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TERAPIAS CRISPR-CAS9 E CAR-T CELS COMO POSSIVELLTRATAMENTO DA
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Jodo Henrique da Silva Guiata’, Mariana Rodrigues Davanso?

Resumo

A terapia génica consiste na transferéncia de genes mutaveis através de mecanismos vetoriais como virus,
bactérias ou vacinas, permitindo uma qualidade no tratamento e prognéstico melhor para os portadores.
Os tratamentos com a terapia génica tém utilidade em diversas doengas, cujo um dos focos das pesquisas
cientificas nos ultimos anos tem sido em desenvolver uma terapia eficiente tanto para tratamento quanto
para cura de carcinomas mais conhecidos como cancer. Com os progressos em diversas dessas pesquisas
hoje ja encontramos maneiras in vitro e in vivo de obter-se sucesso na regressdo das células proliferativas
carcinogénicas. Pesquisadores mostram sobre a leucemia mieloide crénica uma doenga grave onde a principal
alteragao ocorre pela translocagao entre os cromossomos 9 e 22, também conhecido como cromossomo
Philadelfia (Ph). Decorrente da importancia dos efeitos desta doenca e a falta de tratamentos seguros,
eficientes e que disponibilizem uma qualidade de vida melhor ao paciente, as metodologias das terapias
CRISPR- Cas9 e as CAR-T e a sua possivel aplicagdo no tratamento para a leucemia mieloide cronica esta se
tornando uma realidade cada vez mais prospera. Com esta junc¢ao de terapias se torna possivel um tratamento
com melhor prognostico futuramente para a leucemia mieloide crénica com maior sensibilidade e seletividade.
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Abstract

Gene therapy consists of the transfer of mutable genes through vectorial mechanisms such as viruses, bacteria,
or vaccines, allowing a better quality of treatment and prognosis for carriers. Treatments with gene therapy are
useful in several diseases, one of the focuses of scientific research in recent years has been to develop an
efficient therapy for both the treatment and cure of better-known carcinomas and cancer. With the progress
in several of this research, today we have already found in vitro, and in vivo ways get yourself success
in the regression of carcinogenic proliferative cells. Researchers show about chronic myeloid leukemia a
serious disease where the main alteration occurs by the translocation between chromosomes 9 and 22 and
by Philadelphia chromosome (Ph). Due to the importance of the effects of this disease and the lack of safe,
efficient treatments that provide a better quality of life for the patient, the methodologies of CRISPR-Cas9 and
CAR-T therapies and their possible application in the treatment of chronic myeloid leukemia is becoming an
increasingly prosperous reality. With this combination of therapies, it becomes possible to have atreatmentwith
better prognosis in the future for chronic myeloid leukemia with greater sensitivity and selectivity.

Keywords: Chronic myeloid leucemia. Gene therapy. CRISPR-Cas9. CAR-T cells.
1 Introducao

A leucemia mieloide cronica (LMC) é um cancer de progressao lenta que envolve células
hematopoiéticas mieloides na medula 6ssea, ocasionando uma proliferacdo anormal dessas células.
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A Organizagdo mundial da saude (OMS) classifica a LMC como uma neoplasia mielo proliferativa
de desvio a esquerda com predominio de granuldcitos neutrofilos. Caracterizada pela presenca
do cromossomo Philadelphia (Ph), a LMC tem cromossomos que correspondem a translocagao
entre os bracos longos do cromossomo 9 e 22, resultando na expressao da proteina de fuséo
BCR-ABL, “essa proteina tem como atividade enzimatica a tirosina quinase, que é responsavel
pelo descontrole na divisdo celular e inibidores de apoptose” (ALMEIDA et al., 2022, p. 154 - 155).
A LMC ¢é uma doenca evolutiva que é reconhecida em 3 fases: fase cronica (FC), fase acelerada
(FA) e crise blastica (CB). A FC tem como caracteristica de ser uma fase em que os portadores
sdo assintomaticos onde podem apresentar um hemograma com caracteristicas de esplenomegalia
volumosa, hepatomegalia e leucocitose de desvio a esquerda. A FA se caracteriza pela evolugao e
a aceleracgao na proliferacao de células tumorais. A CB se caracteriza pela soma de promielécitos e
blastos serem encontrados de 1% a 19% na corrente sanguinea ou medula 6ssea (BORTOLHEIRO
E CHIATTONE, 2008).

A LMC e outros tipos de carcinomas tem como caracteristica a perda da estimulacao
de apoptose acarretada pela alteracdo cromossémica, no caso da LMC a principal alteragcéo
cromossdmica € identificada pelo aparecimento do cromossomo Philadenfia (Ph) que ocorre a
translocacdo dos bracos longos dos cromossomos 9 e 22. Essa alteracdao cromossémica afeta
em muitos aspectos funcionais as células progenitoras hematopoiéticas, as principais funcdes
dessas células progenitoras é a divisdo e diferenciacdo, com a alteracdo cromossémica essas
células progenitoras se dividem sem controle e sem diferenciagdo ocasionando uma proliferagéo
desordenada dentro do organismo. Por conta dessa proliferagdo desordenada as células sem
diferenciacdo perdem muitas vezes a capacidade de apoptose, a apoptose € o meio em que as
células tém de marcacao para que elas possam ser destruidas. Na LMC ocorre nas células o
desaparecimento das caracteristicas para a apoptose que é ocasionada pela perda de receptores
chamados de Faz — FasL que sao responsaveis pela marcacao das células que serdo destruidas
(LAGO E PETRONI, 2017).

O conhecimento e a evolugéo das tecnologias tém guiado muitas alternativas de tratamentos
para diversas leucemias, como transplante de medula d6ssea, quimioterapia com hidroxiureia,
terapias medicamentosas com interferon-alfa (INF-a), bussulfato ou citarabina em baixa dose,
infusdo linfocitaria e tecnologias inovadoras como a CRISPR-Cas9 e a CAR-T (SANTOS et al., 2019).

Portanto, com o desenvolvimento de novas tecnologias para a reducdo dos danos aos
portadores, terapias génicas inovadoras vém possibilitando e desenvolvendo terapias genicas
que vem evoluindo e inovando constantemente para que possam ser utilizadas em tratamentos de
doencgas que afetam genes defeituosos ou com erros na expressao genica (CALDATO E ALVES,
2019).

Este trabalho tem por objetivo descrever as terapias CRISPR-Cas9 e CAR-T, suas
metodologias e as aplicagbes em conjunto como um possivel tratamento para a leucemia mieloide
cronica. Para que isso seja possivel foram realizadas diversas pesquisas em artigos cientificos mais
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atualizados e publicados em revistas de renome internacional. Colaborando para o desenvolvimento
evolutivo e a discussao sobre a desenvoltura das terapias génicas, focada no possivel tratamento
da leucemia mieloide crénica. Podendo ser futuramente de utilizagdo para fins profissionais e
académicos.

2 Método

A seguinte pesquisa trata da utilizacao terapia génica na doenca leucemia mieloide crbnica e
para isso utilizou plataformas como o Pubmed e Scielo como base de dados para pesquisa e com as
seguintes palavras chaves, transferéncia de genes, terapia genética, engenharia genética, CRISPR-
Cas9, CAR-T e leucemia. Os artigos revisados neste trabalho sao caracterizados como artigos
de revisado de artigos originais, nos idiomas em inglés, espanhol e portugués. Onde o periodo de
pesquisa bibliografica foi realizado entre agosto de 2022 a junho de 2023, a revisao contou com
um periodo de publicagdo dos artigos limitante de 10 anos do periodo de inicio das pesquisas
bibliograficas.

3 Discussao

A terapia génica viral tem como obijetivo principal a transferéncia ou inducao de material
genético do vetor viral para as células carcinogénicas, podendo modificar ou ajustar o gene
defeituoso. Em casos de cancer como a LMC, pode ser utilizada para modificar o material genético
da célula carcinogénica com o intuito de corrigir os genes responsaveis pela expressao proliferativa
ou pelos inibidores de apoptose. Essa modificagdo genética feita no DNA do virus sé é possivel
pelo desenvolvimento da técnica de CRISPR-Cas9 que foi desenvolvida com o descobrimento da
enzima de protecao Cas9 das bactérias que auxiliam na transferéncia ou inducao genica do virus
especifico na célula carcinogénica estimula-se uma resposta que modifica 0 genoma da célula
sem ocasionar problemas na transdugédo genica, com essa alteracdo genica a célula tumoral
perde a sua capacidade de replicacéo e incorpora receptores de apoptose induzidos pela técnica
CRISPR-Cas9 (COSTANZI-STRAUSS E STRAUSS, 2015).

A terapia génica € um assunto que engloba nao s6 pesquisa basica e clinica, mas também
consideracbes éticas, biosseguranca e aspectos regulatérios. A efetividade da terapia génica
requer uma gama de tecnologias que permite a producé&o de material biolégico em escala e com
qualidade apropriada para aplicagcao em seres humanos (COSTANZI-STRAUSS E STRAUSS,
2015).

Em termos gerais, a terapia genica utiliza de uma transferéncia de acido desoxirribonucleico
(DNA) por meio de inser¢ao direta do genoma e/ou por meio de transferéncia. Devido a dificuldade
e falta de vetores para transferéncia desse genoma, foi se desenvolvendo estudos e novos
métodos de vetores para a transferéncia genica utilizando-se vetores virais. Os vetores virais
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sdo utilizados pela facilidade que eles encontram em transferir o seu material genético para as
células hospedeiras, obtendo uma vantagem contra a doencga. Entre as dificuldades que impedem
o uso clinico, destacam-se a eficiéncia da transferéncia, o direcionamento do gene para atuar
especificamente nas células- alvo, a duragédo da expressao e a seguranga do método, que engloba
efeitos off- target e mutacbes por insergdo. Com relacdo as barreiras na eficiéncia da terapia, a
razao crucial é a necessidade do desenvolvimento de um sistema de entrega de genes eficaz, que
resulte em expressao duradoura (RABELO, SILVA E BARBOSA, 2018).

Além da expressao duradoura existem exigéncias que a terapia genica requer, como
a restricdo a infecgdes e replicagdo duradoura, assertividade das células alvo e a transferéncia
do gene transgénico. Com essas requisigdes o vetor que pode ser uma opgao para o tratamento
sdo os vetores oncoldgicos, que possuem todos os requisitos acima descritos. Virus oncolégicos
possuem extensa engenharia que restringe a infeccao e replicacdo, assegurando que estes
processos ocorram somente em células alvo, como células tumorais. Com esta abordagem, a célula
tumoral se torna uma fabrica de novas particulas virais que sao liberadas apds quebra celular. Estas
novas particulas, por sua vez, infectam mais células tumorais, amplificando o processo litico e
consequentemente destruindo as células tumorais. As células saudaveis nao permitem a replicacao
do virus oncolégicos e nao sofrem com sua presenca. Como o nome indica, os virus oncolégicos
destroem particularmente células de origem oncoldgica, a principal exigéncia funcional do sistema
€ associar uma caracteristica presente apenas nas células tumorais com o programa de replicagcéao
viral. Por exemplo, um vetor é capaz de se replicar e quebrar apenas as células com p53 mutada
ou células sem pRb. Outros beneficios do uso de virus oncolégicos incluem o mecanismo de morte
celularindependente de apoptose e aindugao de uma resposta imunoldgica adaptativa (COSTANZI-
STRAUSS E STRAUSS, 2015).

Os principais vetores virais utilizados nessas terapias sao os retrovirus, adenovirus e
virus adenoassociado (AAV), pois esses vetores tém em comum atingir células especificas com
apenas a alteragdo no seu genoma e nos receptores externos virais. O desenvolvimento desses
vetores virais tem alguns beneficios e maleficios. Os vetores retrovirais permitem uma baixa reagao
inflamatéria do hospedeiro causando um efeito mais prolongado do tratamento e uma boa resposta
quanto a transferéncia ou integracdo do genoma na célula hospedeira, mas essa transferéncia
ou integracdo sdo em sua maioria nao efetivas por falhas nas transducdes genicas posteriores
diminuindo a efetividade a longo prazo nao permitindo um tratamento prolongado. Ja os
vetores adenovirus permitem uma alta taxa de eficiéncia na transdugéo do genoma integrado ou
transferido, mas ocasionam uma resposta imunoldgica intensa no individuo retardando o tratamento,
ocasionado uma limitagdo no tratamento génico. Ja os vetores virais AVV permitem a integragéo
ou transferéncia de genomas ocorrerem com maior simplicidade pelo fato de ndo ocasionarem uma
reacao imunoldgica intensa, mas encontra dificuldade na sua proliferagéo para um efeito duradouro.
Mesmo com dificuldades atualmente, o vetor de virus adenoassociado (AAV) é a principal plataforma
para entrega de terapia genética in vivo (WANG et al., 2019).
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Entre as tecnologias criadas para promover edigdes gendmicas destacam-se as nucleases
‘engenheiras”, tais como sistema CRISPR - Cas9 (do inglés, clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/associated system) e a CAR-T (do inglés, chimeric antigen receptors)
(OSAKABE et al., 2015; TEIMOURIAN E ABDOLLAHZADEH, 2015).

Diante disso, o aperfeicoamento dessa transferéncia e seletividade dos tecidos lesados com
a utilizacao do AVV juntamente com o método de Conjunto de Repeticbes Palindrémicas Curtas
Regularmente Espagadas (CRISPR-Cas9) que utiliza das fitas de DNA ou RNA curtas e repetidas
de bactérias (figura 1) e a tecnologia da CAR-T, se tornou necessaria para avangos na utilizagao
da terapia genica viral. Metodologias como a CRISPR-Cas9 e CAR-T tornaram-se uma combinagao
no desenvolvimento de tratamentos oncoldgicos de maior eficacia e seguros (MOLLANOORIA et
al., 2018)

A CRISPR-Cas9 identifica a sequéncia do DNA especifico das bactérias, que sao utilizadas
como método de defesa contra possiveis infeccbes, que consiste em quebrar e espacgar as
sequencias de DNA invasor (WANG et al., 2022).

Esse sistema imunolégico adaptativo de algumas bactérias contém uma sequéncia curta
de DNA de bacteriéfago ou plasmideo invadido que foi clivado a partir deles é armazenado no
I6cus CRISPR desses organismos como uma nova sequéncia espacadora. Este DNA é transcrito e
processado em RNA para reconhecimento de invas&o subsequente do mesmo virus ou plasmideo
para elimina-los. A sequéncia Protospacer Adjacent Motif (PAM), uma sequéncia que contém alguns
nucleotideos, é o local de reconhecimento no DNA dos invasores e reconhecida pela Cas nuclease,
mas nao integrada ao genoma do hospedeiro com a sequéncia Protospacer. Invasdes subsequentes
resultam na transcricao de um RNA dos espacgadores no locus CRISPR, que é chamado de RNA pré
crispr (pré-crRNA). No tipo Il do sistema CRISPR (CRISPR/Cas9), um segundo RNA, denominado
CRISPR RNA trans ativador (tracrRNA), é transcrito e resulta na maturacao do pré-crRNA ao se ligar
as sequéncias repetidas do pré-crRNA e formar um RNA estrutura duplex que é clivada pela RNase
Ill. Essa estrutura também funciona como um andaime entre crRNA e Cas9. Finalmente, o duplex
crRNA/tracrRNA recruta a nuclease Cas9 para formar um complexo de ribonucleoproteina que
cumpre a fungédo Cas9 e o navega para se alinhar com o DNA alvo por pareamento de bases com
o espacador crRNA complementar. Para simplificar ainda mais este sistema de edicdo de genoma
para aplicacdo em laboratério, o CRISPR/Cas9 foi reduzido em 2 partes: a proteina Cas9 juntamente
com um unico sgRNA, um RNA artificial contendo crRNA e tracrRNA. A atividade da nuclease Cas9
requer a presenca da sequéncia PAM imediatamente apds a extremidade 3’ da sequéncia de DNA
complementar do sgRNA (5'-NGG-3’ para SpCas9), portanto, na presenca da sequéncia PAM no
DNA alvo, a nuclease Cas9 induz uma dupla quebra de fita (DSB) em trés nucleotideos a montante
do PAM (figura 1) (MOLLANOORI et al., 2018).

Geralmente, os DSBs que iniciam o processo de dois mecanismos intrinsecos para o reparo
de DSB podem ser categorizados em duas abordagens de reparo diferentes: abordagem de reparo
dirigido homologo (HDR) que é usada para ativar o DNA desejado e levar ao reparo preciso da
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Figura 1: Mecanismo de funcionamento da técnica de CRISPR-Cas9. Adaptado de (JIANG, F. E DOUDNA, J. A. pg —
507, 2017).

Possivelmente a mais empolgante e promissora das abordagens tem sido o uso de células T
do sangue periférico que foram geneticamente modificadas para expressar o receptor de antigeno
quimérico (CAR). Os CARs sao compostos por um fragmento variavel extracelular de cadeia uUnica
(scFv), que serve como a fragdo de direcionamento, um espacador transmembrana e sinalizador/
ativador intracelular do(s) dominio(s). Os construtos de CAR sao transfectados em células T usando
transfeccao de plasmideo, mMRNA ou transdugao de vetor viral para direciona-los para antigenos
associados a tumores (TAAs) expostos a superficie. A estrutura CAR evoluiu de uma composigéo
inicial envolvendo apenas o dominio de sinalizagdo CD3 (apelidado de “CAR de primeira geragao”)
para formas mais complexas nas quais os endodominios coestimulatérios foram adicionados,
dando origem a sinalizagéo de segunda geragao (por exemplo, CD3 mais 41BB ou CD28 dominios)
e CARs de terceira geragao (por exemplo, dominios de sinalizagdo CD3, mais 41BB e CD28) que
tém aumentado a persisténcia e proliferacdo de células T. CARs também foram construidas para
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atingir peptideos especificos dentro do contexto de moléculas de antigeno leucocitario humano,
potencialmente permitindo o direcionamento de moléculas intracelulares para o combate as células
carcinogénicas (NEWICK et al., 2017).

Diversos experimentos clinicos com a terapia CART-T vém desenvolvendo expressar
receptores antigénicos (CTL019) contra células neoplasicas, esses receptores aplicados como
tratamento de leucemias em remissao obtiveram resultados satisfatérios. Com seu uso terapéutico
contra leucemias permite uma maior especificidade, pois diferente dos demais tratamentos as
CAR-T nao afetam as células normais, mas apenas as células alvo, porém esses resultados foram
definidos apenas em portadores com o estado em remissao ou refrataria das leucemias (LIM, 2017).

As CAR-T promovem uma citotoxicidade por granzimas e perforinas agindo com uma
deplecéo seletiva das células neoplasicas (figura 2). (JACKSON, 2016)

ceflectis
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Figura 2: Mecanismo de agéo das CAR-T em células neoplasicas. Fonte: SHU. Seton Hall University,2015.
A relagao entre a CAR-T e a CRISPR-Cas9 para o tratamento da leucemia mieloide crdnica,
vem de algumas limitacbes na agdo das CAR-T, incluindo o processo demorado e caro para sua

producao, a presenca de moléculas intrinsecas de antigeno leucocitario humano (HLA) das células
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CAR-T reconhecidas como moléculas HLA estranhas que desencadeiam uma rapida rejeicao
imunolégica em receptores especificos que impede sua aplicagdo em ambiente alogénico e a
dificuldade de uma coleta de boa qualidade. Essas limitacbes levaram a ideia de produzir CAR-T
universais, geneticamente modificadas através da técnologia CRISPR-Cas9 para a delecéo ou
edicdo dos genomas dos receptores que sdo induzidos a apoptose assim que se ligam com as células
tumorais, fornecendo um possivel tratamento para superar essas limitacbes contra a leucemia
mieloide crénica, simplificar a produgdo das CAR-T e uma alta taxa de disponibilizagdo. Estudos
indicam uma melhora na eficacia antitumoral e nos resultados clinicos dos pacientes com cancer
com o uso das CAR-T universais. A uniao entre essas duas técnicas elucidada nos estudos clinicos
dos tratamentos de leucemia mieloide crénica e linfoide, evidenciaram uma resposta positiva quanto
ao seu potencial terapéutico (HAY E TURTLE, 2018; LEVINE et al., 2017; MOLLANOORIA et al.,
2018).

Conclusao

Dado como um possivel sucesso da relacdo das terapias CAR-T e CRISPR-Cas9 para
a utilizacdo no tratamento para leucemia mieloide crénica entre outras leucemias e carcinomas,
estudos evidenciaram que € possivel a uniao das técnicas para promover uma resposta antitumoral
com eficacia e maior seguranca, proporcionando um prognostico melhor. Ainda assim alguns fatores
como a citotoxicidade do tratamento a longo prazo, quantidade de doses, tempo entre elas e a
adaptacao da terapia para que a doencga possa ser reduzida ou isenta. Desta forma o avango das
pesquisas € indispensavel para garantir maior aplicabilidade, sensibilidade, eficacia e a uma maior
viabilidade dessas terapias para que possam estar no mercado com maior acessibilidade e em menor
tempo possivel.
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