
  
    1. INTRODUÇÃO


    Desde os primórdios da existência da vida no planeta, os processos moleculares pelos quais microrganismos adquirem diferenciações genéticas por meio da troca contínua de material genético com o ambiente externo, através de elementos móveis como plasmídeos e vírus, moldaram sistemas adaptativos e mecanismos de defesa celular (JORE et al., 2011; LLOSA et al., 2002; STURINO et al., 2004). Essa transferência horizontal de genes pode conferir vantagens adaptativas aos procariotos; contudo, também pode causar danos celulares, especialmente durante infecções por fagos, nas quais o material genético exógeno interfere na expressão gênica e na manutenção estrutural das células hospedeiras (JORE et al., 2011).


    Durante as décadas de 1980 e 1990, estudos genômicos em procariotos identificaram sequências repetitivas peculiares inicialmente em Escherichia coli e, posteriormente, em diversos outros microrganismos. Essas sequências passaram a ser denominadas CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), termo proposto por Jansen et al. (2002) a partir de análises in silico de bactérias e arqueias. Com a descoberta das sequências CRISPR, também foram identificados genes associados codificando proteínas com atividades nucleases e helicases, denominadas proteínas Cas (CRISPR-associated proteins). Estudos posteriores demonstraram que os sistemas CRISPR/Cas desempenham papel fundamental na defesa adaptativa de procariotos contra ácidos nucleicos exógenos, como vírus e plasmídeos (NIDHI et al., 2021). Em 2012, Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna descreveram os mecanismos moleculares pelos quais a nuclease Cas9 poderia ser direcionada a sequências específicas de DNA por meio da ação coordenada de crRNA e tracrRNA, possibilitando o desenvolvimento de sistemas programáveis de edição gênica (DOUDNA; CHARPENTIER et al., 2014).


    Atualmente, os sistemas CRISPR/Cas representam uma das principais ferramentas da biologia molecular moderna devido à sua elevada especificidade, versatilidade e baixo custo relativo (CHAVEZ et al, 2022). Suas aplicações abrangem diagnóstico molecular, modulação da expressão gênica, terapia gênica e desenvolvimento de estratégias terapêuticas inovadoras para doenças genéticas, infecciosas e neoplásicas (LI et al, 2023; XU et al, 2025)


    O câncer cervical permanece como um importante problema de saúde pública mundial, estando fortemente associado à infecção persistente por tipos oncogênicos do papilomavírus humano (HPV) (CHAN et al, 2019). A expressão dos oncogenes virais promove alterações no controle do ciclo celular e favorece processos de transformação maligna (Hoppe-Seyler et al, 2018). Embora existam estratégias preventivas e terapêuticas disponíveis, tratamentos mais específicos e eficazes ainda são necessários, especialmente para lesões associadas a HPV de alto risco (SMALLEY et al, 2020; Downham et al, 2024).


    Dessa forma, as tecnologias baseadas em CRISPR/Cas têm despertado grande interesse científico devido ao seu potencial no diagnóstico, monitoramento e tratamento de infecções por HPV e lesões cervicais associadas (Huang et al, 2025; LIU et al, 2025). Assim, esta revisão busca discutir as bases moleculares e principais aplicações das ferramentas CRISPR/Cas na pesquisa, diagnóstico e tratamento do câncer cervical, destacando seu potencial como estratégia inovadora na biologia molecular e na medicina translacional.

  


  
    2. O SISTEMA CRISPR/CAS 


    O sistema CRISPR-Cas é um mecanismo adaptativo de defesa contra material genético exógeno, principalmente de fagos, em procariotos. Esse sistema armazena informação genética de infecções virais pregressas na forma de sequências nucleotídicas inseridas em locais específicos do genoma procariótico, organizadas como repetições diretas flanqueadas por regiões codificantes de proteínas Cas (BARRANGOU; HORVATH, 2010). As sequências CRISPR foram relatadas pela primeira vez em 1987, quando Ishino e colaboradores sequenciaram um fragmento cromossomal de E. coli K12 e descreveram uma estrutura incomum adjacente ao gene iap, sem, contudo, atribuir-lhe função biológica. Posteriormente, Mojica et al. (1993) identificaram repetições semelhantes na arquea halofílica Haloferax mediterranei, observando que tais repetições flanqueavam sítios de restrição, como o de PstI (Figura 1). Com o avanço do sequenciamento e das ferramentas de bioinformática, Jansen et al. (2002) cunharam o acrônimo CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) e descreveram os primeiros genes Cas (associados a CRISPR).
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    Figura 01: repetições diretas (nas caixas) flanqueando o sítio de PstI. Fonte: Mojica et al., (1993).


    Apenas em 2005 reuniu-se evidência suficiente para associar essas estruturas à imunidade procariótica, observando-se que os espaçadores derivavam de elementos genéticos móveis, como vírus e plasmídeos (POURCEL et al., 2005). Em 2007, Barrangou e colaboradores demonstraram experimentalmente que o sistema CRISPR confere resistência adquirida contra fagos em Streptococcus thermophilus, consolidando a função de defesa adaptativa. Desde então, loci CRISPR foram encontrados em quase todas as arqueas e em cerca de metade das bactérias. As proteínas Cas controlam três fases funcionais: adaptação, processamento e interferência (JANSEN et al., 2002; BUTIUC-KEUL et al., 2021).


    Até então, uma proteína codificada pelos genes Cas, a Cas1, era especulada ser uma proteína com atividade de endonuclease da família das proteínas COG1518, também predita ser uma enzima envolvida em processos de reparo do DNA. Jansen (2002) também descreveu a Cas3 como sendo uma helicase (JANSEN et al., 2002; POURCEL et al., 2005). Com o constante aumento do número de sistemas CRISPR sequenciados, muitos genes Cas foram descobertos em diferentes organismos, tornando o processo de classificação muito complexo e difícil. Muitas destas sequências espaçadoras são coincidentes com outras sequências de DNA extracromossômico, tendo-as como fonte de origem, e são também conhecidos como protoespaçadores. Inicialmente, apenas quatro genes codificantes de proteínas Cas foram elucidados e descobertos em genomas que contêm um sistema CRISPR-Cas ativo, mas o esforço de busca destas sequências em outros genomas já levou à identificação de 93 genes Cas agrupados em 45 famílias de genes, todos classificados com base em similaridades da proteína Cas codificada (BUTIUC-KEUL et al., 2021).


    Com o início da investigação aplicada das proteínas Cas, através do estudo funcional dos loci CRISPR, várias foram relatadas na literatura científica. De várias já descritas, as proteínas Cas1 e Cas2 são consideradas um marco temporal na linha histórica de elucidação dos mecanismos moleculares deste sistema de defesa procariótico pela importância e preponderância entre os variados tipos de CRISPR. As proteínas Cas1 e Cas2 foram, assim, descritas na maior parte dos sistemas CRISPR conhecidos. Ademais, a análise sequencial das proteínas Cas1 sugeriu a existência de vários sistemas distintos, cada um deles unicamente caracterizado pela disposição do arranjo e do estado de conservação das sequências nucleotídicas dos genes codificadores das várias proteínas Cas que os compõem. Os genes codificadores das proteínas Cas1 a Cas6 foram descritos como amplamente distribuídos entre os vários sistemas (BUTIUC-KEUL et al., 2021; MAKAROVA et al., 2015).


    Pourcel et al. (2005), usando de ferramentas de bioinformática, realizou uma busca BLAST de sequências espaçadoras de Streptococcus. pyogenes contra genomas sequenciados e encontrou, à época, que a maioria das sequências espaçadoras encontradas eram, na realidade, sequências com similaridade a outras relacionadas a fagos. O autor sugeriu, assim, que as estruturas relacionadas às CRISPR poderiam ser sistemas capazes de conferir capacidade de autodefesa contra elementos genéticos móveis e também sugeriu que tais sequências similares pudessem ser algum tipo de memória molecular de infecções pregressas (NIDHI et al. 2021; POURCEL et al., 2005). Uma das primeiras evidências de que os espaçadores seriam relacionados a fatores moleculares exógenos provenientes de infecções prévias foi demonstrada através de transdução em Streptococcus thermophilus por fagos. Análise de populações bacterianas sobreviventes após a infecção demonstrou que algumas destas bactérias adquiriram novos espaçadores que eram específicas contra os fagos. Estas novas bactérias descendentes continham informação que as conferia resistência a novas infecções por vírus (JORE et al., 2011).


    O sistema de interferência CRISPR/Cas é altamente complexo e diversificado, sendo composto por vários subtipos de sistemas efetores baseados em monômeros, dímeros ou um complexo de várias proteínas e endonucleases. Baseando-se nos diferentes tipos de CRISPR/Cas já descritos na literatura, há os sistemas de classe um, que são agrupados em tipos I, III e IV. (NIDHI et al. 2021) Uma marcante e notável diferença entre os sistemas CRISPR é o fato de os sistemas baseados na classe I empregarem um aglomerado de múltiplas subunidades que formam um complexo efetor denominado complexo associado a CRISPR para defesa antiviral, ou Cascade (CRISPR-associated complex for antiviral defense) (LI et al, 2019).


    Em contraponto aos sistemas de classe I, os de classe II se respaldam em apenas uma unidade de ribonucleoproteína com a atuação concomitante de um crRNA, tornando o sistema de RNP da classe dois o mais simplificado de todos os demais baseados em CRISPR/Cas. Nos sistemas de classe II, a sequência guia de ancoragem (LAS, leader anchoring system) é reconhecida pela Cas daquele complexo e o espaçador é, então, inserido. Os sistemas de classe II são subdivididos em tipos II, V e VI (LI et al., 2019).


    2.1. Processo de interferência


    A inserção do DNA exógeno/viral é a etapa inicial do processamento de novos espaçadores, na qual fragmentos de DNA exógeno ou estranho são incorporados aos arranjos CRISPR (NIDHI et al., 2021; MAKAROVA et al., 2015). Nos sistemas classe II, o processo de inserção das sequências espaçadoras é realizado mediante a ligação da proteína Cas a uma sequência guia de ancoragem (LAS) presente no locus CRISPR, permitindo a quebra e inserção do espaçador. Na segunda etapa é processado e transcrito o crRNA, também denominado de CRISPR-RNA, formando um transcrito primário de crRNA chamado de pre-crRNA, o qual passa por maturação com a retirada das sequências interespaçadoras para formar o crRNA maduro, mais curto. Estes crRNAs guiam especificamente o maquinário das proteínas Cas para seus alvos, por complementaridade, sejam eles DNA ou RNA cognatos de plasmídeos ou vírus invasores. Nos sistemas CRISPR, a molécula que se liga ao pre-crRNA é geralmente a Cas9, que é uma endonuclease multidomínio, ou o RNA se liga a um complexo efetor de multisubunidades proteicas (Figura 2). Alguns crRNAs podem, ainda, sofrer mais processos de maturação e terem caudas adicionadas às extremidades 5’ e 3’ do crRNA. Assim, o sistema provém ao hospedeiro resistência adquirida e que pode ser herdada dos progenitores (JORE et al., 2011; HILLE et al 2018; NIDHI et al, 2021).
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    Figura 2: Representação esquemática das etapas do processo de adaptação e clivagem do DNA mediada por complexo efetor. Fonte: Adaptado de THURTLE-SCHMIDT et al. (2018).


    A etapa de interferência (Figura 3), na qual o sistema realiza a clivagem do DNA, acontece por intermédio da formação de um complexo efetor com a participação de múltiplas proteínas ou um sistema com proteína única singular, particularmente a Cas9, em sistemas de classe dois (JINEK et al, 2012). Ao passo que sistemas CRISPR de classe II sejam tipicamente monoméricos, os sistemas de classe I são complexos, envolvendo várias proteínas que constituirão o sistema efetor, juntamente o crRNA, que direcionará as proteínas Cas envolvidas para o sítio-alvo, tornando possível a quebra da fita de DNA cognata e complementar (HILLE et al, 2018). Alguns sistemas requerem a presença de um padrão protoespaçador adjacente (PAM, Protospacer Adjacent Motif), sem o qual não é possível a ligação das Cas ao sítio específico ou similar de interferência. As sequências PAMs estão presentes em diversos genomas bacterianos e sistemas CRISPR reconhecedores dos padrões adjacentes protoespaçadores só são efetivos se o PAM for reconhecido, o que gera uma especificidade limitadora no uso destes sistemas específicos para interferência em sistemas eucarióticos ou cujos genomas não disponham destas sequências especiais.(MOJICA et al, 2009).
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    Figura 3: Ilustração esquemática do processo de interferência. Fonte: Adaptado de THURTLE-SCHMIDT et al. (2018).


    O número de loci nos genomas procarióticos varia bastante, de um a 20, e cada um deles pode variar em número de pares espaçador-inserção por até centenas de vezes. O cluster de arranjos CRISPR é frequentemente precedido de uma região rica em adenina e timina que pode chegar a ter um comprimento de até 500 pares de bases (JORE et al., 2011; BARRANGOU; HORVATH, 2010). As sequências palindrômicas ou semipalidrômicas têm um papel fundamental na maturação e transcrição do crRNA, pois estas sequências, uma vez formadas, unem-se por complementaridade de base e formam estruturas em forma de “grampo de cabelo”, garantindo alta estabilidade ao RNA formado e estruturas secundárias bem conservadas. Embora haja conservação de sequências dentro do locus CRISPR, em geral, pode haver polimorfismo entre as sequências de diferentes loci. Não há correlação entre o número de loci, bem como tamanho do locus associado ao sistema e o tamanho do genoma do microrganismo, sendo altamente variáveis e podendo alcançar centenas de pares de repetição. Alguns dos menores genomas, como em Nanoarchaeum equitans, contêm múltiplos loci associados ao CRISPR/Cas (BUTIUC-KEUL et al., 2021).
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