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REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

O uso de terapias baseadas em CRISPR-Cas9 para cancer tem sido proposto como promissor,
porém as evidéncias clinicas permanecem limitadas e heterogéneas. Realizamos uma revisao
sistematica de estudos pré-clinicos in vivo e ensaios clinicos para sintetizar as evidéncias de
eficacia e seguranca de intervengdes terapéuticas com CRISPR-Cas9 em oncologia. Pesquisamos
as bases MEDLINE/PubMed e EBSCO até 8 de julho de 2025. Incluimos estudos (2019-2024) em
inglés ou portugués que envolveram humanos ou modelos animais in vivo com cancer e
utilizaram CRISPR-Cas9 como intervengdo terapéutica; excluimos estudos apenas in vitro,
aplicagbes ndo oncoldégicas, propostas tedricas, revisdes e duplicatas. Devido a heterogeneidade,
empregamos sintese narrativa; o risco de viés foi avaliado por ROBINS-I (ensaios clinicos) e
SYRCLE (pré-clinicos), e a certeza da evidéncia foi julgada pelo GRADE. Identificamos 10 estudos
elegiveis (5 ensaios clinicos de fase I; 5 pré-clinicos in vivo). Nos ensaios clinicos (n=36), as
intervengdes foram majoritariamente delecio de PD-1 em células T (e.g., edicdo por
eletroporacdo), com desfechos mostrando respostas parciais de 0—-19% e doenca estavel em até
47% dos pacientes; um estudo reportou mediana de sobrevida de 42,6 semanas. A toxicidade
reportada foi geralmente baixa a moderada; transloca¢des cromossémicas foram observadas em
um estudo. Nos modelos pré-clinicos, observou-se supressdo tumoral significativa em todos os
estudos, com reducdes médias de \~*50-70% em volume/nUmero de metastases versus controles
(p<0,05 na maioria), e baixa toxicidade aparente. A certeza global da evidéncia foi muito baixa
para eficacia e seguranga, principalmente por risco de viés elevado/moderado, amostras
pequenas, inconsisténcia e imprecisao. Esta revisao indica que terapias oncolégicas baseadas em
CRISPR-Cas9 apresentam sinais iniciais de seguranga e atividade bioldgica, mas as evidéncias
atuais sdo insuficientes para estabelecer superioridade sobre tratamentos convencionais. Sdo
necessarios ensaios fase ll/Ill controlados, com maior tamanho amostral, padroniza¢do de
desfechos e monitoramento de longo prazo (incluindo efeitos off-target) antes de qualquer
adocado clinica ampla.

Palavras-chave: CRISPR-Cas9; terapia génica; cancer; revisado sistematica; ensaios clinicos de fase
I; estudos pré-clinicos;
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Use of CRISPR-Cas9 in oncology: systematic review of
preclinical in vivo studies and phase | clinical trials

ABSTRACT

The use of CRISPR-Cas9-based therapies for cancer has been proposed as promising, but
clinical evidence remains limited and heterogeneous. We conducted a systematic review of
preclinical in vivo studies and clinical trials to synthesize the evidence of efficacy and safety of
CRISPR-Cas9 therapeutic interventions in oncology. We searched the MEDLINE/PubMed and
EBSCO databases up to July 8, 2025. We included studies (2019—2024) in English or Portuguese
that involved humans or in vivo animal models with cancer and used CRISPR-Cas9 as a
therapeutic intervention; we excluded in vitro studies, non-oncological applications,
theoretical proposals, reviews, and duplicates. Due to heterogeneity, we employed narrative
synthesis; risk of bias was assessed by ROBINS-I (clinical trials) and SYRCLE (preclinical), and
certainty of evidence was judged by GRADE. We identified 10 eligible studies (5 phase | clinical
trials; 5 preclinical in vivo studies). In clinical trials (n=36), interventions were mostly PD-1
deletion in T cells (e.g., electroporation editing), with outcomes showing partial responses of
0-19% and stable disease in up to 47% of patients; one study reported a median survival of
42.6 weeks. Reported toxicity was generally low to moderate; chromosomal translocations
were observed in one study. In preclinical models, significant tumor suppression was observed
in all studies, with mean reductions of ~50-70% in volume/number of metastases versus
controls (p<0.05 in most), and low apparent toxicity. The overall certainty of the evidence was
very low for efficacy and safety, mainly due to high/moderate risk of bias, small sample sizes,
inconsistency, and imprecision. This review indicates that CRISPR-Cas9-based cancer therapies
show early signs of safety and biological activity, but current evidence is insufficient to
establish superiority over conventional treatments. Controlled phase II/Ill trials with larger
sample sizes, standardized outcomes, and long-term monitoring (including off-target effects)
are needed before any widespread clinical adoption.

Keywords: CRISPR-Cas9; gene therapy; cancer; systematic review; phase | clinical trials;
preclinical studies
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INTRODUCAO

O céancer atualmente representa uma das doencas mais prevalentes no Brasil com
mais de 700 mil casos esperados para o triénio de 2023-2025 (1) tendo em vista a grande
prevaléncia da doenca e a heterogeneidade de cada caso e que as terapias
convencionais podem sofrer de baixa especificidade e se faz necessdrio considerar
novas terapias que considerem esses fatores. Com os recentes avancos em pesquisa foi
se observado um crescente nimero de modalidades de tratamentos nunca vistos antes
em especial terapias genéticas. O sistema “clustered-interspaced short palindromic
repeats” (CRISPR) e “CRISPR associated protein 9” (Cas9) é uma ferrament que usa RNA
para reconhecimento e ligacdo, seguindo do direcionamento da Cas9 para “cortar” o
DNA em ponto especifico, sendo mais facil de trabalhar do que as outras ferramentas
atuais como ZFNs e TALENSs (2).

CRISPR representa um mecanismo natural dos procariontes e funciona como a
imunidade adaptativa desses organismos que os protege te ataque por DNA viral de
bacteriéfagos e plasmideos. Sequencias Unicas localizadas entre as repeticdes
palindrémicas chamadas de “espacadores” representam DNA estranho originado de
bacteriéfagos e outros organismos que podem ter infectado a bactéria (3)

Uma vez infectada a bactéria incorpora um fragmento de DNA no l6cus do CRISPR
formando uma matriz de CRISPR que passa por transcricdao produzindo CRISPR RNA
(crRNA). Esse processo usa proteinas Cas9 que funcionam como tesouras moleculares
que quebram o DNA em liga¢Ges de nucleotideos especificas. (3) O crRNA é um RNA
dependente de alvo, além disso o sistema também depende de o RNA independente de
alvo chamado de trans-activating RNA (tracrRNA) e uma Cas nuclease formando
complexos de pre-crRNA onde um sistema de repeti¢cdo de palindromos é anelado ao
tracrRNA junto com a proteina Cas9 (4). A enzima RNAse 3 quebra as fitas entre esses
complexos gerando complexos efetores que produzem crRNA

Em 2012 foi proposto por Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier o uso de
CRISPR em edicdo de genoma que envolve combinar crRNA e tractrRNA que
naturalmente ndo se combinam para formar uma Unica molécula com a ajuda de um

ligante. Essa molécula é chamada de single guide RNA (sgRNA) que quando sintetizada
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junto com uma sequéncia de alvo e introduzida na célula desejada junto com Cas9,
levando a um complexo efetor que 1€ o DNA até achar a sequéncia apropriada junto com
a sequéncia PAM, se ligando e quebrando na localiza¢do desejada (5)

O PAM (protospacer adjacent motif) é uma pequena sequéncia Unica do DNA viral
qgue se complementa com a sequéncia do crRNA (4) . O complexo efetor entdo corta as
duas fitas do DNA algumas bases acima do PAM em coordenagdo com a proteina
nuclease neutralizando o DNA viral.

A proteina Cas9 funciona como uma tesoura genética de dois dominios o de
reconhecimento e o de nuclease. As subunidades de nuclease quebram cada fita de DNA
criando quebras de fita dupla. Apds a quebra o mecanismo de reparo natural de DNA
comega por meio de dois caminhos sendo 0 mais comum para eucariontes a unido de
extremidades ndo homologas, ele repara a quebra de fita dupla ao juntar novamente as
fitas quebradas de maneira ndo especifica o que leva a mutag¢des na conformacgado das
bases levando ao desligamento do gene, criando indels, inser¢cbes ou delecbes de
nucleotideos que ocorrem durante o reparo do DNA, frequentemente resultando em
mutacdes que podem inativar genes. (4) (6). O dominio de reconhecimento ajuda a
incorporar os novos fragmentos de DNA no local da quebra sem adi¢des ou delec¢des
levando a uma taxa de erro menor (4).

O cancer atualmente pode ser definido como a proliferacdo irrefreada de células
transformadas por meio de uma evolucdo na selecdo natural (7). Dessa forma se
entende o cancer como uma doenca genética em que as células afetadas sdo diferentes
das do hospedeiro por uma alteragao seja nos oncogenes, genes responsaveis por
sinalizar a divisdo e crescimento celular, ou genes supressores tumorais, que atuam
atenuando o efeito dos oncogenes, sendo basicamente reguladores de crescimento
negativos, promovendo a apoptose da célula com oncogene alterado ou regulando o
crescimento. Sabidamente a maioria dos tumores apresentam defeitos nos genes
supressores tumorais, seja por delecdo ou por mutagdes que os inativam. (8).

Atualmente se reconhece um grupo de caracteristicas conhecidas como
“Hallmarks of Cancer”, que foram definidas por Hanahan e Weinberg no ano de 2000,
que define 6 principais caracteristicas que todos os tipos de células cancerigenas
atendem, a auto-suficiéncia em sinalizacdo de crescimento, a insensibilidade a

supressores de crescimento, evasdo a apoptose, potencial replicativo, angiogénese e
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invasdo de tecidos. (9)

O tratamento de cancer pode ser abordado de maneira diversa, desde redugao de
tumores associado a radioterapia, resseccdo cirdrgica ha tratamento de tumores
associados aos genes. Oncogenes sao diferentes de genes normais e sao vitais seja no
inicio da doenca ou na sua persisténcia. O uso de CRISPR-Cas9 atinge diretamente esses
genes com o objetivo de eliminar o cancer ao identificar o oncogene responsavel e pode

ser usado, in vivo, para desliga-los. (4).

No entanto uma rapida pesquisa na literatura nos mostra uma preocupante falta
de estudos que comparem essas terapias com o objetivo de determinar sua eficacia e
seguranca seja em ensaios clinicos ou pré-clinicos para entender em que fase essa
tecnologia se encontra e quais os desafios atuais para tornd-la uma alternativa de
tratamento adequada.

O Objetivo geral dessa pesquisa é determinar a eficdcia e seguranca do uso de
CRISPR-Cas9 ao tratar doengas oncoldgicas seja em modelos animais ou seres humanos.
Especificamente espera-se definir em que ponto as pesquisas se encontram, se o
sistema é mais eficaz que tratamentos convencionais ou se comparado a outros modelos
de edicdo genética, quais os desafios sdo encontrados no seu uso, e quais os efeitos da

terapia no cancer e no organismo como um todo

METODOLOGIA

Foram definidos 7 critérios para a inclusdo do estudo, Estudos envolvendo seres
humanos ou modelos animais in vivo (como camundongos) com diagndstico de cancer,
Terapia génica utilizando o sistema CRISPR-Cas9 como estratégia de tratamento
oncolégico (seja para desligar oncogenes, corrigir mutacdes, ou modificar células
imunoldgicas, como Células T). Ensaios clinicos (fase |, Il ou Ill) ou estudos pré-clinicos in
vivo. Estudos que reportem dados de eficacia (ex: resposta tumoral, sobrevida) e/ou
seguranca (ex: efeitos adversos, eventos off-target). Publicados em Inglés ou portugués,
entre 2019 a 2024. Os critérios de exclusdo foram 7, sendo eles estudos exclusivamente
in vitro, estudos de areas ndao oncoldgicas, artigos que sejam sobre o uso agricola,

microbiano ou procaridtico de CRISPR, Artigos apenas tedéricos, como propostas de uso
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sem dados experimentais. Revisdes narrativas, editoriais ou cartas ao editor, artigos sem
texto completo e publicagdes duplicadas, sendo mantida a mais atual ou mais completa.
Os estudos foram agrupados de forma narrativa descritiva divididos principalmente em
estudos clinicos e pré-clinicos, dentro desses grupos foi destacado o tipo de cancer, a
estratégia terapéutica e o método de entrega, devido a heterogeneicidade dos métodos,
intervengoes e desfechos optou-se por uma sintese qualitativa sem meta-analise. Foram
pesquisados em 2 bases de dados, Pubmed, e EBSCO, consultadas entre os meses de

outubro de 2024 e julho de 2025

As pesquisas foram feitas por meio de uma estratégia de busca estruturada em
operadores booleanos, aplicando filtros de ano 2019 a 2025 e ensaios clinicos. Os
estudos foram compilados no rayyan, em seguida foi feito o seu screening pelo seu
titulo e resumos procurando saber se entravam nos critérios de inclusdo, tendo sido
revisado por um Unico pesquisador. Os dados foram coletados por meio de leitura dos
artigos. Foram analisados 73 artigos dos quais 33 passaram pelo screening inicial de
titulo e resumo, desses 5 foram exluidos por ndo ser possivel obter textos completos,
os 28 restantes foram analisados por leitura dos textos completos com a obtencdo de

10 artigos que se encaixavam nos critérios de inclusao.

As seguintes variaveis foram sistematicamente extraidas de cada estudo:
titulo, primeiro autor, ano de publicacdo e pais onde o estudo foi conduzido, o desenho
do estudo ( clinico, pré-clinico), caracteristicas dos participantes como tipo de
populacdo, tipo de cancer e numero de individuos quando disponivel. Os tipos de
intervencdo CRISPR-Cas9 que foram empregados, comparadores quando disponiveis e
por fim financiamentos e conflitos de interesse quando relatados. Os resultados de

eficiéncia de cada estudo foram categorizados da seguinte maneira

. Resposta imunoldgica ao tumor
J Reducdo de tumor
J Sobrevivéncia global

Qualquer medida de resposta imunoldgica ao tumor, reducdo e sobrevivéncia
global foi incluida, considerando a validade e confiabilidade da ferramenta usada para

analise.

Antecipando que cada estudo individualmente poderiam relatar
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diferentes dados foi selecionado um resultado para inclusdo na analise e relato dos
resultados principais para aplicar GRADE, escolhendo o resultado que forneceu as

informacgdes mais completas para analise .

Também foi coletado dados sobre

. O relatdrio: autor e ano

. O tipo de cancer estudado: tumores sélidos ou hematoldgicos

J Os participantes: modelo animal ou humanos

J O desenho e caracteristicas da pesquisa: mecanismo de amostra,

atribuicdo do tratamento
. O tipo de intervencao
o Avaliacdo de seguranca do método: Graus de AE( adverse effects)

relatados, toxicidade e efeitos off target

O risco de viés nos estudos clinicos fase | foram feitos usando a ferramenta
ROBINS-I V2 ( Risk of Bias In Non-Randomized Studies of Interventions) (10) sua escolha
se baseou na natureza de alguns estudos incluidos que correspondem a fase clinica |

sem grupo controle ou aloca¢dao randomizada .

Os estudos In vivo foram avaliados usando a ferramenta SYRCLE Risk of bias, para
modelos animais, considerando randomizacao, ocultacdo de alocacdo, cegamento dos
pesquisadores e avaliacdo dos desfechos. Embora tenha sido observado escassez de
informagdes metodoldgicas detalhadas nos estudos e heterogeneicidade dos

delineamentos.

Como essa revisao sistematica incluiu estudos pré-clinicos in vivo e ensaios
clinicos de fase | ndo randomizados, ndo foi realizado meta-analise e as medidas de
efeito foram apresentadas como descritas por casa estudo, devido a ndo padroniza¢ao
das medidas de efeito entre estudo.

Como as intervengbes em sua grande maioria se basearam na delecdo da
proteina PD-1 em células T, os pesquisadores agruparam os estudos em 3 grupos:
Modelos com delecdo de PD-1, modelos com dele¢cdo mista, e modelos com delecdo de

outras proteinas.

Os estudos foram tabulados e apresentados na tabelal por tipo de cancer e
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ranqueados do menor para um maior risco de viés com separagao de clinicos e pré-
clinicos respectivamente dada o maior nivel de evidencia desses primeiros, sendo

destacados os resultados de cada estudo e tipo de intervengao aplicada.

O agrupamento dos resultados foi feito em modelo qualitativo narrativo de
acordo com a resposta ao tumor ou redugdao do mesmo no caso de tumores sélidos, ja
que os pesquisadores consideraram que esse agrupamento melhor define o objetivo da
pesquisa em determinar a eficdcia desses métodos.

Nenhuma técnica para detecc¢do de viés de publicacdo foi aplicada, entretanto a
possibilidade de viés de relato seletivo foi considerada qualitativamente durante a
extracdo de dados, sendo observadas lacunas em varidveis relevantes como auséncia de
detalhamento de eventos adversos ou medidas de seguranca em alguns estudos oque
pode indicar omissdo de resultados. A inexisténcia de registros publicos como o NCT
para a maioria dos estudos limitou a avaliacdo dos desfechos originalmente propostos,

em grande parte devido a fase em que os estudos se encontram.

A confianca na evidéncia foi avaliada utilizando a abordagem GRADE (Grading of
Recommendations Assessment, Development and Evaluation), adaptada para incluir
estudos observacionais e pré-clinicos, conforme permitido por diretrizes especificas
para esse tipo de evidéncia (11). A avaliacdo foi realizada por desfecho, considerando
cinco dominios principais: risco de viés, inconsisténcia, imprecisao, evidéncia indireta e
viés de publicagdo. Para os estudos clinicos, a avaliagdo considerou também o
delineamento do estudo (como auséncia de grupo controle ou randomizacdo). Ja para
os estudos pré-clinicos, a analise foi baseada na extrapolagdao do modelo experimental
para humanos, consisténcia dos efeitos observados, precisdo das medicdes e clareza dos

desfechos relatado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca inicial nas bases de dados mostrou um total de 72 artigos potencialmente
relevantes, sendo um removido por duplicacdo, dos demais 71 39 foram excluidos apds
um screening inicial com a leitura de titulos e resumos, dos restantes 5 foram excluidos

pela incapacidade dos pesquisadores em obterem seus textos completos, dos 27
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restantes,10 foram selecionados e incluidos na revisdo sistematica, dos restantes 8
foram excluidos por ndo usarem CRISPR-Cas9 como ferramenta terapéutica, 6 por serem
apenas artigos que apresentavam teorias ou propostas do seu uso, e 3 foram excluidas
por serem apenas estudos in vitro, o processo de selecdao de estudos pode ser melhor

visualizado na figura 1 seguindo o fluxograma PRISMA 2020

PRISMA 2020 Fluxograma para novas revisSes sistemdticas que incluam buscas em bases de dados, protocolos e outras fontes

[ Identificagdo dos estudos através de bases de dados e registos ]

)

o
b Registos removidos antes da
ﬂ Registos identificados através > triagem:
= de Duplicados (n=1)

E Bases de dados (n =72 )
)
m l
Registos em triagem Registos excluidos
(n=71) (n=39)
@G-

Publicacdes pesquisadas para E Publicacdes retiradas por ndo
se manterem e conterem texto completo
- isponivel para consulta
: (n =32) ?' ps)' | p I
n=

Publica¢tes avaliadas para

Triagem

P Publicactes excluidas:
Eleg'b'l'dade N&o usam CRISPR-Cas9 como
(n=27) . -
ferramenta terapéutica (n =8)
Apenas tedricos/propositivos (n

[

Estudos apenas in vitro (n =3 )

)

Total de publicacdes incluidas
(n=10)

Incluido

[

Traduzido por: Veronica Abreu”, Sénia Goncalves-Lopes~, José Luis Sousa™ e Veronica Oliveira / "ESS Jean Piaget - Vila Nova de Gaia - Portfugal
de: Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt PM, Boutron |, Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. The PRISMA 2020 statement: an updated guideline for reporting systematic reviews. BMJ
2021;372:n71. doi: 10.1136/bmj.n71

Figura 1

Entre os artigos inicialmente considerados elegiveis, destacam-se alguns
estudos que poderiam, a primeira vista, atender aos critérios de inclusao estabelecidos,
mas foram posteriormente excluidos apds analise detalhada do texto completo. Por
exemplo, o estudo de Yang et al (12) sobre uma plataforma conjugada de CRISPR-cas9
para direcionamento e entrega da ferramenta editora genética parecia interessante, no
entanto foi excluido ao constatar que a conjugacdo da plataforma com uma molécula
da azidohomoalanina (AHA) descaracteriza a proteina cas9 e portanto ndo seria um uso
da mesma na intervencdo proposta. O estudo de Benjamin et al (13) Que fala sobre o
uso de UCART19 parece ser uma boa inclusdo para a revisdao no entanto foi excluido ao
se considerar que a producdo de UCART19 é feita por meio de TALENs e ndo CRISPR-
Cas9.

Foram incluidos 10 estudos nesta revisao sistematica, sendo ensaios clinicos
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fase | e estudos pré-clinicos in vivo. Abaixo estdo detalhadas as caracteristicas

principais de cada estudo incluido:

1.

Fieni C. et al., 2024. Prevention of prostate cancer metastasis by a CRISPR-
delivering nanoplatform for interleukin-30 genome editing — Preclinical in vivo
(NSG camundongo, cancer de proéstata): Utilizou uma nanoplataforma de lipidios
para entrega de CRISPR-Cas9, promovendo o knockout do gene IL-30. O grupo
controle recebeu nanoparticulas vazias. Observou-se reducdo significativa de

metdstases, sem toxicidade detectdvel (14).

Wang Z. et al., 2021. Phase | study of CAR-T cells with PD-1 and TCR disruption
in mesothelin-positive solid tumors — Ensaio clinico fase | (15 pacientes com
tumores sdlidos): Avaliacdao de células CAR-T editadas por CRISPR (knockout PD-
1/TCR), entregues por eletroporacdo. N3o houve grupo comparador
convencional. Observou-se resposta clinica limitada e auséncia de eventos

adversos graves. (15)

Foy S.P. et al.,, 2023. Non-viral precision T cell receptor replacement for
personalized cell therapy — Ensaio clinico fase | (16 pacientes com tumores
sélidos): Testou substituicdo do receptor T via CRISPR-Cas9. Houve respostas

limitadas e eventos adversos grau 3, sem grupo controle convencional. (16)

Zhang J. et al., 2022 Non-viral CAR-T cells achieve high safety and efficacy in B-
NHL - Ensaio clinico e pré-clinico (8 pacientes B-NHL): Células CAR-T editadas
(anti-CD19) via CRISPR, com integracdo no locus AAVS1, entregues por
eletroporacdo. Grupo controle com CAR-T lentiviral. Alta remissdao e sem eventos

adversos graves. (17)

Stadtmauer E.A. et al., 2020. CRISPR-engineered T cells in patients with
refractory cancer — Ensaio clinico fase | (3 pacientes com cancer refratario):
Edicdo multiplex de células T via CRISPR, com entrega por eletroporacdo. Nao

houve grupo controle. Eficacia limitada, com observacdo de translocagoes. (18)

Gu Q. et al., 2024. Knockout of Shcbp1 sensitizes immunotherapy — Pré-clinico

in vivo (MMTV-PyMT camundongo, cancer de mama): Knockout do gene Shcbp1l
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via CRISPR, utilizando modelo animal com grupo selvagem como controle.

Reducdo tumoral observada. (19)

Zhao M. et al., 2022. Bacterial protoplast-derived nanovesicles CRISPR-Cas9
tumor macrophages — Pré-clinico in vivo (modelos murinos diversos): Edicao de
macréfagos tumorais via CRISPR entregue por nanovesiculas bacterianas. Grupo
controle com vesiculas nao funcionais. Aumentou resposta antitumoral e

apresentou baixa toxicidade. (20)

Lu Y. et al., 2020. Safety of CRISPR-edited T cells in Non small cell lung cancer —
Ensaio clinico fase | (12 pacientes com NSCLC): Células T com PD-1 knockout via
CRISPR. Eletropora¢ao foi usada para entrega. Nao houve grupo controle.
Sobrevida mediana de 42,6 semanas, baixa toxicidade e baixa edicdo off-target.

(21)

Bexte T. et al., 2024. CRISPR-Cas9 editing of NKG2A improves the efficacy of
primary CD33-directed chimeric antigen receptor natural killer cells — Pré-
clinico in vivo (AML murino): Knockout de KLRC1 (NKG2A) em células CAR-NK.
Controle com NK ndo-editadas. Maior atividade antileucémica e toxicidade

minima. (22)

Qu J. et al., 2024. In vivo gene editing of T-cells in lymph nodes for enhanced
cancer immunotherapy. — Pré-clinico in vivo (melanoma e AML murino): Edi¢do
in vivo de células T em linfonodos para knockout de PD-1. Controle com
nanoparticulas vazias e, em alguns experimentos, animais ndo tratados. Melhora

de eficacia imunoterapéutica, sem toxicidade detectavel. (23)

A tabela detalhada encontra-se na Tabela 1Todas as caracteristicas detalhadas

dos estudos, como desenho, populacdo, tipo de cancer, intervengcdo com CRISPR-
Cas9, método de entrega, grupo comparador, desfechos de eficacia e seguranga,

estdo descritas conforme recomendado pelo PRISMA 2020.

Todos os estudos foram avaliados com as devidas ferramentas para cada tipo

como descrito anteriormente, entre os estudos clinicos predominou o alto risco de
viés, principalmente devido a auséncia de randomizacdo, cegamento e grupos de

controle convencionais, no entanto os autores acharam pertinente inclui-los na
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pesquisa devido ao seu valor para a discussao bem como a escassez de estudos que
preenchessem todos os critérios para um baixo risco de viés. Os detalhes completos
das avaliacdes dos estudos clinicos usando a ferramenta ROBINS-V encontram-se
nas Tabela 2 e Tabela 3 em conjunto com as avaliagdes dos estudos pré-clinicos no
qual foi aplicado o SYRCLE, importante ressaltar que embora os artigos ndo tenham
satisfeitos todos os dominios da ferramenta seu valor para a discussao do uso de
CRISPR-Cas9 no futuro ainda é relevante uma vez que a falta de certas informacodes
nao é incomum em artigos dessa natureza, em que os experimentos encontram-se
nos estagios iniciais.

Para todos os desfechos avaliados, um resumo de suas estatisticas, e uma
estimativa de sua precisdo e efeito, quando apresentado, foram apresentados na
tabela Tabela 4. A pouca quantidade dos dados precisos limitou a realizacdo de uma

sintese quantitativa (meta-analise) para a maioria dos desfechos.
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Tabela 4 - Resumo dos resultados principais apresentados em cada estudo, incluindo

de participantes ou animais por grupo, desfechos

’

S, numero

grupos comparadore
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avaliados, estatisticas descritivas e medidas de efeito quando disponiveis.

Quatro estudos avaliaram canceres do sélidos em fases clinicas, Wang Z. et al. Foy
S.P. et al. Stadtmauer E.A. et al. Lu Y. et al. em um total de 36 participantes com
intervengdes principalmente em delegao de genes PD-1 em células T, e um com troca
de TCR Foy S.P. et al., Um estudo avaliou o uso de células CAR-T anti-CD19 com
integragdo de PD-1 em 8 pacientes com linfoma nao Hodgkin Zhang J. et al., todos com
um risco de viés global moderado.

Cinco estudos avaliaram diferentes tipos de canceres em modelos animais, Fieni.
et al. Gu et al. Zhao et al. Bexte et al. e Qu et al. com risco incerto/elevado, como n3o
houve descricdo de randomizacdo ou cegamento nos modelos esse resultado é
esperado, no entanto é compreensivel uma vez que tradicionalmente esses estudos com
sua caracteristicas experimentais ndo terem tanto rigor metodoldgico.

Os estudos clinicos relataram taxas de resposta parcial variando de 0% a 19% e
doenga estdvel em até 47% dos pacientes tratados com células editadas por CRISPR-
Cas9. Nos modelos pré-clinicos, observou-se supressdo tumoral significativa em todos
os estudos, com redugao média do volume ou numero de metdastases entre 50% e 70%
nos grupos tratados em comparagao aos controles (p < 0.05 na maioria dos casos).

Observou-se elevada heterogeneidade entre os estudos incluidos, atribuida
principalmente a diversidade dos modelos experimentais utilizados (diferentes espécies
animais, linhagens tumorais, e protocolos de intervencdo), métodos de entrega do
CRISPR-Cas9 (nanoparticulas, eletroporagdo, vesiculas bacterianas), e variacdes nos
desfechos avaliados (crescimento tumoral, resposta clinica, sobrevida, toxicidade). Além
disso, os critérios de inclusdo, tempo de seguimento e métodos de avaliagdo de eficacia
e seguranca variaram substancialmente entre os estudos clinicos, dificultando
comparacdes diretas e impedindo a realizacdo de sintese quantitativa.

Foi avaliado o risco de viés decorrente de resultados ausentes ou ndo publicados
nos estudos incluidos. Ndo foi possivel realizar avaliacdo formal de viés de publicacdo
(por exemplo, funnel plot), devido ao numero reduzido e a heterogeneidade dos estudos
incluidos. Entretanto, reconhece-se a possibilidade de viés de relato, uma vez que
estudos com resultados negativos ou sem eficacia significativa podem ser menos

propensos a publicagdo, especialmente no contexto de intervengdes inovadoras como
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CRISPR-Cas9. Além disso, alguns estudos nao relataram todos os desfechos de interesse
de forma completa, limitando a avaliagdao abrangente dos efeitos adversos e da eficacia
em longo prazo. Essa limitacdo deve ser considerada na interpretacdo dos resultados da
presente revisao.

A avaliacdo GRADE foi realizada separadamente para os estudos pré-clinicos e
para os ensaios clinicos de fase I. Para ambos os tipos de estudo, a certeza da evidéncia
foi considerada muito baixa para os desfechos de eficdcia e seguranca, devido ao alto
risco de viés, inconsisténcia dos resultados, indire¢ao (modelos animais ou pacientes
altamente selecionados), imprecisdo (pequeno tamanho amostral, auséncia de
estimativas quantitativas robustas) e possibilidade de viés de publicagdo. As limitacdes
metodolégicas foram especialmente evidentes nos estudos pré-clinicos, pela auséncia
de randomizacdo e cegamento, enquanto nos ensaios clinicos predominou a auséncia
de grupos controle e relatos incompletos de eventos adversos. Os detalhes da avaliagao

podem ser verificados na Tabela 5
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Tabela 5- A valia¢do da certeza da evidéncia (GRADE) para eficdcia e sequran¢a nos

luidos.
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Resultados iniciais mostram que a aplicagdes de CRISPR-Cas9 em cancer sao
promissores mas muito preliminares. Os poucos estudos clinicos encontrados mostram
gue a edicdo de células por CRISPR como as células T tem métodos de entrega seguros
e persistem por um tempo demonstrando a sua viabilidade. Como demonstrado por
Stadmauer et al., células editadas podem sobreviver por até 9 meses com nenhum ou
poucos efeitos adversos (18). Oque se alinha com os demais estudos que demonstraram
poucos efeitos adversos, mostrando que o uso de CRISPR é tecnicamente possivel e
inicialmente seguro na oncologia.

No entanto ainda é cedo para dizer com certeza que a ferramenta é tao eficaz quanto
tratamentos convencionais, como mostrado na revisdo atual os estudos que fizeram uso
de comparadores usaram métodos ndo convencionais de tratamento ou entdo modelos
sem tratamento, oque se mostra animador no entanto sdo estudos como de Stadmauer
et al. que mostraram melhora em pacientes refratario a tratamentos convencionais (18)
ou Gu et al. e Foy et al. que demonstraram que a ferramenta pode ser usada como forma
de potencializar imunoterapias (19) (16).

Criticamente é importante enxergar a performance de CRISPR-Cas9 em outras
aplicabilidades como terapias como células CAR-T que se mostrou um método efeitvo e
aprovado para imunoterapia embora com métodos mais antigos de edicdo genética.
Como mostrado por Zhang et al. o potencial de CAR-Ts editadas por CRISPR em linfomas
(17).

Em outras palavras o conceito de terapia celular por edicdo genética é validado por
evidéncias existentes mostrando que a justificativa bioldgica para o uso de CRISPR em
cancer é solida, mesmo que provas clinicas precisem de bem mais evidéncias, com a
rapida inovagcdao no campo e a versatilidade da ferramenta se torna prematuro descarta-
la como tratamento para doencas oncoldgicas.

A evidéncia para CRISPR-Cas9 na terapia oncoldgica é extremamente limitada e os
achados dessa revisdo foram restringidos por diversos fatores. Escassez de estudos,
foram poucos os que atenderam aos critérios de inclusao refletindo o quao novo é esse
campo de estudo. Apenas alguns estudos clinicos foram conduzidos, e todos em fase |
com uma pequena amostragem de pacientes. Isso limita a confianga em quaisquer
conclusdes sobre eficacia ou seguranca. Devido ao tampo das amostras e auséncia de

grupos controle os resultados poderiam ser devido ao acaso ou fatores de selecdo. A
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falta ou pouco rigor metodoldgico empregado nos estudos reduziram a confianga
também, alguns estudos ndo trataram todos os pacientes inscritos ou houve falta de
medidas claras de resultados, os estudos pré-clinicos tiveram uma grande variabilidade
em tipos de estudo e modelos. A heterogeneicidade entre os estudos foi significante,
cada ensaio procurou modificar diferentes genes ou tipos de cancer, usando métodos
de entrega diferentes.

Dado a novidade que é o CRISPR-Cas9, resultados mais positivos tem mais chances
de serem publicados oque causam os vieses de publicacao.

Resumidamente a evidéncia incluida nesta revisdo é limitada em quantidade e
qualidade, os achados devem ser interpretados somente como indicagdes preliminares,
sujeito a confirmacdo por estudos maiores e mais rigorosos no estudo. A falta de dados
robustos enfatiza a necessidade cuidado: ndo se pode ainda estimar de maneira
confiante quado efetivo ou seguro CRISPR é para terapias oncolégicas enquanto mais
evidéncias nao forem coletadas.

E importante também reconhecer as limitacdes no nosso processo de revisdo, oque
pode afetar a completude e confiabilidade das conclusdes desta revisao.

Nossa pesquisa de literatura pode ndo ter capturado todos os estudos relevantes,
sendo incluidos estudos revistos por pares e apenas em inglés. Dados ndo publicados,
resumos de conferéncias, nao foram incluidos, oque pode significar que alguns ensaios
preliminares ou estudos internacionais foram perdidos.

Como o foco foi o uso de CRISPR-Cas9 no cancer, especificamente, em quanto
necessario pode ter excluido técnicas mais amplas ou relacionadas. A demais nossa
selecdo de base de dados pode ter sido limitada, se ndo pesquisamos certas bases de
dados ou registros de ensaios rigorosamente, estudos relevantes podem ter sido
omitidos. Esse viés de selecdo no processo de revisdo pode ter distorcido nossos
achados em dire¢do a um subconjunto das evidéncias disponiveis.

Como a extracdo de dados e avalia¢Oes inciais foram feita por um Unico pesquisador
existe um risco maior de erros, avaliacdo dupla e extracdao nao foram feitas de maneira
consistente, oque condiz com uma limitacdo metodoldgica que permite erros ou
enviesamento subjetivo em selecdo e interpretacao de estudos.

A heterogeneicidade dos estudos impediu uma sintese quantitativa dos estudos,

levando a uma sintese qualitativa dos resultados oque carrega um risco de viés de
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narrativa. Foi tentado mitigar isso através de um estudo sistemdtico e detalhado de acad
estudo, mas sem uma métrica uniforme de resultados as comparagdes foram informais.

Embora tenha sido feito um estudo de risco de viés nos estudos incluidos a natureza
nova das intervengdes fez alguns critérios de qualidade dificil de se aplicar e as
ferramentas tradicionais de estudo de viés pode ndo ter capturado a singularidade dos
estudos com edi¢do genética. Quaisquer conclusdes sobre baixa confiabilidade dos
estudos sao baseados em indicadores gerias ao invés de validagdao empirica a longo
prazo. Isso se mostra uma limitagao de quao confiante a evidéncia pode ser julgada.

Por fim é importante ressaltar que o uso de CRISPR no cancer esta evoluindo
rapidamente. Novos achados podem ter aparecido entre a nossa procura e a publicacao
dessa revisao. Esta é uma fotografia estatica no tempo e dessa forma implicagdes podem
se tornar rapidamente obsoletas se , por exemplo, um ensaio de fase lll ou grande
avanco seja feito. Nossos processos nao incluiram revisdes sistematicas vivas o que é
uma limitacdo na rapida atualizacdo dessa area de pesquisa.

Ao reconhecer essas limitacOes é necessario se enfatizar que as conclusdes aqui
apresentadas devem ser vistas como provisionais. Mesmo que foi feito a tentativa de
minimizar vieses e erros certas restricdes (inerentes no método e recursos disponiveis)
significam que existe o risco de ndo ter sido capturado o quadro como um todo. Revisdes
futuras podem melhorar nesse aspecto ao incluir mais bases de dados, estudos em
outras linguagens, literatura cinza e atualizacdo de evidéncia com maior frequéncia.

De acordo com os resultados apresentados existem importantes implicacdes para o
futuro. Por agora intervengdes baseadas em CRISPR-Cas9 devem permanecer em
ensaios clincos, a tecnologia ndo esta pronta para acompanhar o consultdrio devido a
eficacia incerta e riscos em potencial (24). O CRISPR-Cas9 pode, no futuro, ser integrado
como uma terapia personalizada, por exemplo, modificando as préprias células imunes
do paciente para combater melhor o seu tumor. Isso representa uma nova abordagem
de medicina de precisdo em oncologia, permitindo ajustes genéticos sob medida para o
cancer de cada individuo. No entanto, até que mais evidéncias estejam disponiveis, o
uso pratico permanece restrito a experimentacdo. Os clinicos também devem comecar
a se preparar para como tais terapias poderao ser oferecidas.

A continuidade das pesquisas é fundamental para que o potencial do CRISPR no

cancer possa ser plenamente alcancado. Antes de tudo, sdo necessarios ensaios clinicos
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maiores e mais rigorosos. Ensaios de fase Il e Ill, com nimero suficiente de pacientes e
grupos controle (ou pelo menos comparadores bem escolhidos), sdo essenciais para
realmente testar a eficacia. Esses estudos também devem acompanhar os pacientes por
periodos prolongados, a fim de detectar efeitos colaterais tardios ou recidivas do cancer.
Estudos futuros devem ainda abordar as atuais lacunas de evidéncia, como, por

exemplo, investigar de forma mais aprofundada os efeitos off-target.

CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusdo, embora o CRISPR-Cas9 seja celebrado como uma ferramenta
revoluciondria de edicdo génica, com potencial para transformar a terapia do cancer,
nossa revisdao destaca que ainda estamos apenas no comec¢o da avaliagdo dessa
abordagem na pratica. Os resultados até agora, embora encorajadores em principio,
precisam ser respaldados por muito mais evidéncias antes que o CRISPR possa se tornar
uma opg¢ao amplamente utilizada para pacientes oncoldgicos. Neste momento, sao
necessarios cautela, rigor cientifico e uma supervisdao cuidadosa. Se essas condi¢des
forem atendidas, a versatilidade e o poder inovador do CRISPR, ja demonstrados em
outros contextos, poderdo realmente inaugurar uma nova era de oncologia de precisdo
no futuro. Por enquanto, o otimismo deve ser equilibrado com realismo, e todos os
envolvidos (clinicos, pesquisadores e formuladores de politicas) devem trabalhar juntos
para enfrentar as limitagdes atuais e acelerar a chegada de tratamentos oncolégicos

baseados em CRISPR que sejam seguros e eficazes
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