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RESUMO

Desde sua descoberta, o sistema CRISPR/Cas9 tem sido utilizado para identificar
oncogenes e outros mediadores do cancer. Nesse sentido, tal ferramenta tornou-se
relevante para pesquisas oncolégicas. O objetivo do presente estudo foi realizar uma
revisdo da literatura para avaliar e mapear a eficiéncia do sistema CRISPR-Cas
(SHERLOCK e DETECTR) no diagnéstico do cancer considerando a precisao
diagnostica, progressdo da doencga, taxa de sobrevida, necessidade de tratamentos
agressivos e custos de saude ao longo do tempo. A revisdao contou com pesquisas
feitas nas bases de dados: National Library of Medicine (PubMed), Science Magazine,
Science Direct e Nature. Os descritores utilizados na pesquisa foram: Diagnostic,
CRISPR-Cas, Cancer, Neoplasm, Diagnosis, Diagnostic test, SHERLOCK, DETECTR,
Crispr, Detection, Reporter, Cas12, Cas13, Cas12a, Cas13a, C2c2 e Cpf1. Utilizou-se
como critérios de inclusdo artigos publicados nos ultimos 8 anos (2017 a 2024) que se
apresentem em portugues ou inglés. Como critérios de exclusao foram eliminados por
titulo, ou resumo, os estudos que nao possuiam coeréncia com o tema, artigos fora do
intervalo temporal, ou que estivessem duplicados. A pesquisa inicial identificou 2057
artigos em diversas bases de dados. Apos a exclusdo manual dos artigos duplicados e
triagem de resumos, 90 artigos passaram para a leitura integral, o que resultou em 15
artigos selecionados para extracdo de dados. O principal objetivo desses estudos
selecionados foi explorar a eficacia e precisdo das ferramentas CRISPR para detectar
mutagdes genéticas e biomarcadores associados ao cancer, com énfase em
diagndsticos menos invasivos e personalizagdo de tratamentos. As amostras incluiram
DNA gendmico de pacientes com cancer, focando na detecgdo de mutagdes associadas
a diferentes tipos de cancer, como cancer de ovario e mama. Os dados coletados
indicaram que, além de melhorar a preciséo diagnostica, esses métodos tém o potencial
de impactar positivamente a progressdo da doenca e a taxa de sobrevida, reduzindo
também a necessidade de tratamentos agressivos e, desta forma, poderao transformar

a abordagem atual ao diagnéstico e tratamento do cancer.

Palavras-chave: Diagnostico do cancer, SHERLOCK, DETECTR, CRISPR-Cas12a,
CRISPR-Cas13a e CRISPR-Cas.
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1 INTRODUGAO

O tumor é uma proliferagdo anormal de células, podendo ser classificado
como benigno ou maligno. O tumor benigno é aquele localizado, que nao invade o
tecido normal circundante, nem se espalha para locais distantes do corpo, e
geralmente podem ser removidos cirurgicamente. Ja o tumor maligno é aquele
capaz de invadir o tecido normal circundante e se espalhar por todo o corpo através
do sistema circulatério ou linfatico (metastase), podendo assim ser chamado de
cancer propriamente dito (Cooper, 2000; Klaunig, 2020).

Conforme dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para o
triénio 2023- 2025 aponta que ocorrerao 704 mil casos novos de cancer, 483 mil se
excluidos os casos de cancer de pele ndao melanoma. O céncer de pele nao
melanoma é estimado como o mais incidente, com 220 mil casos novos (31,3%),
seguido pelos canceres de mama, com 74 mil (10,5%); prostata, com 72 mil (10,2%);
coélon e reto, com 46 mil (6,5%); pulmao, com 32 mil (4,6%); e estbmago, com 21 mil
(3,1%) (INCA, 2022).

O sistema CRISPR-Cas, conhecido por sua capacidade de edigdo de genes,
€ baseado no sistema de defesa natural de bactérias, ele utiliza proteinas como a
Cas9 para cortar o DNA em locais designados, guiado por uma molécula de RNA.
Essa tecnologia tem sido amplamente aplicada na pesquisa genética, tratamento de
doencas e, mais recentemente, em diagnodsticos medicos, devido a sua alta preciséo
e eficiéncia (Peipei et al., 2021). O sistema permite a deteccdo em tempo real de
alteragdes genéticas associadas ao cancer, utilizando a clivagem dirigida de acidos
nucleicos para gerar sinais que indicam a presenga de mutacdes especificas. Isso
torna o CRISPR uma alternativa promissora para diagnésticos nao invasivos, como
a biopsia liquida, e para o monitoramento da resposta ao tratamento (Nayak et al.,
2023).

Recentemente, as tecnologias de edigdo genética baseadas em
CRISPR-Cas, como os sistemas SHERLOCK e DETECTR, surgiram como
ferramentas promissoras, oferecendo maior sensibilidade e especificidade no
diagndstico de mutagdes associadas ao cancer (Hillary e Ceasar, 2023; Wang et al.,
2022).



7

O intuito do presente estudo foi realizar uma revisao da literatura para avaliar
e mapear a eficiéncia do sistema CRISPR-Cas (SHERLOCK e DETECTR) no
diagnostico do cancer considerando a precisao diagnostica, progressao da doenga,
taxa de sobrevida, necessidade de tratamentos agressivos e custos de saude ao
longo do tempo. Desta forma, utilizamos como pergunta central deste trabalho: “Em
pacientes com cancer ou suspeita de cancer, o sistema CRISPR-Cas é uma
ferramenta eficiente para o diagndstico do cancer?”. Com isso, espera-se que 0
presente estudo contribua para a identificagdo de novas perspectivas no uso clinico
do CRISPR-Cas, ampliando o conhecimento sobre sua aplicabilidade na oncologia

moderna.



2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1 Epidemiologia do cancer

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC,
2022) ocorreram 20 milhées de novos casos de cancer no mundo em 2022
(incluindo canceres de pele nao melanoma (NMSCs), e 9,7 milhdes das mortes
foram atribuidas ao cancer. Estimativas sugerem que aproximadamente 1 em 5
individuos irdo desenvolver algum tipo de cancer ao longo da sua vida. E que cerca
de 1 em cada 9 homens e 01 em cada 12 mulheres morrem por causa dele. Existem
previsdes baseadas em demografia indicando que o numero de novos casos de
cancer chegara a 35 milhdes até 2050 (Bray et al., 2024).

No Brasil, na ultima década, houve um aumento de 20% na incidéncia de
cancer e espera-se que, para 2030, ocorram mais de 25 milhdes de casos novos. A
estimativa para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos
de cancer, 483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Este &
estimado como o mais incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos
canceres de mama, com 74 mil (10,5%); préstata, com 72 mil (10,2%); célon e reto,
com 46 mil (6,5%); pulmao, com 32 mil (4,6%); e estbmago, com 21 mil (3,1%) casos
novos (INCA, 2022). O perfil desta incidéncia reflete a diversidade das Regides
geograficas, coexistindo padrbes semelhantes ao de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. A vigilancia do cancer € um elemento crucial para planejamento,

monitoramento e avaliagdo das ag¢des de controle do cancer (Santos et al., 2023).

1.2 Etiologia do cancer

Embora ndo exista uma causa claramente definida para todos os tipos de
canceres, esta bem documentado que os agentes carcinogénicos contribuem para
muitos tipos de cancer em humanos. Estes agentes se enquadram em varios
grupos, que podem ser categorizados como infecciosos, quimicos, radiagao

eletromagnética e imunossupressores (HIV e medicamentos imunossupressores).



Além disso, varias centenas de produtos quimicos foram demonstrados como
carcinogénicos em humanos. (Hill, 2019).

A epigenética, a qual envolve modificagdes no DNA que afetam a expressao
génica sem alterar a sequéncia do DNA, também desempenha um papel importante
na carcinogénese, influenciando a maneira como os genes s&o ativados ou
desativados, desta forma, alguns canceres podem ser evitaveis (Sengupta et al,
2021). O desenvolvimento do cancer raramente pode ser atribuido a uma unica
causa, a predisposi¢cao genética confere riscos significativos para o desenvolvimento
de céancer, e este pode ser aumentado pela exposigdo a carcindgenos,

imunossupressores ou causas ambientais/iatrogénicas. (Liu et al., 2021).

1.3 Métodos de diagnodstico

Apesar da relevancia mundial do cancer e dos avangos tecnoldgicos, a taxa
de sobrevivéncia nos pacientes acometidos por essa enfermidade ainda é baixa e,
um dos motivos que levam a isso, € o diagnostico tardio da doenga. O método mais
comum para diagndstico do cancer é a bidpsia, que se baseia em uma tecnologia de
mais de 100 anos, e consiste na analise histologica e citologica de materiais
retirados da massa tumoral. Além disso, os exames de imagem comumente
utilizados para triagem e diagnostico (como ultrassom e ressonancia magnética) se
mostram ineficientes para identificacdo do cancer em estagios iniciais (Jayanthi et
al., 2017).

As células malignas produzem substancias biolégicas e essas podem ser
detectadas tanto nas células tumorais como no sangue, na urina ou em outros
fluidos corporais, essas substancias se encontram super expressas devido ao
aparecimento e crescimento do céancer. Essas ao serem dosadas podem ser
utilizadas para a detecgcdo do cancer e sdo assim chamadas de biomarcadores
(Nazareth et al., 2021). Até o momento, inumeros biomarcadores ja foram
identificados para diferentes tipos de cancer, podendo eles serem intracelulares ou
extracelulares. Os biomarcadores sao considerados confidveis para o diagndéstico e

prognostico da doenca e estao listados em varios bancos de dados de referéncia de
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cancer, como por exemplo o NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Entre os biomarcadores podemos citar DNA, RNA, horménios, enzimas,
glicoproteinas, glicolipideos, moléculas do sistema imune, antigenos e oncogenes
(Jayanthi et al., 2017).

Um diagndstico de cancer € propenso a diagndsticos errados e diagnosticos
tardios até atingir um estagio avangado. Um diagnédstico tardio pode limitar as
opgoes de terapia disponiveis em comparagdo a quando o cancer € detectado em
seus estagios iniciais. A semelhanga nas caracteristicas fisicas entre canceres
comuns e raros muitas vezes resulta no diagnostico inadequado e impreciso deste
ultimo. Notavelmente, as analises moleculares e quimicas emergem como mais
eficazes para facilitar a detecgdo precoce da progressdo de tumores raros
(Christyani et al., 2024).

1.4 Sistema CRISPR-Cas

O sistema CRISPR (Repeticdes Palindrobmicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespagadas, do termo em inglés, Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) se tornou ao longo dos anos uma ferramenta promissora
para a edicdo genética (Santos, 2016: Caetano et al., 2019). O locus CRISPR foi
descrito pela primeira vez em Escherichia coli em 1987, e proteinas associadas ao
CRISPR foram identificadas em 2002 (Peipei et al., 2021).

A aplicacdo da edicdo do genoma e da engenharia genética promoveu
rapidamente o desenvolvimento do sistema CRISPR-Cas. Zhang, em 2013,
conseguiu fazer com que CRISPR fosse utilizada em células humanas, e com isso
recebeu a primeira patente norte-americana sobre a técnica. Isto demonstrou que o
CRISPR é uma técnica que tem um potencial muito grande a ser explorado, devido a
ser um método muito preciso, eficiente e possui um custo relativamente menor em
comparagao as outras técnicas (Santos, 2016; Caetano et al., 2019).

Esta técnica vem sendo explorada por varios laboratérios para editar os
genomas e o RNA de diferentes espécies, incluindo Caenorhabditis elegans, fungos
filamentosos, bactérias, arroz, peixe-zebra, ratos e humanos (Peipei et al., 2021).

Além disso, o ensaio baseado em CRISPR/Cas9 foi utilizado para detectar o Zika
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virus em 2016 e, em 2017, foi identificado o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina. A nuclease desativada (dCas9) perde a atividade de clivagem do DNA da
nuclease Cas9 e retém a capacidade de ligagdo ao DNA alvo, que facilita o
rastreamento de loci especificos de acido nucleico e a manipulagédo para deteccao
de acido nucleico por uma fusdo de dominio de leitura de sinal dCas9/sgRNA (Katti
et al., 2022).

Uma de suas aplicagbes mais relevantes atualmente € no diagndstico de
doencgas infecciosas e nao infecciosas. Desde sua descoberta inicial, 6 tipos e 22
subtipos de sistemas CRISPR foram descobertos e explorados. Os sistemas
CRISPR de diagnéstico sao mais frequentemente derivados dos tipos Il, V e VI.
Diferentes tipos de sistemas CRISPR-Cas que foram identificados em diferentes
microrganismos podem ter como alvo o DNA (por exemplo, enzimas Cas9 e Cas12)
ou RNA (por exemplo, enzima Cas13). Doengas virais, bacterianas e nao
infecciosas, como cancer, podem ser diagnosticadas usando a atividade de clivagem
das enzimas CRISPR dos tipos acima mencionados (Hillary et al., 2023). Testes de
diagndstico usando enzimas Cas12 e Cas13 ja foram desenvolvidos para detecgao
do virus SARS-CoV-2 emergente. Além disso, os testes de diagndstico CRISPR
podem ser realizados usando reagentes simples e ensaios de fluxo lateral baseados
em papel, o que pode reduzir significativamente os custos laboratoriais € do paciente
(Vangah et al, 2020).

O sistema CRISPR/Cas9 também pode ser utilizado para bloquear a
resisténcia a medicamentos, pois pode identificar com sucesso interagbes genéticas
sinérgicas. Alteracbes na expressao geneética pos-tratamento, bem como genes
identificados associados a resisténcia a medicamentos direcionados, podem ser
revelados por abordagens de triagem de genoma funcional usando o sistema
CRISPR. Isso oferece o potencial de oferecer novos insights sobre o
desenvolvimento do cancer com a identificagdo de novos biomarcadores de terapia
de precisao (Tian et al., 2019). Sendo assim, determinar genes sensiveis por meio
do uso de diagndsticos genéticos € crucial para a prevengao do cancer. O sistema
de diagndstico baseado em CRISPR SHERLOCK, foi estabelecido e usado com

sucesso para tais necessidades (Khambhati et al. 2019).
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1.5 Ferramentas de diagnéstico baseadas em CRISPR; SHERLOCK E DETECTR

As desvantagens associadas as estratégias de diagndstico atuais, como
testes sorologicos e testes baseados em acido nucleico, levaram os pesquisadores a
desenvolver técnicas baseadas em CRISPR, ensaios DETECTR e SHERLOCK, que
se distinguem por serem dirigidas ao DNA e RNA, respectivamente (Chen et al.,
2019).

Ferramentas de diagnostico disponiveis comercialmente baseadas em CRISPR

Sistema/Instrumento de Diagnostico Tipo CRISPR Empresa de fabricacao
Testes de diagnostico DETECTR Vv Biociéncias de mamute
Testes de diagnostico SHERLOCK VI SHERLOCK

Produtos CRISPR/Cas9 para edigdo genética Il Sigma-Aldrich

O SHERLOCK é amplamente utilizado em muitas areas. No campo médico,
pode ser usado para detectar doengcas como infeccao pelo ZIKA virus. Também
pode medir a carga viral, distinguir entre diferentes cepas e até diferenciar as cepas
do Zika de Honduras, da Republica Dominicana e dos Estados Unidos. Além disso,
€ usado para genotipagem do DNA humano e identificacdo de mutagdes de cancer
de baixa frequéncia no DNA livre de células. Na agricultura, é aplicado na detecg¢ao
de patdégenos em genomas de animais e plantas, como os genes de resisténcia ao
glifosato na soja. Em termos de protegao ambiental, o SHERLOCK pode detectar
metais pesados e outras substancias prejudiciais. A tecnologia também comecgou a
ser usada para COVID-19 (Cheng, 2024).
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Atividade de clivagem de Cas12 e Cas13. Na tecnologia DETECTR, apos ligar o
complexo Cas12-crRNA ao seu alvo (dsDNA), a atividade de nuclease colateral do
Cas12 leva a clivagem da molécula repérter de forma nao especifica, apds a qual o
sinal fluorescente é detectavel. Na tecnologia SHERLOCK, Cas13a guiado pelo
unico RNA CRISPR (crRNA) para clivar ssRNA ou mRNA e 0 mesmo processo
ocorre (Vangah et al, 2020).

No entanto, a abordagem baseada em CRISPR tem mais algumas vantagens
sobre gRT-PCR, incluindo tempo de resposta rapido, amplificacdo de sinal
isotérmica que evita a necessidade de termociclagem, especificidade de alvo de
nucleotideo unico, incluindo tiras de fluxo lateral (Huang, 2018). O DETECTR é
vendido pela Mammoth Biosciences, e seus kits de diagndstico sdo programaveis
para uma ampla gama de infecgbes virais e bacterianas, bem como diagndstico de

cancer (Mammoth Biosciences, 2020).
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2 METODOLOGIA

O estudo foi conduzido de acordo com a metodologia proposta pelo Joanna
Briggs Institute (JBI) para revisées de escopo e seu relato seguiu as recomendacgdes
propostas pelas diretrizes estabelecidas pelo Preferred Reporting Iltems for
Systematic reviews and Meta-Analyses extension for Scoping Reviews (PRISMA-
ScR). O PRISMA constitui um conjunto padronizado de itens baseado em
evidéncias, projetado para auxiliar pesquisadores na elaboragao de relatorios claros
e abrangentes em revisbes sistematicas, de escopo e meta-andlises. Essas
diretrizes sdo amplamente reconhecidas por sua utilidade na avaliagdo dos

beneficios e potenciais danos de intervengdes na area da saude

(https://www.prisma-statement.org/)

2.1 Critérios de elegibilidade

Foram considerados elegiveis para o estudo: 1) estudos que utilizaram as
ferramentas CRISPR SHERLOCK e DETECTR para o diagnodstico de cancer; 2)
estudos que abordavam a detecgdo de acido nucleico para testes de diagndstico e
prognéstico baseados em CRISPR com possivel aplicagdo na detecg¢ao de cancer.

Os critérios de exclusdao aplicados consistiram em filtros adicionais para
eliminar estudos que nao tratavam do diagndstico de cancer, como aqueles focados
em tratamento, bem como estudos que ndo envolviam as tecnologias SHERLOCK,
DETECTR, CRISPR-Cas12a e CRISPR-Cas13a.

Nao foram aplicadas restricbes de idioma e o periodo de publicacao foi
definido entre 2017 a 2024. Os estudos selecionados foram agrupados com base na
metodologia empregada, tipos de amostras testadas, especificidade e sensibilidade
dos testes diagndsticos, permitindo uma visdo abrangente e comparativa dos

resultados encontrados na literatura.


https://www.prisma-statement.org/
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2.2 Fontes de informacao e estratégia de busca

Foi realizada uma busca de forma independente seguindo os critérios de
selegcdo estabelecidos pelo guia de orientagdo PRISMA-2020. As buscas de estudos
foram realizadas em seis bases de dados principais: PubMed, Sciencedirect, Nature,
Science e Scielo.

As estratégias de busca foram elaboradas inicialmente utilizando os
descritores "Cancer", "Diagnostic test" e "CRISPR cas". Posteriormente, durante a
triagem e selecdo dos estudos, foram incluidos filtros adicionais, como
"SHERLOCK", "DETECTR", "CRISPR-Cas12a" e "CRISPR-Cas13a", assim como
sindbnimos relacionados: "cancer", "diagnosis", "teste de diagndstico", "SHERLOCK",
"DETECTR", "diagndstico", "CRISPR" e "detecc&o". Estes descritores e seus
sinbnimos garantiram uma abrangéncia nas buscas, permitindo identificar estudos
relevantes para o diagnostico de céancer utilizando as tecnologias CRISPR

mencionadas.

2.3 Coleta dos dados

O processo de selegdo para a pesquisa incluiu hierarquicamente um
procedimento de coleta de dados em trés etapas para identificar os estudos
relevantes: (1) analise e seleg&o utilizando descritos; (2) analise e seleg&o da leitura

dos resumos; e (3) analise e selecdo pela leitura completa dos textos elegiveis.

2.4 Analise dos dados

A selecdo dos estudos incluidos passou por trés etapas: leitura dos titulos e
resumos dos estudos incluidos apds a exclusédo das duplicatas; leitura na integra de
todos os estudos que atenderam aos critérios de elegibilidade (Uso dos Sistemas
CRISPR no diagndstico do Cancer); e busca em todas as referéncias dos artigos
incluidos na etapa anterior para identificar artigos que pudessem atender aos

critérios de inclusao por meio de descritores.



16

Os descritores utilizados no processo de triagem e leitura dos artigos foram
relacionados ao diagnostico de cancer e a tecnologia CRISPR adaptada ao idioma
inglés, ja que todos os artigos estavam nesse idioma; Diagnostic, CRISPR-Cas,
Cancer, Neoplasm, Diagnosis, Diagnostic test, SHERLOCK, DETECTR, Crispr,
Detection, Reporter, Cas12, Cas13, Cas12a, Cas13a, C2c2 e Cpf1.

2.5 Aspectos éticos
Por se tratar de um estudo com fonte de dados secundarias e que analisa

evidéncias de estudos primarios, ndo foi necessario submeter ao Comité de Etica

em Pesquisa (CEP).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao dos estudos
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A varredura inicial nos bancos de dados de publicagdes sobre cancer e

CRISPR retornou 2057 artigos potencialmente elegiveis nas bases de pesquisa,

sendo distribuidos da seguinte forma: PubMed Central: 19; Science direct: 1628;

Nature: 230; Science: 180; e Scielo: 0. O diagrama dos dados da selegdo dos
estudos é mostrado na Figura 1. Posteriormente, houve a exclusdo de 185 artigos
duplicados de forma manual, restando 1872. Assim, 90 artigos foram potencialmente
elegiveis para inclusdo na triagem de resumos. Apds a triagem de resumos, 69
artigos foram excluidos, restando 21 artigos para serem lidos integralmente. Destes,

6 foram excluidos por nao abordarem conceitos relevantes para o alcance dos

objetivos da revisao, restando 15 artigos para extracdo de dados.

Identificagdo

Triagem

|' Identificagdo dos estudos através de bases de dados e registos |

Regisios identificados afravés de®;
Bases de dados
Pubmed = 19
Science direct = 1628
Mature = 230
Science = 180
Sciglo =0
Registos (n = 2057 )

Registos removidos anfes da
triagem:
Duplicados (n = 183)
Assinalados como ndo
elegiveis pelas ferramentas
automalizadas
n=0)
Cutras razdes (n=0)

Registos em triagem
(n=1872)

|

Registos excluidos
(n=1782)

Publicactes pesquisadas para se
manteram
(n=90)

|

Publicagies retiradas pela
leitura do texto completo
(n=58)

Publicagbes avaliadas para
elegibilidade
{n=21)

Incluide

Tatal de estudos incluidos na revisao;
(n =15}

Artigos excluidos por ndo
abordarem conceitos relevantes
para o alcance dos objetivos:
(n=6)
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Figura 1. Fluxograma do processo de selecao dos estudos adaptado do PRISMA.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.2 Caracteristicas dos estudos

Os artigos incluidos neste estudo foram conduzidos em diferentes paises: 05
nos Estados Unidos, 04 na india, 02 no Ird, 02 na China, 01 em Singapura e 01 na
Holanda, sendo publicados entre 2017 e 2024 (Grafico 1). A maioria utilizou métodos
avangados de deteccdo genética e explorou as potencialidades diagndsticas de
sistemas CRISPR para monitoramento em tempo real e medicina personalizada,
destacando as inovagdes em precisado diagnodstica. As amostras incluidas eram tanto
de DNA gendmico de pacientes com cancer, como de células de linhas especificas,
todas com foco na detecgcao de mutagdes associadas a diferentes tipos de cancer,
como cancer de ovario e mama.

Dos 15 artigos analisados, 07 foram de estudos experimentais focados no
diagndstico e terapia do cancer, e utilizaram tecnologias de edi¢do genética como
SHERLOCK e DETECTR; 08 eram artigos de revisdes sistematicas, sobre o uso
dessas ferramentas no estudo da biologia do cancer; e em 01 estudo foi proposto a
metodologia para o uso de sistemas CRISPR em detecgdo ultra sensivel de

mutacdes.

Contagem de Paises
Singapura

Holanda

EUA

China

india
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Grafico 1. Distribuicdo dos artigos publicados entre 2017 e 2024 relacionados com o

uso da tecnologia CRISPR Cas para o diagndstico de cancer. Fonte: O autor.

A Tabela 2 mostra um compéndio dos 15 artigos selecionados no presente

estudo que investigaram o uso de tecnologias CRISPR-Cas, como SHERLOCK e

DETECTR, no diagndstico e tratamento do cancer. As conclusées destacam o

potencial dessas tecnologias para melhorar a detecgéo precoce de doengas e a

abordagem clinica.

Tabela 2. Artigos selecionados que exploram a versatilidade dos sistemas CRISPR-Cas na

deteccao e monitoramento de mutagdes associadas ao cancer, destacando sua capacidade

de aperfeigcoar o diagndstico molecular e clinico, periodo de 2017 a 2024.

Autor/Ano

Estudo

Base de
dados

Objetivo

Conclusao

Kaminski et
al., 2021

Ahmadi et al.,
2023

Katti et al.,
2022

EUA

Ird

EUA

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Revisao

Nature

Nature

Nature

Investigar a
eficiéncia dos
diagnosticos CRISPR
para detecgao de
RNA relevante para
doengas, incluindo
cancer.

Explorar o uso de
CRISPR-Cas9 para
deteccao de
mudancas na
sequéncia do cancer
e deteccao de
mutacgbes como
TP53 em cancer de
ovario.

Revisar o uso do
CRISPR para
diagndstico e
tratamento do
cancer, incluindo

Os diagndsticos
CRISPR sao eficazes
na deteccao de mRNA
e miRNAs associados
ao cancer e outras
doengas,
demonstrando alta
sensibilidade e
especificidade, com
potencial de uso na
medicina
personalizada.

CRISPR-Cas9 detectou
mutacdes com alta
precisao e
sensibilidade,
mostrando-se superior
aos métodos
tradicionais e
apresentando-se
como ferramenta
promissora para
diagndsticos menos
invasivos.

CRISPR é uma
ferramenta poderosa
para estudo da
biologia do cancer e
desenvolvimento de




Autor/Ano

Pais

Tipo de
Estudo

Base de
dados

Objetivo

20

Conclusao

Shi et al., 2021

Gootenberg et
al.,, 2017

Zhang et al.,
2021

Sornambikai
et al., 2023

EUA

EUA

EUA

india

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Revisao

Revisao

Science

Science

Science
Direct

Science
Direct

knockout de genes e
triagem de
mutacgdes.

Desenvolver o
sistema CONAN,
uma rede de
amplificagao
autocatalitica
baseada no sistema
CRISPR-Cas12a, para
diagnosticos
ultrassensiveis de
DNA.

Introduzir o sistema
SHERLOCK para
detecgao de acidos
nucleicos com alta
sensibilidade e
especificidade.

Explorar a eficiéncia
dos sistemas
CRISPR-Cas na
detecgédo de
mutacoes
relacionadas ao
cancer.

Revisar o potencial
dos biossensores
CRISPR-Cas para
deteccao precoce de
biomarcadores do

terapias,
possibilitando a
identificacdo de alvos
terapéuticos e
vulnerabilidades
genéticas.

O sistema CONAN
mostrou-se altamente
eficaz na detecgéao de
mutagdes somaticas
associadas ao cancer,
com sensibilidade até
seis ordens de
magnitude superiores
ao sistema Cas12a
convencional,
detectando
concentragdes de
DNA tdo baixas
quanto 5,0 aM.

O SHERLOCK foi
capaz de detectar
mutagdes associadas
ao cancer em
concentragcdes muito
baixas, demonstrando
alta precisao e
potencial para
diagndsticos
moleculares e
genotipagem.

Os sistemas
SHERLOCK e
DETECTR
demonstraram alta
precisdo na detecgdo
de mutagdes em DNA
e RNA, indicando seu
potencial para
diagndsticos clinicos
de cancer.

Biossensores
CRISPR-Cas13a
detectaram miRNA-21
com alta
sensibilidade,




Autor/Ano

Tipo de Base de

Objetivo

21

Conclusao

Anitha et al.,
2024

Nayak et al.,
2023

Zhou et al.,
2024

Estudo dados

o . Science
India Revisao .
Direct
0 Pesquisa Science
India . .
experimental ' Direct
. L. Science
China | Revisao )
Direct

cancer de mama.

Investigar o uso de
ferramentas
CRISPR-Cas no
diagnostico do
cancer bucal.

Explorar o potencial
do sistema
CRISPR-Cas e células
T CAR projetadas no
diagnéstico e
tratamento de cancer
de mama
triplo-negativo.

Explorar as
tendéncias e
desafios das
estratégias de
deteccao de acido
nucleico utilizando
CRISPR/Cas.

superando métodos
convencionais, e
mostraram potencial
para diagnoésticos
clinicos rapidos e
acessiveis.

A tecnologia
CRISPR-Cas tem o
potencial de
revolucionar o
diagnostico
oncoldgico,
permitindo a detecgao
precoce de lesdes
malignas e
potencialmente
malignas, com alta
precisao, sensibilidade
e especificidade.

CRISPR-Cas pode
revolucionar o
diagndstico e
tratamento de TNBC,
com grande potencial
para ser uma
ferramenta padrdo no
diagndstico clinico,
apesar dos desafios
como efeitos fora do
alvo e entrega
eficiente de reagentes.

Estratégias de
deteccgao baseadas
em CRISPR/Cas,
como CPNVQVBC e
ECL, sdo promissoras
para o diagnostico do
cancer devido a sua
alta precisao e
sensibilidade,
permitindo a
quantificagao de
mutacoes de cancer
em amostras de DNA.




Autor/Ano

Tipo de
Estudo

Base de
dados

Objetivo

22

Conclusao

Yang & Zhang,
2023

Shariq et al,,
2023

Riet et al.,,
2022

Vangah et al.,,
2020

China

india

Holan
da

Ira

Revisdo

Revisao

Pesquisa
experimental

Revisao

Pubmed

Pubmed

Pubmed

Pubmed

Explorar a
versatilidade do
sistema CRISPR/Cas
para triagem,
diagnostico e
tratamento clinico do
cancer.

Revisar abordagens
diagnosticas
baseadas em
CRISPR-Cas para
deteccao de
doengas, incluindo
cancer.

Investigar a
expressao diferencial
de CRISPRs no
genoma humano
entre tecidos
malignos e normais
adjacentes ao tumor.

Explorar a aplicagéo
do sistema
CRISPR/Cas9 como
ferramenta
diagnostica para
cancer e outras
doengas.

CRISPR/Cas oferece
novas esperangas
para a triagem,
diagnostico precoce e
tratamento clinico do
cancer, com potencial
para revolucionar o
diagnostico
oncoldgico,
destacando
tecnologias como
CRISPR/Cas13 para
deteccao precoce de
biomarcadores.

Ferramentas
CRISPR-Cas tém
potencial para
transformar o
diagndstico do cancer,
oferecendo solugbes
rapidas, acessiveis e
de facil
implementagao, com
alta sensibilidade e
especificidade.

hCRISPRs sado
expressos
diferencialmente entre
tecidos malignos e
normais, sugerindo
seu potencial como
biomarcadores no
diagndstico do cancer,
com oportunidades
para desenvolver
testes de ponto de
atendimento
acessiveis e eficazes.

CRISPR/Cas9 é uma
ferramenta
promissora para
diagnostico precoce e
preciso de cancer,
com potencial para
revolucionar a
abordagem de
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Tipo de Base de

Autor/Ano Pais Estudo dados

Objetivo Conclusao

diagnostico em
diversas condi¢des
médicas, incluindo a
identificagédo de
biomarcadores de
terapia de precisao.

O sistema FELICX,
utilizando
CRISPR-Cas12, é uma
ferramenta eficiente
para diagnéstico do
cancer, oferecendo

Avaliar a eficiéncia
do método FELICX
para detecgao de

Aggarwal et Singa @ Pesquisa acidos nucleicos e
99 9 q . Pubmed | , alta especificidade e
al., 2023 pura experimental livres de células no o
sensibilidade,
SOro como . ~
. permitindo a detecgao
biomarcadores de , . .. i
R rapida e ndo invasiva
cancer.

de biomarcadores de
cancer em fluidos
corporais.

Fonte: Elaboracéo do autor (2024).

O CRISPR-DS (CRISPR Duplex Sequencing) é uma técnica que combina o
sistema CRISPR-Cas9 com o sequenciamento duplex para detectar mutacdes
genéticas com alta precisdo e sensibilidade. Quando pareado com sequenciamento
duplex que incorpora cédigos de barras de DNA de fita dupla para evitar erros no
sequenciamento, a fragmentagdo mediada por Cas9 permite o sequenciamento
direcionado de regides gendmicas mesmo com muito pouca entrada de DNA
(denominado CdCas9/sgRNA para deteccao de mutagbes p53 em tumores
ovarianos). Isso possibilita a identificacao precisa de mutagbes em genes criticos,
como o TP53, com alta sensibilidade, facilitando o diagndstico precoce e a analise
de amostras de bidpsia liquida (Sung et al., 2021: Katti et al., 2022).

Métodos como DETECTR, HOLMES e SHERLOCK utilizam amplificagdo
isotérmica, como RPA e LAMP, ao invés de PCR convencional, permitindo a
detecgcdao de DNA em concentragdes extremamente baixas, até 10™® mol/L, sem a
necessidade de ciclos térmicos. Essas inovagdes tém gerado grande interesse na

comunidade cientifica pela sua eficiéncia e praticidade (Kaminski et al., 2021).
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A fragmentacdo de DNA direcionada por CRISPR-Cas9 pode ser usada
como um meio de localizar as mudangas na sequéncia especifica do cancer. Por
exemplo, CRISPR/Cas9 pode detectar sequéncias de microssatélites, chamadas
repeticdes curtas em tandem (STRs), que podem servir como marcadores de cancer.
Em comparacgao, o sequenciamento de STR mediado por CRISPR/Cas9 é capaz de
analisar com precisao e sensibilidade mais de 2000 STRs em paralelo (Ahmadi et
al., 2023).

Ahmadi et al. e Katti et al. concentraram-se na detec¢cdao de mutagdes
especificas do cancer utilizando tecnologias como CRISPR-DS, SHERLOCK e
DETECTR. Kaminski et al. exploraram diagnosticos baseados em CRISPR para
deteccdo de mMiRNAs e mRNAs em doengas como o cancer e rejeicao de
transplante. Gootenberg et al. (2017) utilizaram o sistema SHERLOCK, baseado em
Cas13a, na deteccdo altamente sensivel de mutacbes como EGFR L858R e BRAF
V600E em amostras de cfDNA (DNA livre circulante € o DNA que circula livremente
no plasma sanguineo, fora das células, e pode se originar de varias fontes, incluindo
células normais, tumorais, fetais, ou células que morreram por apoptose ou
necrose), mesmo em concentragdes alélicas tdo baixas quanto 0,1% do DNA total. A
robustez do SHERLOCK demonstrou o potencial dessa tecnologia para diagndsticos
precisos e acessiveis em contextos clinicos e de pesquisa.

Zhang et al. (2021) ampliaram essa discussao ao abordar como os sistemas
CRISPR-Cas12 e Cas14, além do Cas13, oferecem plataformas robustas para a
deteccao de DNA e RNA, respectivamente. Esses métodos, como DETECTR e
HOLMES, utilizam atividades colaterais de clivagem de acidos nucleicos para
deteccdo de mutagdes com alta precisdo. A descoberta do Cas14, com
especificidade para DNA de fita simples sem exigéncia de sequéncia PAM, amplia
ainda mais o espectro de diagndsticos moleculares possiveis com CRISPR. Por
outro lado, Sornambikai et al. (2023) focaram na aplicagéo de biossensores CRISPR
para a deteccao precoce de biomarcadores de cancer de mama. Usando o sistema
CRISPR-Cas13a, os autores demonstram uma deteccdo ultrassensivel de miRNAs,
como o miRNA-21, crucial para o prognostico do cancer de mama. A capacidade de
detectar concentracdes de até 2,6 fM de miRNA supera significativamente métodos
convencionais, sugerindo que esses biossensores podem se tornar ferramentas de

diagndstico de proxima geragao.
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Anitha et al. (2024) exploraram o uso de CRISPR no diagndstico do cancer
bucal, focando na expressao diferencial de biomarcadores bacterianos associados a
microbiota oral. O estudo destaca a importadncia do DNA bacteriano circulante
(cbDNA) como biomarcador para a detecgdo precoce de cancer bucal, sugerindo
que a diferengca entre o microbioma normal e o tumoral pode ser explorada para
desenvolver métodos diagndsticos robustos.

Nayak et al. (2023) discutem avancgos no tratamento de cancer de mama
triplo-negativo (TNBC), combinando CRISPR-Cas com células T CAR projetadas
para detecgdo e eliminacdo de células cancerigenas resistentes. Apesar dos
desafios, como efeitos fora do alvo e variabilidade genética, a integracdo de
nanotecnologia e biologia molecular oferece uma visdo promissora para tratamentos
personalizados e deteccao precisa de mutacdes associadas ao TNBC.

Zhou et al.(2024) revisaram as tendéncias e desafios na deteccdo de acidos
nucleicos usando CRISPR/Cas, enfatizando o sistema que utiliza CRISPR/Cas12a
acoplado a ”"nanorepérteres” de platina para quantificacdo visual de multiplas
mutacbes de cancer em amostras de DNA. A abordagem por
eletroquimioluminescéncia combinada com CRISPR/Cas12a mostrou-se eficaz para
a detecgéo precisa de mutagdes, sugerindo que essas tecnologias podem facilitar
diagndsticos de cancer mais acessiveis e precisos. Yang & Zhang (2023) discutiram
a versatilidade do CRISPR/Cas na triagem, diagndstico e tratamento clinico do
cancer. Tecnologias como CRISPR/Cas13 foram destacadas por sua capacidade de
detecgao precoce de biomarcadores em bidpsias liquidas, oferecendo métodos
inovadores e nao invasivos. A introducdo do sistema que utiliza Cas12a para
detectar mutagdes genéticas em amostras de cancer de forma conveniente,
especifica e rapida, com alta sensibilidade (0,001%) e em menos de uma hora.

Dentre as diversas ferramentas baseadas em CRISPR, os sistemas
SHERLOCK e DETECTR se destacam por sua alta sensibilidade e especificidade na
detecgao de biomarcadores tumorais. Estudos recentes, como os de Kaminski et al.
(2021) e Gootenberg et al. (2017), demonstram a eficacia desses sistemas na
deteccdo de RNA e DNA associados ao cancer, respectivamente. Além disso, o
sistema CONAN, desenvolvido por Shi et al. (2021) € uma rede de amplificacéo
somente CRISPR-Cas, que atua junto de um circuito de acido nucleico catalitico
alimentado por CRISPR-Cas para diagndsticos de acido nucleico ultrassensiveis,

apresentou sensibilidade até seis ordens de magnitude superior ao sistema Cas12a
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convencional, detectando concentragcdes de DNA tdo baixas quanto 5.0 aM
(attomolar).

A versatilidade dos sistemas CRISPR-Cas ¢é evidenciada pela sua aplicagao
em diferentes tipos de cancer e pela possibilidade de deteccdo multiplexada.
Estudos como o de Aggarwal et al. (2023) demonstram a capacidade do sistema
FELICX em detectar biomarcadores de cancer em amostras de soro, abrindo
caminho para diagndésticos nao invasivos. Adicionalmente, a pesquisa de Riet et al.
(2022) revelou o potencial dos hCRISPRs como biomarcadores para o diagnéstico
de cancer, ampliando ainda mais as aplicagdes dessa tecnologia.

Em conjunto, esses estudos demonstram que os sistemas SHERLOCK e
DETECTR, juntamente com outras ferramentas baseadas em CRISPR-Cas,
oferecem uma nova era de diagndsticos moleculares para o cancer. A alta
sensibilidade, especificidade e rapidez desses sistemas, aliadas a sua versatilidade,
permitem a detecgdo precoce de doencas, a personalizacdo do tratamento e a
melhoria dos resultados para os pacientes

Uma vantagem significativa do SHERLOCK e do DETECTR é que eles
podem ser concluidos mais rapidamente do que os testes de RT-PCR (~ 30 min
versus > 1 h) devido ao uso de tecnologias de amplificagdo isotérmica, pois esses
métodos ndo necessidade de desnaturacido do DNA. Além disso, ambos os testes
podem ser adaptados para deteccdo por meio do uso de varetas de fluxo lateral,
tornando desnecessarios 0s equipamentos volumosos de termociclagem e/ou
deteccgao. A reducao do tempo de resposta e os requisitos limitados de equipamento
tornam os diagnosticos CRISPR candidatos cada vez mais eficazes para ensaios de
diagnostico rapido (Vangah et al, 2020).

Zhou et al. (2024) discutem as dificuldades na aplicagéo pratica dos sistemas
CRISPR, como a variabilidade entre diferentes amostras e a complexidade técnica
envolvida. Apesar do grande potencial, ha desafios a serem superados, como a
eficacia da entrega de produtos CRISPR-Cas as células tumorais e a necessidade
de conhecer claramente as caracteristicas do organismo para prevenir danos
genéticos.

Aprovacbes regulatérias para tratamentos que utilizam esta tecnologia
também estdo em preparacdo. No entanto, a investigacdo e o desenvolvimento
continuos neste campo prometem levar a ferramentas de diagndstico novas e

melhoradas que combinem o CRISPR-Cas com outras tecnologias, como a
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nanotecnologia e a inteligéncia artificial, para revolucionar a oncologia e melhorar o

método de se obter o resultado dos pacientes (Vangah et al., 2020).
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4 CONCLUSAO

Comparado aos métodos tradicionais de diagndstico, os sistemas
CRISPR-Cas sao mais sensiveis e especificos, fornecem resultados mais rapidos e
tém o potencial de reduzir os custos dos testes diagndsticos. Além disso, essas
plataformas séo versateis, podendo ser adaptadas para detectar uma ampla gama
de biomarcadores, incluindo mutagdes genéticas, expressao de genes e a presenca
de patégenos.

A eficacia a longo prazo e a aceitacdo generalizada desses meétodos
dependem da superagao de desafios, como a entrega eficiente dos sistemas nas
células tumorais e a realizagdo de mais estudos clinicos. O impacto da tecnologia
CRISPR-Cas transcende as fronteiras da saude individual, trazendo implicacdes
significativas para a saude publica e a sociedade como um todo.

No entanto, para que os beneficios da tecnologia sejam equitativamente
distribuidos, € essencial que politicas publicas promovam a acessibilidade das
inovagdes, garantindo que todos os pacientes, independentemente de sua
localizagcdo geografica ou condigdo socioeconémica, tenham acesso a essas novas

oportunidades de diagndstico e tratamento.
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