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RESUMO 
 

 Avanços tecnológicos na área da genética e tecnologias computacionais promoveram 
grandes avanços no tratamento de doenças genéticas decorrentes de mutações, onde 
técnicas de terapia gênica poderiam ser utilizadas com mais precisão e eficácia. Sendo assim, 
foi realizada uma revisão sistemática, buscando expor a utilização das linguagens de 
programação presentes na bioinformática para a exploração e análise da interação de 
diferentes genes como o gene TP53 (Gene Supressor de Tumor) com a tecnologia CRISPR 
(Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas Regularmente Espaçadas)/ Sistema CAS 
(Endonuclease Associada a CRISPR) e suas variantes. A tecnologia CRISPR/ Sistema CAS é uma 
metodologia que causa mutações no gene TP53 mutado para torná-lo selvagem, assim 
tornando-o funcional novamente permitindo a célula afetada pela mutação da P53 acessar o 
mecanismo de apoptose da célula, matando as células neoplásicas. Entretanto, se faz 
necessário realizar mais pesquisas sobre a nova tecnologia, pois grandes quantidades de 
dados são geradas sendo necessário o desenvolvimento de softwares mais capazes de realizar 
o processamento destes dados, além de ser necessário realizar mais pesquisas sobre os efeitos 
colaterais que envolvem as endonucleases CAS. 
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ABSTRACT 
 

 Technological advances in the area of genetics and computational technologies have 
promoted major advances in the treatment of genetic diseases resulting from mutations, 
where gene therapy techniques could be used with more precision and effectiveness. 
Therefore, a systematic review was carried out, seeking to expose the use of programming 
languages present in bioinformatics for the exploration and analysis of the interaction of 
different genes such as the TP53 (Tumor Suppressor Gene) gene with the CRISPR technology 
(Clustered Regularly Spaced Short Palindromic Repeats)/CAS System ( CRISPR-Associated 
Endonuclease) and its variants. CRISPR technology/ CAS System is a methodology that causes 
mutations in the mutated TP53 gene to make it wild-type, thus making it functional again, 
allowing the cell affected by the P53 mutation to access the cell's apoptosis mechanism, killing 
neoplastic cells. However, it is necessary to carry out more research on the new technology, 
as large amounts of data are generated and it is necessary to develop software that is more 
capable of processing this data, in addition to the need to carry out more research on the side 
effects involving endonucleases CAS. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 Com o advento de grandes investimentos na área da genética, ao longo das últimas 
décadas, diversos ramos emergiram, dentre eles, a bioinformática, que seria a junção da 
tecnologia da informação com a genética. Ao sequenciar o genoma da espécie humana, gera-
se grandes quantidades de dados que somente são interpretados por profissionais da área de 
bioinformática, capacitados a analisar genoma, com o auxílio de linguagens de programação 
e de diversos algoritmos (NANJALA, et al, 2023). 

Com isso, além da emergência da bioinformática outras áreas que envolvem a genética 
se desenvolveram, e assim foi possível a descoberta de novas tecnologias, principalmente no 
âmbito da biologia molecular. Por conta disso, descobriram-se moléculas capazes de 
manipular o código genético, bem como a sua edição, como exemplo cita-se a CRISPR 
(Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas Regularmente Espaçadas)/ Sistema CAS 
(Endonuclease Associada a CRISPR), sendo ela uma endonuclease guiada por RNA (Ácido 
Ribonucleico), que tem como alvo sequências de DNA (Ácido Desoxirribonucleico) específicas, 
determinadas por meio do pareamento de bases da endonuclease com o material genético 
alvo sendo ele DNA ou o RNA (MANGHWAR, et al, 2019). 

Assim sendo, inicialmente a CRISPR/ Sistema CAS foi identificada como um mecanismo 
de proteção contra bacteriófagos e plasmídeos invasores em procariotos, este mecanismo 
possui uma endonuclease chamada de CAS, que se liga a um pequeno RNA crispr (crRNA) e se 
associa a um DNA ou RNA viral, a qual após o pareamento entre as fitas, a endonuclease CAS 
cliva o material genético, sendo ele DNA ou RNA a depender do tipo de CAS utilizada (HUSSEIN, 
et al, 2023). 

Desta forma, podemos utilizar as proteínas CRISPR/ Sistema CAS como uma terapia 
para tratar doenças genéticas, como em mutações no gene TP53 (Gene Supressor de Tumor). 
Assim sendo, as mutações no gene TP53 são frequentemente associadas a vários tipos de 
câncer, sendo a região do domínio central de ligação ao DNA o local onde ocorrem a maioria 
das mutações responsáveis pela inativação deste gene (DONEHOWER, et al, 2019). 
 Logo, por conta de mutações no gene TP53 o seu transcrito é muitas vezes associado 
de 50-60% dos cânceres humanos, onde 90% destas mutações são classificadas como 
missense (produz outro aminoácido) ocorrendo em aproximadamente em 190 códons do 
gene. Consequentemente, por haver mutações do tipo missense a troca de aminoácidos 
formando uma proteína diferente provocando a perda da função da p53 e, portanto, 
permitindo com que a célula em uma situação de estresse se transforme em uma célula 
cancerosa (BAUGH, et al, 2018). 
 Portanto, ao utilizarmos a CRISPR/CAS9, poderia-se tornar um gene TP53 mutante 
disfuncional em um gene TP53 selvagem e com total funcionalidade por meio da 
recombinação homóloga, que levaria a expressão normal da proteína p53. Em vista disso, 
estudos computacionais formaram um quadro estatístico Estratégia CRISPR Computacional 
(CCS) que mapeia de forma precisa fragmentos de DNA que possuem regiões de realce crítico 
(CERs) dependentes de p53, projeto este que facilita a triagem CRISPR para identificar regiões 
genômicas alvo, e utilizar a CRISPR/CAS9 para a edição de bases (BE’s) e para edição de primers 
(PEs) que permitem a correção precisa de um locus genômico alvo sem deletar o gene, 
corrigindo mutações missense no TP53 como um terapia anticâncer (MIRGAYAZOVA, et al, 
2020). 
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Entretanto, pelo fato da natureza da CRISPR/ Sistema CAS causar perturbações 
genéticas programadas em múltiplos locais do genoma, sua utilização proporcionou grandes 
avanços no ramo da genômica funcional, sendo este processo responsável por criar uma 
grande quantidade de dados, sendo necessários diversos passos para a análise e tratamento 
destes dados gerados pela CRISPR/ Sistema CAS desde o sequenciamento até o controle de 
qualidade dos dados gerados, e todos estes dados correlacionados com ferramentas de 
bioinformática que utilizam softwares especializados para realizar o tratamento dos dados 
gerados (TRIVEDI, RAMESH, WHEELDON, 2023). 

Sendo assim, a tecnologia CRISPR, necessita de softwares e de linguagens de 
programação que abarque múltiplos formatos de arquivos e de bancos de dados, onde, em 
muitos casos, estarão em formato de texto ou em linguagem binária. Ressalta-se que o 
formato de texto é o mais utilizado pelos profissionais, por conta de sua capacidade de 
fornecer informação de fácil acesso e por ser editado facilmente, sem a necessidade do 
software original, vale a citação de algumas destas linguagens utilizadas neste meio como o 
Python, C ou C++ (GONNELLA, 2022). 

Posto isso, é fundamental realizar uma revisão sistemática da literatura, que permita 
comparar trabalhos anteriores relacionados com o tema discutido. A análise de estudos 
anteriores é essencial para posicionar a seguinte pesquisa no contexto acadêmico e justificar 
a importância da abordagem sobre a relevância no tratamento de neoplasias utilizando a 
tecnologia CRISPR/ Sistema CAS e ferramentas de bioinformática para a exploração de dados 
e, assim, auxiliar na investigação da função do gene TP53 e de seu transcrito para então obter-
se um tratamento mais preciso e menos danoso aos enfermos afetados por neoplasias 
decorrentes da mutação do gene. Pois, a edição de genes proporciona a capacidade de alterar 
sequências genômicas, normalmente causando alterações no DNA; como inserções, deleções 
e substituições de sequências, sendo a tecnologia CRISPR/ Sistema CAS, a ferramenta RNA-
guiada mais proeminente para a edição de moléculas de DNA, por conta de sua especificidade 
e efetividade, possuindo grande potencial para o tratamento de doenças humanas, 
especialmente distúrbios genéticos e câncer (MIRGAYAZOVA, et al, 2020). 

Diante do exposto, o presente estudo abordou a utilização das linguagens de 
programação presentes na bioinformática para a exploração e análise da tecnologia CRISPR/ 
Sistema CAS demonstrando a utilização da bioinformática para o tratamento do gene TP53 e 
suas variantes.  

 
2 MÉTODO 

 
 O método deste estudo é do tipo de revisão narrativa de periódicos científicos 
disponíveis em plataformas online da Scientific Electronic Library Online (SciELO), National 
Library of Medicine (PubMed), Google acadêmico e a Biblioteca integrada do CEUB, buscando 
textos nos idiomas português e inglês nos anos de 2013 a 2023, porém, com preferência nos 
anos de 2018 a 2023, utilizando as palavras chaves de Bioinformatics, CRISPR/CAS, Program 
language, TP53, CAS9 e CAS13, sendo encontrados 214.516 artigos, destes foram utilizados 31 
artigos para a escrita do trabalho em questão (Figura 01). 
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Figura 01 – Fluxograma da escolha de artigos 
 

 
Fonte: (ZANELA, 2023). 

 

 3  DESENVOLVIMENTO 
 3.1 Bioinformática 
 

         Somente durante a última década conseguiu-se observar algum desenvolvimento nas 
áreas que abrangem a genômica. Por conta do seu recente desenvolvimento, a genômica era 
muito dependente dos desenvolvimentos de métodos capazes de sequenciar quantidades 
massivas de sequências curtas e paralelas de DNA, onde a leitura de uma dessas sequências 
pode conter de 50 a 150 pares de bases. Essa tarefa gera expressivas quantidades de dados, 
tendo o objetivo principal a descoberta e registro de regiões genômicas e suas funções 
biológicas. Contudo, a quantidade imensurável de protocolos experimentais acompanhados 
de pipelines (série de dados automatizados executados em sequência) desenvolvidos com o 
intuito de otimizar os recursos de alto rendimento das NGS (Next Generation-sequencing, 
sequenciamentos de nova-geração), visando monitorar uma ampla variedade de fenótipos 
moleculares, os quais espelham uma notável diversidade de funções genômicas (GUIGO, 
HOON, 2018). 
         Sendo assim, as NGS atuais viabilizam a caracterização epigenômica, genômica e 
transcriptômica para cada tecido. Com isso, a partir da obtenção de ácidos nucleicos de um 
tecido alvo, como, por exemplo, de células tumorais, sendo as amostras de ácidos nucleicos, 
DNA e RNA, obtidas por meio de biópsia, são direcionadas para bibliotecas específicas, para a 
construção de protocolos, e para plataformas de sequenciamento, os dados brutos são pré-
processados e mandados para pipelines específicas para a extração de informações não 
triviais, como vias de sinalização-ativadas/inativadas ou a identificação de variantes 
clinicamente acionáveis (CANZONERI, LACUNZA, ABBA, 2019).  
 Sabendo disso, existem mais de 3 milhões de pares de bases no exoma (fração do 
genoma que codifica os genes) humano, que estão distribuídos em 180.000 exons (Sequências 
de bases transcritas e traduzidas). Um pequeno projeto contendo todo o exoma humano 
geraria terabytes de dados brutos, o que torna as plataformas de NGS, que utilizam a 
genômica e bioinformática, como disciplinas que exigem abordagens de Big Data (Figura 02). 
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Contudo, apesar dos avanços tecnológicos que vêm tornando os estudos de NGS mais 
acessíveis, observa-se o grande desafio de como lidar com estes grandes volumes de dados 
produzidos (CANZONERI, LACUNZA, ABBA, 2019). 
 
Figura 02 - Fluxos de trabalho de bioinformática para análise de dados de NGS (Exoma-Seq à 
esquerda e RNA-seq à direita). 

 
Fonte: adaptado de (CANZONERI, LACUNZA, ABBA, 2019). 

 

 Com isso, apesar de existirem técnicas para realizar o sequenciamento de material 
genético, como o método de Sanger, as NGS conseguem realizar a enzimologia e aquisição de 
dados realizando estas tarefas em passo a passo e de forma organizada, assim gerando uma 
grande quantidade de modelos simultâneos, sendo que esta capacidade aprimorada de 
geração de dados resultou em mudanças significativas nas técnicas de sequenciamento de 
DNA. Assim, muitas das plataformas comerciais utilizam as NGS com base no conceito de SBS 
(Sequencing by Synthesis, Síntese por Sequenciamento), fragmentação por cisalhamento 
físico, geração de uma biblioteca de sequenciamento e a amplificação do molde em virtude 
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da hibridização da do fragmento da biblioteca para oligonucleotídeos (MCCOMBIE, 
MCPHERSON e MARDIS, 2019). 
 
 3.2 Terapia gênica com base em moléculas CRISPR/ Sistema CAS 
 
 Com a descoberta da CRISPR/ Sistema CAS, o campo da biologia molecular conseguiu 
grandes avanços ao utilizar a molécula pertencente ao sistema imune adaptativo de seres 
procariotos como uma ferramenta capaz de editar o genoma. Sendo assim, a CRISPR possui a 
função da memória genômica de patógenos invasores, sendo essa memória utilizada pelas 
proteínas CAS como endonucleases guias para analisar um material genético invasor e 
desativá-lo introduzindo a quebra de fita dupla (LINO, et al, 2018).  
 Assim como outros mecanismos defensivos biológicos, as CRISPR/ Sistema CAS 
presentes nos grupos Archaea e bactéria mostram uma grande diversidade de sequências de 
proteínas CAS diferentes (Tabela 01). Com isso, foram realizados dois estudos anteriores, 
publicadas na Nature Reviews Microbiology, em 2011 e 2015 respectivamente, onde 
utilizaram da comparação das composições genéticas das diferentes CRISPR/ Sistemas CAS e 
a arquitetura dos loci com agrupamento baseado em similaridade de sequência e análises 
filogenéticas de proteínas CAS conservadas. Sendo que, a classificação de 2015 relatou 5 tipos 
e 16 subtipos e uma maior divisão das diferentes CRISPR/ Sistemas CAS em duas classes 
(MAKAROVA, et al, 2019). 
 
Tabela 01 - Tipos diferentes de moléculas CRISPR/ Sistema CAS 

Classe Tipo Proteína Efetora Alvo 

Classe 1 CRISPR/ 
Sistema CAS 

Tipo I Complexo multi-subunidades 
(Exclusivo para a proteína CAS3) 

DNA fita simples, pode demonstrar efeitos 
colaterais 

Tipo 
III 

Complexo multi-subunidades 
(Exclusivo para a proteína CAS10) 

DNA/RNA 

Tipo 
IV 

Complexo multi-subunidades 
(Exclusivo para a proteína Csd1) 

Desconhecido 

Classe 2 CRISPR/ 
Sistema CAS 

Tipo II CAS9 DNA fita dupla 

Tipo 
V 

CAS12 DNA fita dupla, em fitas simples de DNA 
pode demonstrar efeitos colaterais 

CAS14 DNA fita simples, pode demonstrar efeitos 
colaterais 

Tipo 
VI 

CAS13 RNA fita simples, pode demonstrar efeitos 
colaterais 

Fonte: adaptado de (KOSTYUSHEVA, et al, 2022). 
 

 Desta forma, moléculas CRISPR/ Sistema CAS de classe 1 incluem 3 variações de 
moléculas, sendo elas: tipo I, tipo III e tipo IV. Essas moléculas são caracterizadas por múltiplas 
proteínas efetoras, compartilhando um efetor em cascata, que é composto por um complexo 
de proteínas CAS em conjunto com moléculas de crRNA. Este complexo é responsável por 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kostyusheva%20A%5BAuthor%5D
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reconhecer o motivo adjacente ao protoespaçador (protospacer adjacent motif, PAM), 
também desenrolando o DNA alvo e, assim, permitindo a interação do crRNA e o DNA alvo, 
referindo-se a CAS3 como a responsável pela clivagem da fita de DNA não ligada ao complexo; 
enquanto as moléculas de classe 2 incluem moléculas CRISPR/ Sistema CAS do tipo II e menos 
comumente do tipo V e do tipo VI, cada uma dispondo de proteínas efetoras únicas, e, com 
isso, possuindo uma organização menos complexa ao formar uma proteína grande, 
multidomínio e multifuncional (KOSTYUSHEVA, et al, 2022). 
 Com isso, a endonuclease CAS9 foi primeiramente encontrada em bactérias do gênero 
E. coli (Escherichia coli) e posteriormente em outros gêneros de bactérias, sendo a CAS9 
classificada como de classe 2, tipo II, sendo que, portanto, proteínas CAS9 tem como alvo 
sequências específicas de DNA, sendo a proteínas CAS do tipo II de Streptococcus pyogenes 
(SpCAS9), comumente utilizada para clivar o DNA orientado por RNA em células de mamíferos, 
sendo sua especificidade de ligação determinada pela PAM, que forma um híbrido DNA-
sgRNA, onde a interação dos dois domínios de nuclease induzem a quebra de dupla fita (DSB) 
na fita alvo (ZHAN, et al, 2019). 
 Entretanto, em contraponto com outras proteínas do sistema CAS de classe 2 como a 
CAS9 e a CAS12 que interagem e clivam moléculas de DNA, a proteína CAS do tipo VI, 
conhecida como CAS13, e responsável por realizar a interação e clivagem de moléculas de 
RNA, por conta de que proteínas CAS13 possuem dois domínios endoRNase de Nucleotídeo 
Ligante de Eucariotos Superiores e Procariotos (HEPN), que promovem a clivagem precisa do 
RNA tendo a preferência por locais alvos com o motivo de sítio adjacente ao proteoespaçador 
(PFS), sendo as proteínas CAS13a, CAS13b e CAS13c algumas proteínas pertencentes à família 
de proteínas CAS13, onde a CAS13a pode ser adaptadas para a detecção de ácidos nucleicos 
assim como para a redução e rastreamento de RNA em células de mamíferos e plantas (COX, 
et al, 2017).  
 Assim sendo, as moléculas CRISPR/ Sistema CAS foram observadas em diversas 
bactérias diferentes onde possuíam algumas diferenças, onde proteínas CAS do tipo 2, 
denominada de CAS9 possuem dois domínios de nuclease, His-Asn-His (HNH), nuclease esta 
que cliva a fita alvo de DNA, e uma nuclease semelhante a RuvC (Fator de Utilidade de 
Recombinação) onde se divide em subdomínios RuvC-I, RuvC-II e RuvC-III que clivam a fita não 
alvo, porém, antes da clivagem do DNA a CAS9 forma um complexo de ribonucleoproteína 
com os RNAs, crRNA que reconhece o DNA alvo e o tracrRNA (crRNA transitivado) que se 
hibridiza com o crRNA que forma um sgRNA (RNA guia único) quimérico que possui um parte 
constante que forma a estrutura de ligação com a CAS9 e a extremidade 5’-end, que possui 
20 nucleotídeos complementares a fita de DNA alvo, que forma a ligação e provocando a 
clivagem do DNA (JANIK, et al, 2020). 
 CRISPR do tipo IV naturalmente possui uma nuclease que tem como alvo um RNA 
sendo ela conhecida como CAS13 ou C2C2, CAS13b, CAS13c, CAS13d, CAS13x e CAS13y, onde 
todas precisam de dois domínios conservados de HEPN que irão mediar a degradação da fita 
simples de RNA, sendo que, o sítio PFS, estrutura secundária do RNA e a região inicial do crRNA 
são essenciais para o funcionamento da nuclease. Contudo, em contrapartida da CAS9 a 
CAS13 não causa variações permanentes no código genético, sendo necessário trazer efetores 
exógenos para alcançar ou manter a eficácia terapêutica, porém a manipulação de RNA é 
adaptável em quantidade e reversível com o tempo e que as terapias voltadas para o RNA são 
mais focadas no sintomas das doenças (TANG, et al, 2021). 
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 3.3 Características do gene TP53  
 
 Durante o cotidiano, a proteína p53 transcrita do gene TP53 
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000017.11?report=genbank&from=7668421&t
o=7687490&strand=true (Fonte: NCBI, NC_000017.11)], atua como um supressor de tumor. 
Com isso, em situações fisiológicas normais, a expressão da proteína p53 se mantém em um 
nível baixo nos tecidos por meio de regulação negativa. Numerosas substâncias endógenas e 
exógenas podem estressar a célula e ativar a p53, e com isso desencadeando uma série de 
respostas celulares responsáveis pela manutenção da homeostase do organismo. A ativação 
da p53 é de extrema importância para a sobrevivência de células saudáveis, protegendo-as da 
tumorgênese (HU, et al, 2021). 
 Entretanto, o gene TP53 é conhecido como um gene supressor tumoral, que por sua 
vez gera um transcrito chamado de p53, que recebe o apelido de ‘guardião do genoma’. 
Sendo, o TP53 um dos genes mais repetidamente mutados 
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ026210.1 (Fonte: NCBI, JQ026210.1)] em todos os 
tipos de cânceres humanos que leva consigo um prognóstico adverso com respostas 
subótimas às terapias convencionais. A resposta a terapias convencionais como a 
quimioterapia citotóxica dependentes da presença da p53 intacta, devem induzir a apoptose 
na célula neoplásica, no entanto, cânceres com mutações presentes no gene TP53 respondem 
mal a quimioterapia citotóxica (DAVER, et al, 2022). 
 O gene TP53 é o gene mais frequentemente mutado do genoma, cerca de 50% dos 
cânceres possuem essa mutação, onde algumas destas mutações levam a perda total da 
proteína p53. Muitas destas mutações são classificadas como missense, onde apenas um 
aminoácido é substituído, causando uma perda de função da proteína, que ocorre por conta 
da mudança da conformidade da proteína p53 deixando a célula inapta para ativar a apoptose. 
O gene TP53 mutado pode coexistir com as outras proteínas p53 selvagens presentes no início 
da transformação da célula normal em uma célula neoplásica, porém com o avanço da doença 
o gene mutado impede a molécula selvagem de exercer sua função de supressão tumoral. 
Também existe a mutação de ganho de função, fazendo com que a proteína adquira funções 
que não são dela (WANG, STRASSER e KELLY, 2022). 
 Sendo assim, uma característica comum de muitas células neoplásicas é o status 
mutacional do gene TP53, sendo presente em quase metade dos casos de malignidades 
humanas abrigando uma forma mutada do gene TP53, com isso, tornando-o um importante 
alvo terapêutico para o tratamento de câncer, possuindo uma distribuição de mutações por 
toda a sequência sendo mais frequente no domínio de ligação ao DNA. Portanto o 
direcionamento de mutações no TP53 representa uma estratégia terapêutica em potencial, 
trazendo novamente a funcionalidade da proteína e causando a morte celular e levando a 
regressão tumoral. Entretanto, para este processo deve haver toda a substituição do locus 
TP53 mutado que mede aproximadamente 20,5 kb de comprimento, sendo isso somente 
possível utilizando cortes específicos proporcionados pela tecnologia CRISPR/CAS9 (tabela 02) 
que pode substituir eficientemente uma fragmento genômico tão grande quanto 65 kb de 
comprimento (SERGIU, et al, 2018). 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000017.11?report=genbank&from=7668421&to=7687490&strand=true
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000017.11?report=genbank&from=7668421&to=7687490&strand=true
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ026210.1
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Tabela 02 - Pontos de corte da endonuclease CAS9 presentes no gene TP53 mutado 

Pontos de corte da CAS9 

Rank Sequência 
alvo 

Localização 
genômica 

Sentido Porcentagem 
de CG (%) 

Auto 
Complemen

tariedade 

MM
0 

MM
1 

MM
2 

MM
3 

Eficiência 

1 TCTCGAAGCGC
TCACGCCCACG

G 

seq:996 Negativo 65 0 1 0 0 0 56.30 

2 CGCTATCTGAG
CAGCGCTCATG

G 

seq:534 Negativo 60 3 1 0 0 0 43.15 

3 CCCCGGACGA
TATTGAACAAT

GG 

seq:137 Positivo 50 0 1 0 0 1 60.82 

4 GTGCTCGCTTA
GTGCTCCCTGG

G 

seq:900 Negativo 60 0 0 0 0 1 41.31 

5 CCCCTTGCCGT
CCCAAGCAATG

G 

seq:99 Positivo 65 4 1 0 0 2 46.55 

6 GGCAGCTACG
GTTTCCGTCTG

GG 

seq:313 Positivo 60 3 1 0 0 2 39.14 

7 TCGACGCTAG
GATCTGACTGC

GG 

seq:10 Negativo 55 2 1 0 0 3 77.66 

8 TATCTGAGCAG
CGCTCATGGTG

G 

seq:531 Negativo 55 2 1 0 0 3 61.99 

9 GTTGATTCCAC
ACCCCCGCCCG

G 

seq:439 Positivo 65 0 1 0 0 3 57.34 

10 TCCATTGCTTG
GGACGGCAAG

GG 

seq:100 Negativo 55 3 1 0 0 3 54.32 

Fonte: (CHOPCHOP, 2023). 
 

 3.4 Sistematização de estudos relacionados a edição de genomas 
 
 Em células de mamíferos, a tecnologia CRISPR foi inicialmente usado para se aproveitar 
dos mecanismos de reparo de DNA naturais, para assim provocar uma edição gênica por meio 
da Junção de Extremidades Não Homólogas (NHEJ), e pelo Reparo Direcionado por Homologia 
(HDR). Assim sendo, as NHEJ são frequentemente usadas para formação de inserções e 
deleções propensas a erros (indels), já as HDR, são mais utilizadas para fins terapêuticos por 
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conta de sua alta precisão de edição genética. Em modelos pré-clínicos terapias à base de 
CRISPR têm sido utilizadas para aproveitar a inativação (Knockout) (Tabela 03) genética para 
várias finalidades incluindo para o tratamento de câncer, sendo outras estratégias utilizadas: 
redução da expressão gênica (knockdown), repressão gênica local, ativação CRISPR, 
silenciamento ou ativação prolongada de genes alvo, regulação de genes alvo e loss-of-
function (perda de função) (Tabela 03) (CHAVEZ, et al, 2023). 
 
Tabela 03 - Análise comparativa dos diferentes artigos ao realizarem edição gênica com auxílio 
de endonucleases Cas, os tipos de estratégias utilizadas  e suas diferentes conclusões em 
comparação com o tema exposto. 
 

Nome do artigo Endonuclease Cas utilizada Tipo de 
estratégia 
utilizada 

Conclusão do artigo 

Targeting DNA 
repair with 
combined 
inhibition of 
NHEJ and MMEJ 
induces 
synthetic 
lethality in TP53-
mutant cancers. 
 

CAS9 knockout 
(inativação) 

Identificação e inibição de genes 
responsáveis pelo reparo de DNA 
conhecida como Junção de 
Extremidades não Homólogas 
(NHEJ), aumentando a 
sensibilidade a novobiocina, que 
por sua vez causa a morte de 
células cancerígenas, sendo a 
mutação do gene TP53 
responsável por aumentar 
biomarcadores que podem ser 
utilizados para utilizar esta técnica 
(PATTERSON-FORTIN, et al, 2022). 
 

EGFR suppresses 
p53 function by 
promoting p53 
binding to DNA-
PKcs: a 
noncanonical 
regulatory axis 
between EGFR 
and wild-type 
p53 in 
glioblastoma. 
 

CAS9 Knockout 
(Inativação) 

Inibição do Receptor de Fator de 
Crescimento Epidérmico (EGFR) 
dependente de P53 e  Subunidade 
catalítica da DNA dependente de 
proteínas cinase  (DNA-PKcs) por 
meio da CRISPR/CAS9, assim 
permitindo a interação da P53 e 
da DNA-PKcs (DING, et al, 2022). 
 

Functional 
interrogation of 
DNA damage 
response 
Variants with 
base editing 
screens. 

CAS9 Knockout 
(Inativação) 

Identificação de mutações na 
resposta ao dano ao DNA (DDR) 
utilizando a tecnologia CRISPR/ 
Sistema CAS, sendo identificados 
e catalogados com o auxílio de 
programas de linguagem de 
computador, chamado de R, mais 
de 2.000 RNA’s guias de fita 
simples que por sua vez geram 
mais de 86 variantes de DDR que 
podem afetar a P53 (CUELLA-
MARTIN, et al, 2021). 
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Targeting 
mitochondrial 
structure 
sensitizes acute 
myeloid 
leukemia to 
Venetoclax 
treatment. 
 

CAS9 Loss-of-
function 

(perda de 
função) 

Utilização da tecnologia 
CRISPR/CAS9 para forçar uma 
perda de função de blastos de 
AML (Leucemia mieloide aguda) 
cujo principal objetivo, sendo a 
degradação da P53, causando um 
aumento da concentração de P53 
selvagem, em detrimento do 
acúmulo da P53 mutada, assim 
causando a morte celular das 
células neoplásicas (CHEN, et al, 
2019). 
 

GINS4 
suppresses 
ferroptosis by 
antagonizing 
p53 acetylation 
with Snail. 

CAS9 Knockout 
(Inativação) 

Inibição de GINS4 por meio de 
CRISPR/CAS9, causando assim 
uma indução das fases G1, G1/S, S 
e G2/M causando uma ferroptose 
em células nesses estágios de 
divisão celular, pois o GINS4 
suprime a P53, antagonizando a 
acetilação por meio da P53 (CHEN, 
et al, 2023). 

Fonte: (ZANELA, 2023). 

 
 A abordagem de inativação de partes específicas do gene TP53, através da técnica de 
knockout (inativação), representa uma estratégia favorável no tratamento de neoplasias 
decorrentes de mutações do gene TP53 hâ utilização desta estratégia com o intuito de 
inativação de fatores de resistência a medicamentos de células neoplásicas, em conjunto com 
com estas drogas antes ineficazes, demonstra ser uma estratégia bastante utilizada. Porém, 
este método de tratamento demanda mais estudos por conta da toxicidade gerada pelos 
medicamentos nos pacientes e pelos efeitos adversos das CAS presentes na tecnologia 
CRISPR/ Sistema CAS. 
 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
  
 É de suma importância enfatizar que a procura e desenvolvimento de novos métodos 
de tratamento e diagnóstico sejam desenvolvidos, pois assim como nesta tecnologia as 
enfermidades que afetam a vida e o bem estar da população mundial vem crescendo cada vez 
mais, e a criação de tecnologias como a CRISPR/ Sistema CAS para o tratamento de doenças 
que afetam nossos genes estão se mostrando uma grande ferramenta para que seja possivel 
enfrentar uma das moléstias que assombram a humanidade a séculos como o câncer. Há 
diversas estratégias que podem ser utilizadas com a tecnologia CRISPR/ SIstema CAS, e sua 
utilização com as linguagens de programação vem tornando esta técnica cada vez mais 
precisa, seja na hora de descobrir o gene defeituoso ou a produção da CRISPR que irá atingir 
o gene alvo. 
 Entretanto, ainda há uma série de desafios a serem superados, antes que essas 
técnicas possam ser efetivamente usadas para o tratamento de neoplasias. Dentre esses 
desafios podem elencar a falta de capacidade computacional, que gera quantidades enormes 
de dados, por conta do tamanho dos genes humanos, fazendo-se necessário o 
desenvolvimento de programas e softwares mais potentes que sejam capazes de resistir às 
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quantidades gigantes de dados que são inseridos. Porém, há necessidade de pesquisas sobre 
as CAS utilizadas na tecnologia CRISPR, onde é relatada a presença de reações adversas no 
organismo afetado por essas enzimas, visando torná-las ainda mais seguras para o uso no 
tratamento de pacientes, afetados pelas mutações do gene TP53.  
 Portanto, apesar de ser uma técnica com grande potencial, ainda são necessários mais 
estudos para o aprimoramento das tecnologias apresentadas sendo elas a tecnologia CRISPR/ 
Sistema CAS, além dos softwares e programas de computador, para que então sejam viáveis 
de serem usados para o tratamento de pacientes, portadoras de mutações no gene TP53, 
presentes em alguma neoplasia. 
 Assim, destacando o papel do profissional biomédico por conta de suas habilidades 
técnicas para a realização destas pesquisas, tanto no ramo computacional para quanto no 
ramo laboratorial, aprofundando nossos conhecimentos sobre as demais técnicas de CRISPR/ 
Sistema CAS, e no desenvolvimento de softwares mais sofisticados que consigam aguentar a 
demanda gigantesca de dados produzidos pelas NGS. 
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