao intencionais fora da sequéncia-alvo. A enzima Cas9, guiada pelo RNA (sgRNA),
pode gerar quebras duplas em locais incorretos, resultando em mutagdes somaticas
que podem ser oncogénicas, especialmente em células metastaticas ja instaveis. Para
minimizar esses efeitos, foram desenvolvidas variantes de Cas9, como Cas9-Nickase
e sistemas de edicdo de base, que aumentam a precisdo e seguranca (Khoshandam
etal., 2024).
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Outro desafio critico é a entrega seletiva do CRISPR-Cas9 as células metastaticas.
A administracdo sistémica enfrenta barreiras fisiolégicas como o sistema imune,
degradacao enzimatica e baixa permeabilidade tumoral. Vetores virais, como
adenovirus, sdo eficientes, mas apresentam riscos de imunogenicidade e mutagénese
insercional. Alternativas ndo virais, como nanoparticulas lipidicas, oferecem entrega
mais segura, encapsulando o CRISPR-Cas9 e reduzindo a toxicidade sistémica,
embora sua eficacia em metdstases ainda esteja em fase inicial (Song et al., 2024).

Aheterogeneidade tumoral também é um grande desafio. A diversidade genética
e fenotipica das células tumorais dificulta a identificacdo de um Unico alvo eficaz,
favorecendo a recorréncia do cancer. Estratégias combinatérias de CRISPR-Cas9,
que permitem a edi¢do de multiplos alvos simultaneos, tém sido investigadas para
aumentar a eficacia terapéutica (Konermann et al., 2015). Contudo, isso aumenta
o risco de efeitos off-target e a complexidade da entrega.

Além dos desafios técnicos, ha questdes éticas e de seguranca. O uso de CRISPR-
Cas9 em células somaticas requer avaliacdo rigorosa dos riscos, especialmente
devido a possibilidade de mutacdes ndo intencionais que possam afetar células
germinativas. A regulacdo é crucial para evitar usos antiéticos, como a manipulacdo
de caracteristicas ndo relacionadas a doencas (Behrouzian Fard et al., 2024).

CONCLUSAO

A aplicacdo da tecnologia CRISPR-Cas9 no tratamento de canceres metastaticos
representa uma inovacao significativa na medicina de precisado, oferecendo uma
abordagem especifica para a edicdo de genes fundamentais na progressao tumoral e
na disseminacao metastatica. Nas ultimas décadas, o entendimento dos mecanismos
moleculares subjacentes a metdstase avancou substancialmente, e o CRISPR-Cas9 tem
demonstrado um potencial notdvel na modulagdo desses processos. A capacidade
de inativar genes oncogénicos, reverter a transicao epitelial-mesenquimal, modificar
o microambiente tumoral e restaurar a sensibilidade a terapias anticancer posiciona
essa tecnologia como uma ferramenta promissora na busca por tratamentos curativos
para pacientes em estdgios avancados de cancer.

Os estudos revisados demonstram que a edicdo de genes como KRAS, MYC,
SNAIL e ZEB1 reduz significativamente a capacidade invasiva e proliferativa das células
tumorais. A reprogramacao do microambiente tumoral por meio da modulagao
de genes como PD-L1, VEGF e CXCL12 também surge como estratégia promissora,
aumentando a eficdcia deimunoterapias e bloqueando a angiogénese. No entanto,
atraducdo clinica do CRISPR-Cas9 enfrenta desafios técnicos e éticos que precisam
ser superados antes de sua adocdo ampla na pratica médica.
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Os principais obstaculos incluem os efeitos off-target, que podem causar
mutagdes indesejadas com potencial oncogénico. O desenvolvimento de variantes
mais precisas da Cas9 e de sistemas de edicao de base estd em progresso para mitigar
esse risco, mas os dados sobre sua seguranca ainda sdo limitados. Além disso, a entrega
eficiente e seletiva do sistema CRISPR-Cas9, especialmente em tecidos metastaticos
de dificil acesso, como o cérebro, permanece um desafio. Nanoparticulas e vetores
virais modificados sdo possiveis solu¢des, mas sua toxicidade e imunogenicidade
ainda requerem avaliacdo rigorosa. A heterogeneidade dos canceres metastaticos
também exige abordagens combinatdrias para edicdo de multiplos alvos genéticos,
aumentando a eficacia terapéutica. Asimplicagdes éticas da edicdo génica também
precisam ser avaliadas cuidadosamente. O potencial de efeitos adversos de longo
prazo e a possibilidade de usos ndo terapéuticos exigem regulamentacao rigorosa
e uma abordagem responsavel pela comunidade cientifica e médica.
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