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Resumo 

Gallucci, FP. O uso do sistema CRISPR-Cas9 para silenciamento da MMP9 no 
tratamento do câncer de bexiga [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2023. 

 

INTRODUÇÃO: O Câncer de Bexiga (CaB) é o décimo tipo de câncer mais 
comum entre ambos os sexos, responsável por cerca de 4% de todos os casos 
novos de câncer. É uma doença de morbidade, mortalidade e custos 
significativos, principalmente nos casos de estadiamento mais avançados. Com 
o avanço da pesquisa básica em oncologia, novos marcadores tumorais e 
mecanismos de evolução da doença têm surgido. Com o advento da técnica de 
CRISPR-Cas9 para edição genômica, novas perspectivas surgiram no estudo do 
processo de surgimento e progressão do câncer, como a análise do papel de 
moléculas específicas no processo de carcinogênese, como a metaloproteinase 
de matriz 9 (MMP-9). OBJETIVO: Analisar o efeito do bloqueio da expressão 
gênica da MMP-9 utilizando a técnica de CRISPR-Cas9 para edição gênica em 
células de carcinoma urotelial de bexiga T24-luc. MÉTODOS: Inicialmente, foi 
realizada a inserção das sequências de RNAs guias (sgRNA 1 e 2) para 
sequências-alvo no gene da MMP-9 no plasmídeo pX-330. Em seguida, os 
plasmídeos já modificados foram transfectados em linhagens celulares T24-luc 
e posteriormente, realizadas análises de expressão gênica e proteica por meio 
de RT-qPCR e Western-blotting, respectivamente. Para a análise do impacto 
funcional do bloqueio da MMP-9, foram realizados ensaios de proliferação 
celular e apoptose com citometria de fluxo, ensaio de formação de colônias, 
ensaio de migração celular por meio do teste de fechamento de ferida e ensaio 
de invasão celular através da técnica de Matrigel™. RESULTADOS: 
Primeiramente, foi realizada a validação dos plasmídeos pX-330 após inserção 
dos sgRNAs da MMP-9 por meio de sequenciamento. Após a transfecção da 
linhagem celular T24, comprovada pela presença de GFP positiva na 
microscopia de fluorescência, observou-se a redução da expressão gênica de 
MMP-9 utilizando a sgRNA2 e redução da expressão proteica de MMP-9 com 
ambos sgRNAs. O efeito celular do knockout da MMP-9 foi observado por 
redução da capacidade de proliferação e aumento da apoptose celular em 
citometria de fluxo e redução da capacidade de formação de colônias in vitro, 
das células editadas em comparação ao controle. Observou-se, ainda, 
significativa redução na capacidade de migração e de invasão celular de células 
transfectadas.CONCLUSÃO: A edição gênica pela técnica de CRISPR-Cas9 
para o silenciamento da MMP-9 em linhagem celular de CaB foi capaz de inibir 
funções como proliferação, migração e invasão celular, etapas essenciais no 
processo de progressão tumoral, bem como estimulou a apoptose das células 
editadas. Tais resultados não só corroboram com o papel da MMP-9 nos 
processos de tumorigênese como também sugerem a MMP-9 como possível 
alvo terapêutico. 

 

Descritores: câncer de Bexiga; metaloproteinase de matriz; CRISPR/Cas9; 
MMP-9; matriz extra-celular; invasão; proliferação; apoptose; migração 
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Summary 

Gallucci, FP. The use of CRISPR-Cas9 system for MMP-9 silencing in the 
treatment of bladder cancer [thesis]. “São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2023. 

INTRODUCTION: Bladder Cancer (BCa) is the tenth most common type of 
cancer among both sexes, responsible for approximately 4% of all new cancer 
cases. It is a disease of significant morbidity, mortality, and healthcare costs, 
especially in more advanced cases. With the advancement of basic cancer 
research, new biomarkers and disease mechanisms have emerged. The arrival 
of the CRISPR-Cas9 genome editing technique brought new perspectives for 
basic oncologic research, such as the analysis of the role of specific molecules 
in the carcinogenesis process, such as matrix metalloproteinase 9 (MMP-9). 
OBJECTIVE: To analyze the MMP-9 gene expression downregulation effects by 
CRISPR-Cas9 genome editing technique in T24-luc bladder urothelial carcinoma 
cell lines. METHODS: Initially, the insertion of guide RNA sequences (sgRNA 1 
and 2) for target sequences in the MMP-9 gene in the pX-330 plasmid was 
performed. Then, the modified plasmids were transfected into T24-luc cell lines, 
and gene and protein expression were analyzed using RT-qPCR and Western-
blotting, respectively. To analyze the functional impact of MMP-9 silencing, cell 
proliferation and apoptosis assays were performed using flow cytometry, colony 
formation assay, cell migration assay using the wound healing test, and 
Matrigel™ cell invasion assay. RESULTS: Firstly, sequencing validated the pX-
330 plasmids after insertion of the MMP-9 sgRNAs. After transfecting the T24 cell 
line, proven by the presence of positive GFP in fluorescence microscopy, a 
reduction in MMP-9 gene expression was observed using sgRNA2, and a 
reduction in MMP-9 protein expression was observed with both sgRNAs. The 
effect of MMP-9 knockout on T24 cells was observed by reduced proliferation 
capacity, increased cellular apoptosis in flow cytometry, and reduced in vitro 
colony formation capacity of edited cells compared to the control. A significant 
reduction in transfected cells' migration and invasion capacity was also observed. 
CONCLUSION: The CRISPR-Cas9 gene editing technique for silencing MMP-9 
in BCa cell lines inhibited functions such as proliferation, migration, and cell 
invasion, essential steps in the tumor progression process, and increased 
apoptosis of edited cells. These results support the role of MMP-9 in 
tumorigenesis processes and suggest MMP-9 as a potential therapeutic target. 

Descriptors: bladder cancer; matrix metalloproteinases; CRISPR/Cas9; MMP-9; 
extracellular matrix; invasion; proliferation; apoptosis; migration 
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1.1 Câncer de Bexiga 

O Câncer de Bexiga (CaB) é o décimo tumor de maior incidência 

globalmente, considerando-se ambos os sexos. Segundo dados da IARC 

(International Agency for Research on Cancer – WHO), foram registrados 

573.000 novos casos de CaB, com 213.000 mortes relacionadas à doença no 

mundo (1). Nos Estados Unidos da América (EUA), foram estimados em 2023 

82.290 novos casos de CaB com 16.710 mortes relacionadas (2), sendo assim 

a sexta neoplasia de maior incidência em ambos os sexos, representando 4,2% 

dos casos novos de câncer nos EUA (3). Segundo dados do Instituto Nacional 

do Câncer (INCA), foram estimados 7.870 novos casos de CaB no Brasil em 

2022. Esses valores correspondem a uma incidência estimada de 7,45 casos 

novos a cada 100 mil homens e 3,14 para cada 100 mil mulheres (4).  

O CaB é 4 vezes mais comum entre homens, e 75,2% dos casos novos 

são diagnosticados em pacientes com idade acima dos 65 anos, com mediana 

de idade de 73 anos (3). Cerca de 85% dos casos novos se apresentam ao 

diagnóstico com doença localizada, com uma sobrevida relativa de 5 anos de 

77,1% quando comparada à sobrevida geral da população no mesmo período, 

segundo dados do SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results Program 

– NIH) (3). 

O tabagismo é o principal fator de risco para CaB. Estimativas apontam 

que o tabaco é responsável direto por até metade dos casos (5), sendo que o 

risco de desenvolver a neoplasia em fumantes ativos e ex-tabagistas é de 4,04 

e 2,03 vezes maior que a população geral, respectivamente. Outros fatores de 

risco conhecidos incluem exposição ocupacional a carcinógenos como aminas 

aromáticas e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (6), exposição a 



3 
 

radioterapia (ou radiação ionizante), uso de medicamentos específicos 

(fenacetina, ciclofosfamida) e infecção do trato urinário inferior por 

esquistossomose também estão associados a maior risco de CaB (7, 8, 9). 

Além disso, existe crescente evidência de que fatores genéticos podem 

estar envolvidos na incidência de tumores uroteliais. Estudos de associação 

genômica ampla (GWAS – Genomic Wide Association Studies) identificaram 

diversos loci possivelmente associados a risco de CaB (10, 11) 

Hematúria macroscópica é o sintoma mais comum associado ao CaB. 

Outros sintomas frequentemente apresentados por pacientes sob suspeita de 

CaB (em especial carcinoma in situ – CIS) são queixas miccionais, 

especialmente sintomas irritativos (LUTS – Lower Urinary Tract Symptoms) (12, 

13). 

A confirmação diagnóstica é realizada por meio de exames 

complementares como cistoscopia com biópsia, citologia oncótica urinária e 

exames de imagem do trato urinário inferior e superior (12, 13). Diversos testes 

com marcadores moleculares urinários foram desenvolvidos (14). Estes não 

substituem a cistoscopia como principal método diagnóstico, mas podem auxiliar 

no manejo clínico dos pacientes. 

A ressecção transuretral de bexiga (RTUb) deve ser realizada em todos 

os pacientes com suspeita de CaB baseada em achados de exames de imagem 

e/ou cistoscopia. Os objetivos deste procedimento são: diagnóstico histológico 

através da obtenção amostra tecidual para exame anatomopatológico; 

estadiamento da lesão (determinando o nível de infiltração tumoral na parede 

vesical e grau histológico da lesão); tratamento da lesão por meio da sua 
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remoção completa, quando factível. A ressecção completa da lesão vesical é 

sempre desejável, fator este que está relacionado a melhor prognóstico 

oncológico (15). Outro aspecto essencial na RTUb é a representação adequada 

da musculatura detrusora no espécime cirúrgico, visando o estadiamento local 

adequado da lesão (16, 17). Uma segunda RTUb (ou Re-RTU) pode ser indicada 

em casos de amostragem insuficiente de musculatura detrusora. 

Dentre os diferentes tipos histológicos, o carcinoma urotelial é o tipo 

histológico mais comum, compreendendo cerca de 95% dos tumores de bexiga. 

(12, 13).  

Após estadiamento local e sistêmico adequado, utilizando os dados da 

RTUb e de exames de imagem, é possível dividir o CaB em: CaB não-músculo 

invasivo (CaB-NMI) ou superficial; CaB músculo-invasivo (CaB-MI); doença 

localmente avançada (invasão de gordura peri-vesical e/ou estruturas 

adjacentes); doença metastática (Figura 1). São distintos do ponto de vista 

histológico, molecular e em sua história natural, e, portanto, possuem manejo 

clínico diferente. 

O CaB-NMI ou superficial engloba a grande maioria dos casos de 

carcinoma urotelial de bexiga, correspondendo a cerca de 75% dos casos novos 

diagnosticados (18). Estes tumores mostram um comportamento biológico, 

assim como um perfil molecular, distintos do CaB-MI. Eles possuem 

comportamento heterogêneo, mas caracteristicamente recidivam e 

eventualmente progridem a despeito do tratamento (19). Estão nesse grupo o 

carcinoma não invasivo (pTa) e aquele invasivo na lâmina própria (pT1). O 

carcinoma urotelial invasivo (pT1) corresponde a 20% dos casos e apresenta 

recorrência em cerca de 45% (20, 21) e progressão em 30-50% (20).  
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Já pacientes com diagnóstico de CaB-MI ou doença localmente avançada 

apresentam pior sobrevida de longo prazo (29-69%) (22, 23, 24), enquanto na 

doença metastática, as taxas de mortalidade podem superar 80%.  

Figura 1. Estadiamento local do CaB – Adaptado de Sanli, O., Dobruch, J., 
Knowles, M. et al. Bladder cancer. Nat Rev Dis Primers 3, 17022 (2017). (25) 

 

A recorrência do CaB-NMI e sua progressão para doença musculo-

invasiva ou metastática requerem tratamento e seguimento clínico mais 

complexos e invasivos, impactando negativamente a qualidade de vida (26) e 

gerando aumentando no custo assistencial por paciente para o sistema de saúde 

(27). Nos EUA, o CaB possui o maior custo de tratamento por paciente e o quinto 

maior custo total de seguimento (28, 29). Sendo assim, é necessário o 

desenvolvimento de pesquisas no sentido de caracterizar os mecanismos 

moleculares do processo de carcinogênese do CaB, progressão tumoral e 

recorrência, para possível advento de novos métodos diagnósticos, prognósticos 

e terapêuticos com o objetivo de reduzir os custos e o prejuízo na qualidade de 

vida dos pacientes. 

Nesse sentido, o estudo de marcadores moleculares para seleção de 

pacientes para terapia dirigida, no contexto de doença avançada, tem 
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progredido, porém o papel desses marcadores no arsenal terapêutico ainda 

precisa ser claramente definido. Alterações oncogênicas, como as mutações do 

gene FGFR (fibroblast growth fator receptor) ou outras formas de teste de 

biomarcadores de imunoterapia como a expressão tumoral de PD-L1 

(programmed death-ligand 1) são exemplos de marcadores com possível 

aplicação clínica (30). No contexto de biomarcadores, as metaloproteinases de 

matriz (MMPs) são de especial interesse de nosso grupo de pesquisa do 

Laboratório de Investigação Médica de Urologia da FMUSP (LIM-55), em 

especial a MMP-9, cuja função nos processos tumorais do CaB ainda é 

controversa na literatura. Dessa forma, a investigação das funções da MMP-9 no 

no carcinoma urotelial de bexiga é necessária, a fim de obter novas ferramentas 

diagnósticas, prognósticas e eventualmente terapêuticas. 

 

1.2 Metaloproteinases de matriz 

A matriz extracelular (MEC) possui um papel central na organização da 

arquitetura tecidual tanto em animais quanto humanos, constituindo o suporte 

estrutural para as células. A MEC, porém, não é apenas uma estrutura passiva, 

mas sim um sistema dinâmico que interage com as diferentes células e influencia 

suas funções, como proliferação, crescimento, diferenciação, migração, adesão 

e sobrevivência celular (31). Reciprocamente, as células podem exercer 

influência e remodelar a MEC a sua volta. Essa interação célula-MEC é essencial 

na manutenção do microambiente e homeostase (32). 

As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) são proteínas pertencentes a 

uma família de enzimas proteolíticas ou endoproteinases que degradam vários 
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componentes da MEC. Elas compartilham diversas similaridades entre si quanto 

a estrutura, regulação e função. Sua estrutura é composta por 4 regiões: o pró-

domínio, domínio catalítico, uma região de dobra (“hinge region”) e um domínio 

hemopexina e as MMPs podem ser agrupadas em 4 grupos: colagenases, 

gelatinases, estromelisinas, matrilisinas (31). Elas têm papel importante em 

muitos eventos biológicos além da degradação da MEC, como cicatrização, 

angiogênese, inflamação, embriogênese e até mesmo estágios iniciais da 

carcinogênese (Figura 2) (31) e sua atividade é regulada por inibidores 

endógenos conhecidos como TIMPs (Tissue Inhibitors of Matrix 

Metalloproteinases) (33). 

A expressão da maioria das MMP é baixa em tecido normal e alta quando 

há remodelamento tecidual. A expressão pode ser induzida por citocinas, fatores 

de crescimento, agentes químicos, estresse físico, oncogenes e interações com 

a matriz extracelular (34). 

O envolvimento das MMPs nos processos de remodelamento da MEC as 

torna importantes agentes no desenvolvimento de patologias humanas, incluindo 

neoplasias, onde sua interação com a MEC tem relação com os processos de 

crescimento tumoral e metástase tornando essas moléculas candidatas a 

marcadores biológicos de diagnóstico e prognóstico bem como alvos para 

terapia dirigida. Sendo assim, diversos estudos foram publicados nos últimos 

anos envolvendo a expressão gênica das MMPs e seus reguladores em 

diferentes tipos de neoplasia (incluindo tumores do trato genito-urinário), 

demonstrando que as MMPs não afetam somente a invasão celular, mas 

também o comportamento celular e progressão tumoral (35, 36, 37). 
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Figura 2. Processos induzidos pelas MMPs relevantes para o crescimento e 
progressão tumoral. (1) Degradação da MEC é um pre-requisito para invasão 
tecidual, progressão e metástase. (2) MMPs podem levar a aumento de fatores 
tanto pró-angiogênicos quanto anti-angiogênicos, influenciando o processo de 
angiogênese no microambiente tumoral. (3) MMPs podem ativar outras MMPs 
removendo o domínio do pró-peptídeo. (4) Interação com diversas proteínas. 
Exemplo: inativação de FasL leva a resistência a apoptose. (5) Inativação 
proteolítica de domínios extracelulares de proteínas transmembrana como 
RANKL, E-caderina, TNF e Fas, levando a aumento da osteólise induzida por 
tumor, transição epitelial-mesenquimal e inibição da apoptose. – Adaptado de 
Szarvas et al. Matrix metalloproteinases and their clinical relevance in urinary 
bladder cancer. Nat Rev Urol. 2011;8(5):241-54. 

 

 

No câncer de próstata (CaP), por exemplo, a literatura procurou 

estabelecer a relação entre o desenvolvimento do CaP e a expressão das MMPs 

e/ou seus inibidores. Muitos dos estudos focaram no papel destas enzimas como 
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marcadores de atividade da doença e/ou prognóstico (35, 38, 39, 40, 41, 42, 43), 

enquanto outros corroboram a ideia de que o desequilíbrio entre as MMPs e seus 

reguladores pode estar relacionado ao comportamento mais agressivo de alguns 

tumores (44).  

No CaB, o aumento da expressão das MMPs está frequentemente 

presente e correlacionado com maior risco de progressão e recorrência da 

doença (45, 46, 47). Seu envolvimento nos estágios iniciais da carcinogênese do 

CaB, através da regulação da diferenciação celular, angiogênese, apoptose e 

crescimento tumoral, também fora reportado (31). Entretanto, o papel das MMPs 

na patogênese, diagnóstico e prognóstico do CaB ainda é controverso, e 

investigação mais abrangente é necessária. Neste ponto, vale destacar a 

contribuição LIM-55. Em trabalho de 2012, Reis et al demonstraram que o 

aumento da expressão da MMP-9 está relacionado a fatores prognósticos 

desfavoráveis como invasão local, alto grau nuclear e aumento da chance de 

recorrência em pacientes submetidos a RTU de bexiga (47). Em 2021, Srougi et 

al avaliaram o uso de um painel de biomarcadores urinários para identificar 

recorrência tumoral em pacientes com CaB-NMI em seguimento clínico pós-

tratamento. Um dos biomarcadores avaliados foi a MMP-9, a qual foi associada 

ao diagnóstico de recorrência (48).   

A MMP-9 pertence ao sub-grupo das gelatinases, com atividade 

proteolítica principalmente contra o colágeno tipo IV (49). Sua atividade na MEC 

resulta em interações com diversos outros alvos, como fatores de crescimento, 

citocinas e quimiocinas, que por sua vez ativam vias moleculares envolvidas no 

controle do crescimento celular, invasão, inflamação, migração e angiogênese 

(50). A expressão aumentada da MMP-9 pode ser observada em diversos 
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tumores humanos metastáticos, como os de mama, esôfago e gástrico (51). O 

papel da MMP-9 no processo de carcinogênese e progressão tumoral no CaB, 

porém, ainda é controverso na literatura (31), ao passo que, enquanto alguns 

estudos demonstram que a expressão de MMP-9 é aumentada em casos de CaB 

quando comparada à sua atividade em tecido urotelial normal (52, 53) e pode 

ser correlacionada fatores prognósticos desfavoráveis como alto grau tumoral, 

tamanho, estadio e progressão tumoral (47, 53, 54), outros não evidenciaram 

associação da MMP-9 com pior prognóstico (55, 56, 57). Sendo assim, torna-se 

evidente a necessidade de maior investigação acerca da relação da MMP-9 no 

processo de carcinogênese do CaB, sendo a redução ou inibição da expressão 

de MMP-9 em células tumorais de CaB uma das linhas de pesquisa possíveis.  

 

1.3 CRISPR-Cas9 

Em 1987, pesquisadores da Universidade de Osaka (Japão), identificaram 

um loco peculiar no genoma da bactéria Escherichia coli, constituído por uma 

configuração incomum: sequencias repetidas e sequencias espaçadoras 

intercaladas e de função até então desconhecidas (58). Posteriormente, 

observou-se que tais sequências foram investigadas por diferentes grupos, 

sendo identificadas no genoma de diversas outras espécies de organismos 

procariotos. Somente em 2002 foi cunhada a sigla CRISPR (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats ou Repetições Palindrômicas Curtas 

Agrupadas e Regularmente Interespaçadas) para designar tais sequencias (59). 

Com a evolução da pesquisa, foram identificados genes próximos ao loco 

CRISPR, que codificam nucleases, helicases e polimerases. Tais genes foram 

denominados Cas (CRISPR associated genes) (59). Com o avanço dos estudos 
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do loco CRISPR, foi demonstrado que as sequencias espaçadoras tem origem 

extra-cromossômica, ou seja, derivadas de plasmídeos ou vírus. Além disso, foi 

observado que vírus eram incapazes de infectar as bactérias cujas sequencias 

espaçadoras eram complementares a trechos do seu genoma (60). Baseado 

nessas observações, foi postulado que o sistema CRISPR-Cas seria uma 

espécie de sistema imunológico adaptativo dos organismos procariotos, sendo 

as sequencias espaçadoras uma espécie de memória contra organismos 

invasores anteriores, de modo que as moléculas de RNA transcritas a partir 

dessas sequencias seriam complementares ao DNA invasor (denominadas 

crRNA ou CRISPR-derived RNA).  

O mecanismo de defesa adaptativa de procariotos pelo sistema CRISPR-

Cas se resume a três etapas: adaptação ou aquisição, biogênese do crRNA e 

interferência (ação efetora contra o invasor) (Figura 3).  

A primeira etapa (adaptação) é marcada pela aquisição de uma nova 

sequência espaçadora no loco CRISPR. Isso ocorre na ocasião de uma primeira 

infecção da bactéria pelo patógeno, através da clivagem do material genético 

invasor e sua integração como espaçadores no loco CRISPR pelas enzimas 

Cas1 e Cas2.  

A seguir (etapa de biogênese do crRNA), ocorre a transcrição ininterrupta 

do loco CRISPR, gerando uma molécula precursora do RNA de CRISPR, 

conhecida como pré-crRNA, a qual contém diversas sequencias repetidas e 

espaçadoras. Com a ação da enzima RNase III e de uma molécula tracrRNA a 

(sequência não codificante trans - ativação de crRNA), o pré-crRNA é 

processado, dando origem a diversas moléculas de RNA menores, denominadas 
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crRNA, complementares a uma sequência espaçadora alvo distinta do loco 

CRISPR.  

Finalmente, na fase de interferência, o crRNA forma complexos com as 

proteínas Cas9. Tais complexos crRNA/Cas9 reconhecem por 

complementariedade as sequências exógenas e as clivam(61). Para que haja o 

reconhecimento do complexo com a sequência-alvo invasora, é necessária a 

presença de uma sequência PAM (Protospacer Adjacent Motif) adjacente. Tal 

sequência PAM tem a função de evitar que o complexo crRNA/Ca9 realize a 

clivagem do próprio loco CRISPR da bactéria (62). No caso específico da Cas9 

derivada do Streptococcus pyogenes (spCas9), a sequência PAM é composta 

por NGG, ou seja, duas moléculas de guanina (GG) precedidas de qualquer 

nucleotídeo (N).  

Foram descritos três sistemas CRISPR-Cas principais (tipo I, tipo II e tipo 

III), baseados na organização de seus loci CRISPR e na ação de diferentes 

enzimas Cas. O sistema tipo II é o mais simples dos três, e o único com a ação 

da endonuclease Cas9, e funciona conforme descrito anteriormente. Devido sua 

simplicidade, o sistema CRISPR-Cas do tipo II é o utilizado no progresso em 

pesquisa com edição gênica. 

Com a evolução do conhecimento sobre o sistema CRISPR-Cas9, logo 

concluiu-se de que se tratava de uma ferramenta eficaz para manipulação 

genética. Isso tornou possível editar com sucesso genoma de células 

eucariontes, como mamíferos (63), com maior facilidade em comparação às 

técnicas até então disponíveis (como ZFN – Zinc Fingers Nucleases e TALENs 

– Transcriptor Activator-like Effector Nucleases), mais complexas, caras, 

trabalhosas e menos específicas. 
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Figura 3. Mecanismo do sistema CRISPR-Cas9 tipo II. A) Na fase de aquisição, 
após infecção pelo vírus, a sequência de DNA invasora é clivada e integrada ao 
loco CRISPR do hospedeiro como uma sequência espaçadora (ou spacer) e 
separada por sequencias repetitivas. B) Na fase de biogênese do crRNA, o pré-
crRNA é transcrito, clivado pela RNaseIII e hibridizado com o tracrRNA, 
formando o crRNA. C) Na fase de interferência, a endonuclease Cas9 realiza a 
clivagem do DNA invasor, na sequência complementar ao crRNA. – Adaptado 
de Wang, et al. Current applications and future perspective of CRISPR/Cas9 
gene editing in cancer. Mol Cancer 21, 57 (2022) (64) 

 

Para a aplicação da técnica de CRISPR-Cas9 em laboratório, 

pesquisadores desenvolveram o single guide RNA (sgRNA ou gRNA), uma 

molécula quimérica resultante da fusão do crRNA e tracrRNA, para acumular as 

duas funções. Sendo assim, a técnica de CRISPR-Cas9 necessita de apenas de 

dois elementos exógenos: a Cas9 e o sgRNA, tornando o procedimento 

experimental mais simples (62). A clivagem do DNA alvo se dá a cerca de 3 

nucleotídeos de distância da sequência PAM, dentro da sequência alvo, por meio 
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de quebra de dupla fita de DNA. Para correção dessa quebra do genoma, a 

célula inicia seus mecanismos de reparo do DNA, que podem ocorrer por meio 

da junção de pontas não-homólogas (NHEJ – non-homologous end joining) ou 

por reparo direcionado por homologia (HDR – homology directed repair), sendo 

que, no primeiro, as pontas das fitas de DNA clivado são prontamente 

conectadas, geralmente levando a mutações devido pequenas inserções ou 

deleções (indels), enquanto no segundo, são inseridas sequências de DNA na 

região clivada utilizando um template de DNA homólogo à região alvo. 

 

Figura 4. Mecanismo do sistema CRISPR-Cas9 para edição genômica. O 
sgRNA direciona a Cas9 para a sequência complementar, onde a Cas9 irá 
realizar a quebra de dupla fita do DNA. O alvo no genoma deve obrigatoriamente 
ser sucedido pela sequência PAM para o funcionamento adequado da Cas9. As 
quebras de dupla fita são reparadas por NHEJ ou HDR, a qual pode ser 
explorada para introdução de uma sequência nova desejada. – Adaptado de 
Zhang et al. Application of the CRISPR/Cas9-based gene editing technique 
in basic research, diagnosis, and therapy of cancer. Mol Cancer (2021) 20:126 
(65) 
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A principal aplicação da técnica de CRISPR-Cas9 é a edição gênica, 

porém com a descoberta de novas variações e o desenvolvimento de 

modificações nas enzimas Cas, a técnica tornou-se mais versátil, podendo ser 

aplicada também para marcação de DNA, regulação da expressão gênica, 

clivagem de RNAs, mapeamento de genes e rastreamento de RNAs (66), 

expandindo a gama de aplicações da técnica tanto em pesquisa quanto no uso 

clínico. 

No campo da oncologia, é de amplo conhecimento que o câncer é uma 

doença ocasionada por diversas mutações genéticas herdadas ou adquiridas, 

bem como alterações epigenéticas que modificam a expressão de genes 

importantes no processo de tumorigênese. Com os avanços tecnológicos das 

últimas décadas na identificação e sequenciamento de genes relacionados à 

iniciação e progressão tumoral, bem como o desenvolvimento da técnica de 

edição genética com CRISPR-Cas9, surgiu a possibilidade de seu uso para 

estudar a biologia, bem como obter ferramentas diagnósticas e terapêuticas para 

o tratamento do câncer, considerando que esse sistema pode atuar no reparo, 

regulação de expressão e identificação de genes e é altamente específico e 

controlável (67). Dessa forma, a técnica de CRISPR-Cas9 pode ser utilizada na 

pesquisa em oncologia para a exploração de mecanismos e tratamentos do 

câncer, como na identificação e estudo de oncogenes, genes supressores de 

tumor por meio de knockout e knockin dos genes. Em estudo de 2019, Li et al 

realizaram o knockout do gene do CD133 em células de câncer colorretal por 

meio da técnica de CRISPR-Cas9 e observaram que as células modificadas 

apresentaram redução da expressão de vimentina (proteína relacionada à 
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transição epitélio-mesenquimal) e perda da capacidade de migração e invasão 

celular (68). Um outro exemplo do uso da edição gênica por meio do CRISPR-

Cas9 é na investigação de genes relacionados a resistência a quimioterapia. 

Bialk et al demonstraram que o knockout utilizando CRISPR-Cas9 do gene NFR2 

(Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor) em células de câncer de pulmão 

resultou em maior sensibilidade à agentes quimioterápicos, como cisplatina e 

carboplatina (69). 

O processo de desenvolvimento tumoral possui diversas etapas 

envolvendo interações complexas entre células neoplásicas e sistema 

imunológico do paciente. Dessa forma, a edição gênica com CRISPR-Cas9 pode 

ser utilizada para editar células do sistema imune (linfócitos T) in vitro com 

inserção de uma sequência que codifique um receptor de antígeno quimérico (ou 

CAR – chimeric antigen receptor), gerando assim células CAR-T mais eficientes 

(70). Outra possibilidade atualmente explorada é o knockout do gene 

responsável pela expressão de PD-1 (programed cell death protein -1) em 

linfócitos T in vitro, gerando células T impossibilitadas de interagir com a 

molécula PD-L1 expressa em alguns tipos de tumores, tornando-as mais 

eficazes na ação antitumoral. Estudos clínicos utilizando essa estratégia em 

diversos tipos de câncer estão em fase de planejamento ou execução 

(ClinicalTrials.gov – NCT03081715, NCT02793856, NCT03044743, 

NCT04417764, NCT03545815) (71, 72, 73, 74, 75). 

Concluindo, o sistema CRISPR-Cas9 se mostra uma ferramenta versátil, 

de baixo custo, com planejamento e execução mais simples quando comparada 

aos métodos alternativos disponíveis para manipulação genética, com uso cada 

vez mais difundido na pesquisa básica em oncologia e perspectiva de futuro uso 
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clínico para o tratamento do câncer. A literatura não responde qual é o efeito do 

bloqueio da expressão da MMP-9 no CaB com foco terapêutico. Através do uso 

do sistema CRISPR-Cas9, será possível estudar o efeito do knockout do gene e 

a perda total de sua função, com seus efeitos na proliferação, apoptose, nos 

mecanismos de migração e invasão celular. 

 

  



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos  



19 
 

2.1 Objetivo Primário 

Analisar o efeito do bloqueio da expressão gênica da MMP-9 utilizando a 

técnica de CRISPR-Cas9 para edição genética em células de carcinoma urotelial 

de bexiga T24-luc. 

 

2.2  Objetivos Secundários 

• Padronização e validação das técnicas envolvidas na edição gênica pela 

técnica de CRISPR-Cas9, utilizando plasmídeos com insertos de sgRNAs 

previamente selecionados. 

• Análise da expressão gênica e proteica da MMP-9 por meio de qRT-PCR 

e Western-blotting, respectivamente, após transfecção das células T24-

luc. 

• Análise da inibição da capacidade de migração e invasão celular na 

linhagem T24-luc após o bloqueio do gene MMP-9 

• Estudo do papel da MMP-9 nos processos de migração e invasão celular 

in vitro 
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3. Materiais e Métodos  
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3.1  Linhagem Celular 

   Foi utilizada a linhagem de CaB humano T24 (76), a qual fora previamente 

transfectada com o gene da luciferase do vaga-lume (Firefly) no Laboratório de 

Vetores Virais do Centro de Investigação Translacional em Oncologia (CTO) do 

Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP) e cultivada em meio MEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solução antibiótica e 

antimicótica (Sigma Co, St. Louis, MO, EUA). As células no meio de cultura foram 

mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 e o meio de cultura foi trocado a 

cada 2 dias. A linhagem celular T24 é proveniente de tumor urotelial invasivo de 

alto grau de bexiga (77).  

3.2  CRISPR-Cas9 

A padronização experimental da técnica CRISPR-Cas9 foi realizada de 

acordo com a metodologia descrita por Zhang et al (78). Para tal, foram 

selecionadas três sequências específicas de sgRNAs, sendo duas no exon 1 e 

uma no exon 2 do gene da MMP-9 (Tabela 3). 

Tabela 1. sgRNAs para a edição gênica de MMP9  

GUIDES TOP BOTTOM 

sgRNA 1  CACCGgtgagaaccaatctcaccgac 
 

AAACgtcggtgagattggttctcacC 
 

sgRNA 2  CACCGgaagggtggactggcgctgtc 
 

AAACgacagcgccagtccacccttcC 
 

sgRNA 3  CACCGgcatgcgaaccccacggtgcg 
 

AAACcgcaccgtggggttcgcatgcC 
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Para os experimentos com CRISPR-Cas9, utilizamos o plasmídeo pX-330 

(pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 – Addgene™ plasmid #42230) (79) o 

qual possui sequência para resistência a Ampicilina e Puromicina, GFP, Cas9, e 

o sítio de restrição para a enzima de digestão, onde será feita a inserção das 

sequências dos sgRNAs. O plasmídeo foi digerido na concentração de 1ug por 

30 minutos a 37ºC com a enzima BbsI. A validação da digestão foi obtida em gel 

de agarose 0,8%.  

Paralelamente, foi realizado o anelamento dos sgRNAs top + bottom, os 

quais são complementares, na concentração de 100µM, utilizando a solução 

tampão da enzima T4 Ligase. Utilizando o termociclador, a reação foi conduzida 

na seguinte sequência: 37ºC por 30 minutos; 95ºC por 5 minutos; redução da 

temperatura em 5ºC por minuto, até atingir 25ºC.  

Em sequência ao anelamento dos sgRNAs, foi realizada a inserção das 

mesmas no plasmídeo já digerido pela enzima BbsI, por meio da T4 Ligase. Para 

a reação de inserção, foram utilizados 50ng do plasmídeo pX-330, 1µl dos 

sgRNAs já anelados, diluídos na proporção 1:200, 1µl da enzima T4 Ligase, 

mantidos em solução durante 10 minutos a 25ºC.   

Após a inserção dos sgRNAs, foi efetuada a transformação dos 

plasmídeos em bactérias E.coli cepa Dh5α. Para tal, foram utilizados 25ng do 

plasmídeo já com o sgRNA inserido; 5µl de CaCl2 a 1M durante 30 minutos a 

0ºC; 1 minuto a 42ºC; 2 minutos a 0ºC. A transformação foi executada via choque 

térmico. A seguir, as bactérias foram expandidas em 500µl em meio SOC 

durante 2 horas a 37ºC e, posteriormente, semeadas em meio de cultura com 

ágar e ampicilina, por uma noite.  
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As colônias foram selecionadas e expandidas em meio de cultura LB com 

ampicilina, em volume de 3ml. Os plasmídeos foram, então, extraídos das 

bactérias com o kit Mini Prep (Thermo #k210011), por meio da centrifugação das 

amostras contendo as bactérias a 2000rpm durante 10 minutos. Após a 

centrifugação, o pellet foi suspenso em 250µl de tampão R3 contendo a enzima 

RNAse A. A seguir, foram adicionados 250 µl do tampão L7 e realizada a 

incubação da solução durante 5 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente, foram adicionados 350µl do tampão N4. As amostras foram 

então homogeneizadas e centrifugadas a 12000Gs durante 10 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para uma coluna contendo um tubo de 2 ml e 

submetido à centrifugação a 12000Gs por 1 minuto. O líquido que passou pela 

coluna foi descartado e retornamos a coluna para um novo tubo. Foram 

adicionados 500 µl do tampão de lavagem (W10) com etanol na mesma coluna. 

Foi realizada a incubação das amostras por 1 minuto em temperatura ambiente 

e em seguida centrifugação a 12000Gs por 1 minuto. O líquido sobrenadante foi 

descartado e 700µl do tampão (W9) com etanol foram adicionados à coluna. Foi 

realizada novamente a centrifugação das amostras a 12000Gs por 1 minuto. O 

líquido sobrenadante foi descartado e a coluna foi novamente centrifugada a 

12000Gs por 1 minuto. A seguir da centrifugação, em um novo tubo, foram 

adicionados à coluna, 75µl do tampão TE a 70ºC e realizada a incubação durante 

1 minuto em temperatura ambiente. Finalmente, foi realizada a última 

centrifugação e as amostras foram armazenadas a -20ºC após a leitura.  

Realizada a extração, os plasmídeos contendo os insertos (sgRNAs) 

foram digeridos com a enzima BbsI e validados em um gel de agarose 0,8%.  
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Enfim, foi realizada a reação de PCR e de sequenciamento dos 

plasmídeos com os insertos dos diferentes sgRNAs para validação final das 

amostras, sob as seguintes condições: Primer Fwd: 

5´GGGCCTATTTCCCATGATTCC-3´ e Rev: 5´CGCGCTAAAAACGGACTAGC-

3´. Os primers e DNTP foram utilizados na concentração de 10µM e a reação de 

PCR foi realizada na configuração a seguir: 95ºC por 5 minutos, 35 ciclos em 

95ºC por 30 segundos, 54ºC por 30 segundos e 72ºC por 5 minutos. Em seguida, 

foi realizada corrida em gel de agarose para validação da reação. Para o 

sequenciamento, foram feitas duas reações distintas, utilizando uma mesma 

amostra de PCR, porém uma reação utilizando o primer Fwd e outra o primer 

Rev. Para as reações, foram adicionados o reagente Big Dy e o tampão. A 

reação foi realizada sob as seguintes condições: 96ºC por 2 minutos, 35 ciclos 

de: 96ºC por 1 segundo, 55ºC por 5 segundos e 60ºC por 4 minutos.  

Após a validação dos plasmídeos por meio do sequenciamento, as 

amostras das bactérias contendo os plasmídeos com seus respectivos insertos 

foram expandidas em 450ml de meio de cultura LB com Ampicilina, overnight a 

37ºC.  

 Posteriormente, essas amostras foram extraídas com o kit Maxiprep 

(#K210017). As bactérias foram centrifugadas a 4000Gs durante 10 minutos, em 

temperatura ambiente. Foram adicionados ao pellet 30 ml do tampão (EQ1), 

diretamente à coluna do kit, até passar todo o líquido passivamente com a 

gravidade e o filtrado foi descartado. Em seguida, foram adicionados às amostras 

10ml do tampão R3 contendo RNAse A. Logo após, foram adicionados 10ml do 

tampão L7. Passados 5 minutos, foram adicionados 10 ml do tampão N3. Todo 

o conteúdo foi adicionado à coluna, com passagem de toda a solução 
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passivamente pela gravidade. A seguir, foram adicionados 10 ml do tampão W8. 

O cartucho da coluna foi descartado e realizada lavagem com 50ml do tampão 

W8, com descarte do filtrado após. A coluna foi adicionada a um tubo estéril e 

15 ml do tampão de eluição E4 foram aplicados passivamente pela força 

gravitacional. Após, a coluna foi descartada e, junto ao filtrado resultante, foram 

adicionados 10,5ml de isopropanol e realizada a centrifugação a 12000Gs por 

30 minutos, a temperatura de 4ºC. A solução sobrenadante foi descartada e 

foram adicionados 5ml de etanol 70% ao pellet resultante. As amostras foram 

centrifugadas a 12000Gs por 5 minutos a 4ºC. A solução sobrenadante foi 

novamente descartada e os tubos permaneceram abertos durante 10 minutos a 

fim de evaporar totalmente o etanol. Enfim, foram adicionados 500µl de TE ao 

pellet final. Ao término do processo de extração, as amostras foram quantificadas 

e armazenadas a -20ºC para uso experimental posterior. 

 

3.3  Ensaio de transfecção in vitro 

Foram realizadas transfecções dos plasmídeos pX-330 contendo os 

sgRNAs 1, 2 e 3, com a MMP9 como alvo, utilizando o reagente Xfect™ 

Transfection Reagent #631317 (Takara Bio – Mountain View, CA, USA), 

conforme orientações do fabricante. 

 Para o ensaio de transfecção, foram plaqueadas 20.000 células em uma 

placa de 6 poços. Após a adesão das células à placa no dia seguinte, foram 

adicionados 7,5µg dos plasmídeos ao tampão do reagente em um volume de 

100µl e homogeneizado durante 10 segundos.  A seguir, foram adicionados 

2,25µl do polímero Xfect™ e a solução foi homogeneizada por 10 segundos. 
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Essa solução foi incubada durante 10 minutos em temperatura ambiente. Após 

o término do período de incubação, todo o conteúdo foi adicionado ao meio de 

cultura e às células aderidas à placa e mantidos em estufa a 37ºC, durante 4 

horas. Passado esse período, foi realizada a troca do meio de cultura. A 

validação da transfecção foi executada pelo teste com GFP (Green Fluorescent 

Protein), cuja sequência genética também está presente no plasmídeo pX-330.  

 

3.4  Ensaio de formação de colônias 

Para avaliar o efeito do knockdown do gene da MMP9 na capacidade de 

formação de colônias das células da linhagem T24, foram plaqueadas 300 

células em placas de Petri de 6cm e submetidas a 37°C e 5% CO2 durante 10 

dias em estufa de cultura. Os grupos de células avaliados foram as células 

transfectadas com os plasmídeos pX-330 contendo sgRNA1 e 2 (denominados 

G1 e G2, respectivamente) e o grupo controle, em triplicata. Após o período de 

incubação, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 

delicadamente com tampão fosfato salina (PBS), com o sobrenadante 

descartado e as células a seguir foram fixadas com uma solução de metanol e 

ácido acético (3:1) durante cinco minutos. Em seguida, as células foram coradas 

com solução de metanol e cristal violeta a 5% durante 30 minutos. O número de 

colônias e sua área foram medidos utilizando o software ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

3.5  Ensaio de proliferação celular por citometria de fluxo 
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O estudo do impacto na capacidade de proliferação celular das células 

T24 após supressão da expressão de MMP9, foi realizado utilizando o kit Muse™ 

Ki67 Proliferation kit - MCH100114 e o citômetro de fluxo Muse™ Cell Analyzer.  

Antes de cada análise celular, o equipamento foi calibrado utilizando os 

reagentes do mesmo kit, a fim de garantir a confiabilidade dos dados obtidos. 

Para a realização do experimento, 1x105 células T24 foram plaqueadas 

com soro fetal bovino a 10% livre de antibióticos, em 3 grupos (controle, G1 e 

G2). Após realização da transfecção conforme descrito anteriormente, as células 

foram suspensas em 50µl de solução de fixação e incubadas em temperatura 

ambiente durante 15 minutos. A seguir, foi adicionado 150µl da solução tampão 

e realizada a centrifugação das amostras com descarte do sobrenadante. Após, 

foi adicionada 100µl da solução de permeabilização e realizado novo período de 

incubação durante 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi 

adicionado à solução 100µl da solução tampão, realizada nova centrifugação e 

descarte posterior do sobrenadante. Após realização de lavagem das células, foi 

feita nova incubação durante 15 minutos em temperatura ambiente, com 50µl de 

solução tampão. Ao final desse processo, foi adicionado 10µl do anticorpo 

Muse™ Hu Ki67-PE e realizada a incubação por 30 minutos em temperatura 

ambiente. Ao final do período de incubação, foi adicionado 150µl da solução 

tampão e as células foram submetidas a análise no citômetro Muse™, conforme 

instruções do fabricante. Os experimentos foram realizados em triplicata. 
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3.6  Ensaio de apoptose celular por citometria de fluxo 

O ensaio de apoptose foi realizado no citômetro de fluxo Muse™ Cell 

Analyzer por meio da marcação das células com Anexina V (Muse Annexin V & 

Cell Death kit - MCH100105). Para o experimento, foram plaqueadas 1x105 

células dos grupos controle, G1 e G2, com soro fetal bovino a 10%, livre de 

antibiótico. Após a transfecção e edição gênica por meio da técnica de CRISPR-

Cas9, conforme descrição anterior, as células foram suspensas em 100μL do 

reagente Anexina V e do kit morte celular Muse™ (MCH100105). Então as 

células foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente livre de luz. 

Posteriormente, as células foram analisadas no mini citômetro Muse™ conforme 

as instuções do fabricante. Previamente a cada ensaio realizado no citômetro 

Muse™, fora realizada a calibragem do aparelho com o kit Muse™ System 

Check para maior confiabilidade dos dados obtidos. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

3.7  Isolamento de RNA 

O kit mirVana (Ambion, Austin, TX, EUA) foi utilizado para extração do 

RNA para a análise de expressão gênica da MMP9 após os ensaios de 

transfecção, seguindo as recomendações do fabricante. Adicionou-se 250µl do 

tampão de lise e 25µl do aditivo aos tubos contendo as amostras. A seguir, o 

conteúdo dos tubos foi homogeneizado e estes foram deixados durante 4 

minutos no gelo. Após, foram adicionados 250µl da solução fenol-clorofórmio e 

posteriormente as amostras foram homogeneizadas no vórtex e centrifugadas a 

10000rpm durante 5 minutos em temperatura ambiente. Na sequência, o 

sobrenadante foi transferido para um segundo tubo, e adicionou-se um terço do 
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volume de etanol a 100%. A solução foi transferida para uma coluna e submetida 

a centrifugação a 10000rpm durante 30 segundos, restando na coluna a amostra 

de RNA e o líquido que passou por ela, este descartado. Posteriormente, foram 

realizadas as etapas de lavagem do RNA, com 700µl de wash solution, e duas 

lavagens com 500µl da solução a dois terços de wash solution, centrifugadas por 

30 segundos a 10000rpm. Por fim, o filtrado foi descartado e foram adicionados 

50µl de água livre de RNAse a 95ºC à coluna, para a eluição do RNA. Na 

sequência, as amostras foram quantificadas em um espectofotômetro (Nanodrop 

DN-1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM) e, finalmente, armazenadas a -20ºC 

para uso posterior. 

 

3.8  Síntese do DNA complementar 

Após o isolamento e quantificação do RNA, foi realizada a síntese do DNA 

complementar (cDNA), utilizando a reação de transcriptase reversa com 

iniciadores randômicos, por meio da enzima MultiScribe® Reverse Transcriptase 

(Applied Biosystems, Fostercity, CA, EUA). Para este processo, o RNA total foi 

diluído em água livre de nuclease, constituindo volume final de 20µl na 

concentração de 50ng/µl. Dessa solução, foram utilizados 4µl da amostra e 16µl 

do “mix” de cDNA, o qual contém 2µl da enzima transcriptase reversa (50 U/µl); 

1,6µl do “mix” de dNTPs (100mM); 4µl do tampão da enzima (10x) e 8,4µl de 

H2O livre de nuclease. As soluções foram submetidas a ciclos obedecendo a 

seguinte sequência: 10 minutos a 25ºC, 120 minutos a 37ºC e 5 min a 85ºC. Ao 

final dos ciclos, o cDNA foi armazenado a -20ºC, para uso posterior. 

3.9  Expressão gênica pela técnica de PCR em tempo real 
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As reações de RT-qPCR foram realizadas de acordo com o kit (Applied 

Biosystems® TaqMan® Universal PCR Master Mix) para RNA.  O aparelho 

termociclador utilizado foi ABI 7500 fast (Applied Biosystems, CA, EUA) no modo 

standard. A quantificação das amostras foi obtida utilizando-se o reagente 

TaqMan® (Applied Biosystems, CA, EUA).  

Para a execução da reação, foram utilizados os reagentes nas seguintes 

concentrações: 0,5µl do primer específico (MMP9 – Hs00957562_m1); 5µl de 

TaqMan® master mix; 2,5µl de água livre de nuclease e 2,0µl de cDNA 

(concentrado em 15ng de RNA). As condições utilizadas durante a reação no 

termociclador foram: 2 minutos a 50oC; 10 minutos a 95oC; 40 ciclos de 15 

segundos a 95oC e 1 minuto a 60oC. 

O nível de expressão dos genes foi obtido pelo método 2-ΔCT, adquirido do 

Applied Biosystems Data Assist Software.   

As reações foram realizadas em duplicata e como controle endógeno para 

RNA foi utilizado o gene da β2- microglobulina (B2M) (Applied Biosystems, CA, 

EUA). 

 

3.10  Ensaio de extração e análise proteica por Western-blotting 

Para avaliar a expressão proteica de MMP9, com peso molecular de 92 

kDa, foi realizado o ensaio de Western-blotting das amostras obtidas dos 

experimentos in vitro. 

O tampão de lise RIPA (Lysis Buffer, Millipore) foi adicionado às amostras, 

as quais foram deixadas por 30 minutos no gelo. A seguir, foi realizada a 
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centrifugação refrigerada das amostras durante 20 minutos a 11.000rpm e 

temperatura de 4ºC. O sobrenadante foi recuperado e armazenado a -80ºC.  

Na sequência, após a extração das proteínas, foi realizada a quantificação 

das mesmas por espectrofotometria (Nanodrop® ND-1000, Wilmington, EUA). 

Para fins de calibragem do equipamento, realizou-se uma curva com um padrão 

de concentração de proteínas, utilizando para tal a albumina de soro bovino 

(BSA) pelo método de Pierce® (660nm Protein Assay, Thermo), assim como a 

quantificação das amostras experimentais. 

Após a quantificação proteica, foi adicionado o tampão de Laemmli, em 

uma proporção de 1:2 (80) e, posteriormente, a solução foi submetida a 

eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, o qual é formado a partir da reação 

de polimerização entre dois compostos, acrilamida e bis-acrilamida.  

O marcador de peso molecular determina o tamanho e a altura (posição) 

das proteínas no gel, bem como monitora a corrida eletroforética. Nos 

experimentos foi utilizado o marcador Precision Plus Protein™ Standards (Bio-

Rad).  

As amostras foram aplicadas ao gel de poliacrilamida, na concentração 

de 50µg/ml. A combinação foi submersa em um tampão de corrida e submetida 

a uma tensão de 80V por 30 minutos durante a passagem pela fase de 

empilhamento. Posteriormente, a voltagem foi alterada para 100V, pelo intervalo 

de 1 hora e 30 minutos ou até o final do gel de resolução. 

Ao término da corrida no gel, foi realizada a transferência das proteínas 

para uma membrana de nitrocelulose, submersa em um tampão de transferência 

a base de glicina e tris (1x), sob refrigeração. A membrana foi envolvida por uma 
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esponja e papel filtro, com contato direto com o gel de poliacrilamida, formando 

uma espécie de “sanduíche” (esponja / papel-filtro / membrana / gel de 

poliacrilamida / papel-filtro / esponja), o qual foi submetido a transferência sob 

tensão de 120V durante 90 minutos (81). Para validação da transferência, as 

membranas foram submetidas ao Ponceau Red (Ponceau S Solution – Sigma), 

para visualização das bandas proteicas.  

Na etapa seguinte, as membranas foram bloqueadas com BSA 1% em 

TBS-T (Tampão tris salina Tween 20) durante 15 segundos.  A incubação com 

os anticorpos foi realizada no aparelho SNAP (SNAP i.d.® System – Millipore, 

USA), que otimiza os tempos de incubação por meio de um sistema a vácuo. 

Tais anticorpos foram diluídos em BSA 1%, na concentração sugerida pelo 

fabricante, com incubação durante 10 minutos em temperatura ambiente. A 

seguir, a membrana foi lavada três vezes, durante 10 minutos, com TBS-T a fim 

de remover o excesso de anticorpo primário.   

O anticorpo secundário foi diluído da mesma forma que o primário, 

conforme protocolo do fabricante. As membranas foram novamente incubadas 

durante 10 minutos em temperatura ambiente, e submetidas a de três lavagens 

com TBS-T por 10 minutos.  

A revelação dessas membranas foi realizada utilizando o substrato 

Luminata™ Forte, (Western HRP Substrate – Millipore, USA), o qual detecta as 

proteínas previamente marcadas com os anticorpos. Para obtenção das 

imagens, foi utilizado o Alliance 4.7 (Uvitec, Cambridge), equipamento este 

composto por uma câmara dentro de um gabinete, a qual detecta a quimio-

luminescência da membrana, transformando o sinal em uma imagem digital para 

análise com o software (Alliance 16.06), que acompanha a máquina de detecção.  
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3.11 Ensaio de fechamento de ferida para avaliação de migração 

celular 

A avaliação da capacidade de migração celular foi realizada por meio do 

ensaio de fechamento de ferida. Para tal, foram colocadas em placa de 12 poços 

as amostras contendo 105 células T24-luc dos grupos controle, transfectadas 

com pX-330 + sgRNA1 (G1) e pX-330 + sgRNA2 (G2), em triplicata.  

Após 24 horas, foi confeccionada uma solução de continuidade nas 

amostras de células devidamente fixadas nos fundos dos poços, utilizando a 

ponta estéril de micropipeta de 200µl, na linha média dos poços, de modo a 

separar as células em duas metades. Fotos sob visão microscópica dos poços 

foram realizadas nos tempos de 0h, 24h e 48h após os riscos com micropipeta 

para análise da migração celular. A área de fechamento da risca foi calculada 

utilizando o software NIS Elements D 3.1 (Nikon) nos diferentes intervalos de 

tempo, e sua porcentagem de fechamento foi calculada utilizando a seguinte 

formula (82), sendo “A” a área entre os dois limites da risca: 

Os dados obtidos foram posteriormente analisados utilizando o software 

GraphPad Prism 9.0® (GraphPad Software - San Diego, CA) 

 

3.12 Ensaio de invasão 

Para avaliar a capacidade de invasão tecidual das células editadas pela 

técnica de CRISPR-Cas9, foi utilizado o ensaio de invasão em câmaras BioCoat 

% Fechamento da risca = [(At=0h – At=Δh) / (At=0h)] x 100 
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Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences, EUA), as quais são constituídas por 

poros de 8µm, revestidas por Matrigel™ (BD Biosciences, EUA). Para o 

experimento, as células foram tipsinizadas e plaqueadas (1×105 células T24-luc 

em 750 µl de meio de cultura livre de soro fetal bovino) no compartimento 

superior da câmara. O compartimento inferior foi preenchido com 1ml de meio 

de cultura contendo 10% de soro fetal bovino, utilizado como quimioatrativo. As 

células foram incubadas durante 24 horas a 37oC em atmosfera com 5% de CO2. 

Após o período de incubação, as células incapazes de migrar para a câmara 

inferior foram removidas da parte superior. As células que migraram para a parte 

inferior da câmara foram fixadas com metanol a 75% e coradas com solução de 

cristal violeta a 0,5% e metanol a 20%. Essas células, posteriormente, foram 

quantificadas sob microscopia, em 10 campos por membrana e aumento de 

200x. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

  

3.13 Análise estatística 

Os dados foram apresentados como média e desvio padrão para as 

variáveis quantitativas. Variáveis categóricas foram descritas com frequências e 

porcentagens. Para avaliar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de 

Shapiro-Wilk. A comparação entre os grupos foi realizada através do teste T de 

Student (variáveis de distribuição normal). Para a análise de 3 ou mais amostras 

foi utilizado o teste de análise de variância (ANOVA) com correção de Bonferroni 

e o teste de Kruskal-Wallis (variáveis de distribuição não-normal). Para análise 

estatística será utilizado o software GraphPad Prism 9.0® (GraphPad Software - 

San Diego, CA). Em todas as análises foi adotado nível de significância de 5%, 
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ou seja, foram considerados como estatisticamente significativos os resultados 

que apresentaram valor de p inferior a 5% (p<0,05).  
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4. Resultados  
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4.1 Validação dos plasmídeos pX-330 após inserção dos sgRNAs para 

MMP-9. 

Primeiramente, foram selecionados os sgRNAs de dupla fita, e a seguir 

foi realizada a digestão do plasmídeo pX-330 com a enzima BbsI, para clivagem 

da região onde essas sequências serão inseridas. A seguir, foi realizada uma 

reação de inserção utilizando a enzima T4 ligase, a qual “fecha” o plasmídeo 

novamente, porém, com a sequência do sgRNA de interesse inserido na região 

de clivagem anterior. 

Com o objetivo de validar o ensaio de inserção, realizamos nova digestão 

do plasmídeo pX-330 (contendo os sgRNAs) com a enzima BbsI, para verificar 

se a enzima perdeu seu sítio de ligação no plasmídeo, o que é esperado quando 

a inserção ocorre de maneira bem sucedida. Após a digestão, foi feita a 

eletroforese com gel de agarose 0,8% contendo as amostras e a análise do 

padrão de bandas. Na Figura 4, observamos na amostra de número 1 o padrão 

de banda do plasmídeo pX-330 nativo, ou seja, sem a inserção dos sgRNAs. Na 

amostra 2, observamos o padrão de banda do plasmídeo digerido com a enzima 

BbsI, sem os insertos. As amostras 3 a 5 representam os plasmídeos já com os 

sgRNAs inseridos, posteriormente digeridos, correspondendo, respectivamente, 

aos sgRNAs 1,2 e 3 para MMP-9.  

Observamos que as amostras 3 a 5 apresentam o mesmo padrão de 

banda de um plasmídeo não digerido, ou seja, perderam o sítio de ligação da 

enzima BbsI devido à inserção bem sucedida das respectivas sequências de 

sgRNAs. 
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 0,8% com as amostras do plasmídeo 
pX-330 com os insertos dos sgRNAs após a digestão.  

 

Após os ensaios de inserção dos sgRNAs, foi realizada a transformação 

em bactérias E.coli da cepa DH5α competentes. Observamos na figura 5 

colônias de bactérias nas placas, que foram selecionadas individualmente e 

expandidas em cultura, para conferência dos plasmídeos posteriormente. 

 

Figura 6. Placas de cultura com a bactéria E.coli DH5α em meio LB com 
Ampicilina e suas respectivas colônias. 

 

Desas placas, foram selecionadas 12 colônias bacterianas, para averiguar 

quais delas são positivas para os insertos dos sgRNAs nos plasmídeos, pois 

existe a probabilidade de nem toda colônia possuir plasmídeos com os insertos 



39 
 

desejados. Sendo assim, após a expansão das colônias, foi realizada a extração 

dos plasmídeos, os quais foram digeridos com a enzima BbsI e submetidos a 

corrida em gel de agarose para validação da presença das sequências dos 

sgRNAs (Figura 7). 

Cada amostra foi extraída de uma colônia bacteriana individualmente, de 

modo que as amostras 1 e 2 pertenciam à placa 1 (sgRNA1), as amostras 3, 4 e 

5 provenientes da placa 2 (sgRNA2), e as amostras 6 e 7 da placa 3 (sgRNA3). 

A amostra 8 constitui o controle positivo, ou seja, o plasmídeo pX-330 sem os 

insertos, porém digerido e a amostra 9 tem a função de controle negativo, ou 

seja, o plasmídeo sem digestão. Apenas as amostras 1 e 6 demonstraram um 

padrão de banda similar ao controle positivo para digestão, ou seja, não 

apresentaram o sgRNA apropriadamente inserido no plasmídeo. Portanto, 

selecionamos uma amostra de cada placa para expansão, com excessão da 1 e 

6. 

 

Figura 7. Gel de agarose 0,8% dos plasmídeos com sgRNA digeridos com a 
enzima BbsI. 
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Após selecionarmos os plasmídeos adequados, realizamos novamente a 

sua expansão em bactérias, para obtenção de maior concentração de 

plasmídeos para o uso experimental posterior. Por fim, realizamos o 

sequenciamento de todas as amostras para validação final (Figura 8). 

 

Figura 8. Sequenciamento dos plasmídeos com os sgRNAs de interesse. 

Ao analisar os resultados do sequenciamento de cada amostra, 

observamos que a sequência dos sgRNAs está presente no plasmídeo, de modo 

que nas amostras 1, 2 e 3, observamos, respectivamente, a sequência dos 

sgRNAs 1, 2 e 3 complementares a MMP-9. Dessa forma, consideramos as 

amostras do plasmídeo pX-330 válidas para edição gênica in vitro da MMP-9. 

 

4.2 Edição gênica in vitro da MMP9 com a técnica de CRISPR-Cas9 
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4.2.1 Validação da transfecção do plasmídeo pX-330 + sgRNA 1 e 2 in 

vitro 

Ao realizar as transfecções dos plasmídeos pX-330 com os respectivos 

sgRNAs para MMP-9, utilizando o reagente de transfecção Xfect™ Transfection 

Reagent (#631317, Takara Bio – Mountain View, CA, USA.) na linhagem celular 

T24, observamos células com GFP positivo, o que demonstra a eficácia da 

transfecção, uma vez que apenas células contendo o plasmídeo pX-330 

apresentam a atividade dessa proteína (Figuras 8 e 9). 

 

Figura 9.  Linhagem celular T24 transfectada com o plasmídeo PX-330 contendo 
sgRNA2 para MMP9. Imagens em microscópio de fluorescência com aumento 
de 20x e 40x.  

Figura 10.  Linhagem celular T24 sem transfecção (controle). Imagens em 
microscópio de fluorescência com aumento de 20x.  
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4.2.2 Ensaio de formação de colônias 

Para avaliar a capacidade da linhagem de formação de colônias e 

crescimento, foi realizado o ensaio de formação de colônias. Neste experimento, 

observamos que as células transfectadas apresentaram redução significativa da 

área (µm2) de formação de colônias (Controle: 595.581 ± 400.139 vs. G1: 

381.569 ± 206.747 vs. G2: 292.617 ± 177.554; p<0,05) (Figuras 10 e 11).  

Figura 11: Crescimento da linhagem celular T24 transfectada com PX330 + 
sgRNA2 para MMP9 e seu respectivo controle sem transfecção. Imagens em 
microscópio de luz (20x). 

 
 

Figura 12. Ensaio de formação de colônias. Observa-se que após transfecção 
com sgRNA1 (G1) e sgRNA2 (G2), as células T24 tem sua capacidade de 
formação de colônias reduzidas (p<0,05).  
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4.2.3 Ensaios de apoptose e proliferação celular por citometria de fluxo 

Em relação à apoptose celular na linhagem T24, observamos que, após 

transfecção, houve aumento da taxa de apoptose total tanto no grupo G1 

(sgRNA1) (G1: 61,43 ± 9,68) quanto G2 (sgRNA2) (G2: 44,05 ± 2,41) quando 

comparados ao controle (26,02 ± 2,31) (p=0,001 e p=0,029, respectivamente), 

sendo que o sgRNA1 maior taxa de apoptose total quando comparado ao 

sgRNA2 (p=0,034) (Figura 12A). Já nos ensaios de proliferação celular, 

observamos que a transfecção com o sgRNA2 (grupo G2) levou a significativa 

redução na capacidade de proliferação da linhagem T24 quando comparada ao 

controle (G2: 80,02 ± 3,24 vs. Controle: 90,69 ± 0,83; p=0,002), porém, 

curiosamente, o sgRNA1 não promoveu impacto significativo (G1: 92,44 ± 1,61 

vs. Controle: 90,69 ± 0,83; p>0,05) (Figura 12B). 

 

 
Figura 13. Ensaios de apoptose e proliferação por citometria de fluxo. A) Após 
transfecção com sgRNA1 e sgRNA2, observou-se que as células T24 
apresentaram maiores taxas de apoptose quando comparadas ao controle 
(p<0,05). B) Após transfecção, apenas o grupo transfectado com a sgRNA2 (G2) 
apresentou redução significativa da proliferação celular quando comparado com 
o controle. (p<0,05).  
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4.2.4 Expressão gênica pela técnica de PCR em tempo real 

Ao avaliarmos a expressão gênica da MMP9 utilizando a técnica de RT-

qPCR, observamos aumento da expressão no grupo G1 (sgRNA1) quando 

comparado ao grupo controle. Já nas amostras de células transfectadas do 

grupo G2 (sgRNA2), não foi observada expressão gênica da MMP9, 

demonstrando silenciamento completo do gene. (Figura 13). 

 

Figura 14. Expressão gênica de MMP-9 nas linhagens celulares T24, 
transfectadas com o PX-330 com sgRNA1 (G1) e sgRNA2 (G2), relativas ao 
controle sem transfecção. 

 

4.2.5 Expressão proteica por Western-blotting 

Em relação à expressão proteica da MMP9, observamos que, quando 

comparada ao controle não transfectado, houve redução na expressão proteica 

da MMP9 após transfecção com o plasmídeo pX-330 contendo tanto o sgRNA1 

quanto o sgRNA2 (Figura 14). 



45 
 

 

Figura 15. Western Blotting de MMP9 e β-actina (controle endógeno) da 
linhagem T24 das amostras controle e transfectadas com PX-330 + sgRNA1 e 
2. 

 

4.2.6 Ensaio de fechamento de ferida para avaliação de migração celular 

Para avaliar funcionalmente o bloqueio da expressão da MMP9 por meio 

da inibição do processo de migração celular, foi realizado um ensaio de 

fechamento de ferida (wound healing assay). Durante o experimento, foi 

observado que as amostras transfectadas com plasmídeos contendo sgRNA1 e 

sgRNA2 apresentaram menor capacidade de migração celular para efetuar o 

fechamento da ferida após 24 horas e 48 horas, conforme apresentado na tabela 

2 e nas figuras 15 e 16. 

Tabela 2. Ensaio de fechamento de ferida 

 % Área de fechamento de ferida  

 Controle G1 (sgRNA1) G2 (sgRNA2) p (Ctrl vs. G1/G2) 

24h 76,90 ± 10,3 58,97 ± 3,41 41,79 ± 11,38 0,041 / <0,001 

48h 91,81 ± 1,44 79,47 ± 1,99 55,91 ± 9,43 0,025 / <0,001 
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Figura 16. Ensaio de fechamento de ferida. Observa-se que no grupo G2, 
principalmente, houve importante retardo no processo de migração celular, 
quando comparado ao controle não-transfectado.  

Figura 17. Ensaio de fechamento de ferida. Células T24 transfectadas com PX-
330 + sgRNA2 (G2) com significativa redução de migração celular (p<0,05). 
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4.2.7 Ensaio de invasão 

Para avaliar o potencial de invasão tecidual da linhagem celular T24, 

realizamos o ensaio de invasão em Matrigel™. Observamos que, após a 

transfecção, tanto o sgRNA1 quanto o sgRNA2 reduziram significativamente a 

capacidade de invasão da linhagem T24 quando comparados ao controle (G1: 

32,33 ± 7,57 vs. Controle: 69,33 ± 16,01; p=0,015) e (G2: 18,0 ± 4,58 vs. 

Controle: 69,33 ± 16,01; p=0,003) (Figura 17) 

 

Figura 18. Ensaio de migração com Matrigel™. Células T24 transfectadas com 
sgRNA1 (G1) e sgRNA2 (G2) com significativa redução na capacidade de 
invasão (p<0,05). 
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5. Discussão  
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O CaB é um dos tumores sólidos de maior incidência no mundo, sendo 

o segundo tumor-gênito-urinário mais frequente (1). A maioria dos tumores 

diagnosticados (75%) são superficiais, restritos à mucosa ou submucosa, porém 

altas taxas de recorrência (31 a 78% em 5 anos) e progressão para doença 

localmente invasiva (até 45% em 5 anos) são observadas (83). Pacientes com 

doença clinicamente mais avançada requerem assistência mais complexa, cara 

e invasiva, que em geral levam a aumento da morbidade (22, 23, 24), impacto 

negativo na qualidade de vida e aumento de custos ao sistema de saúde (26, 

27, 28). Portanto, novas ferramentas diagnósticas, prognósticas e terapêuticas 

são necessárias a fim de mitigar os efeitos negativos da progressão e recorrência 

do CaB. Neste contexto, a melhor caracterização dos mecanismos moleculares 

no CaB pode levar ao desenvolvimento de melhores métodos para o tratamento 

da doença. 

A transição epitélio-mesenquimal (TEM) é uma etapa central na 

progressão para doença metastática. As MMPs desempenham papel essencial 

nesse processo por conta de sua capacidade de degradar a MEC e as 

membranas basais, além de suas outras funções nas interações célula-MEC. 

Dentre as MMPs, a função da MMP-9 no CaB tem sido alvo de investigação, 

tanto do ponto de vista de função molecular quanto em seu uso como marcador 

diagnóstico, prognóstico e alvo terapêutico. Sua expressão é aumentada em 

pacientes com CaB quando comparados com tecido urotelial normal (50, 53) e 

pode ser correlacionada a fatores prognósticos clínicos. Reis et al observaram 

que pacientes submetidos a RTU de bexiga com fatores prognósticos anátomo-

patológicos de pior evolução, como alto grau e tumores invasivos (T1/T2) 

apresentavam níveis de expressão tumoral de MMP-9 mais elevados. Além 
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disso, a incidência mais alta de recorrência também foi observada nesse grupo 

(47). Em seguimento de pacientes submetidos a RTU de bexiga para tratamento 

de CaB-NMI, Srougi et al avaliaram a utilização de um painel de proteínas 

abrangendo, dentre outras, a MMP-9, para diagnosticar e predizer recorrência, 

demonstrando possibilidade de aplicação da MMP-9 como biomarcador de 

recidiva (48). Além disso, diversas proteínas, fatores de crescimento e citocinas 

exercem seu papel oncogênico regulando o aumento da expressão de MMP-9, 

sugerindo sua importância na progressão do câncer (84, 85, 86, 87).  

O presente estudo examinou os efeitos do bloqueio da expressão gênica 

da MMP-9 no CaB de alto grau, por meio o uso da técnica de CRISPR-Cas9 para 

edição do gene em linhagem celular T24-luc in vitro. Para tal, inicialmente 

realizamos a padronização e validação dos plasmídeos utilizados para 

transfecção, contendo os componentes do sistema CRISPR-Cas9, como o gene 

para transcrição da endonuclease spCas9 e a sequência do RNA complementar 

à região-alvo da MMP-9 (sgRNA). Na sequência, uma vez validados os 

plasmídeos, estes foram transformados em bactérias, as quais foram 

expandidas em cultura, visando aumentar a concentração dos plasmídeos para 

os ensaios de transfecção. Esta é uma estratégia mais trabalhosa, tendo em 

vista que atualmente é possível obter comercialmente os plasmídeos já 

customizados com a sequência-alvo desejada, porém apresenta a vantagem de 

melhor custo-benefício. Os experimentos de padronização e validação foram 

realizados conforme descrito por Ran et al em 2013 (78). 

Após a transfecção de células da linhagem T24-luc, observamos 

redução significativa da expressão gênica da MMP-9 utilizando o sgRNA2, ao 

passo que o sgRNA1, inesperadamente, levou ao aumento da transcrição do 
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RNAm. Entretanto, no ensaio de Western-blotting para avaliar a expressão 

proteica da MMP-9, observamos que para ambos sgRNAs (com alvo no exon 1 

do gene, porém em regiões diferentes), levaram a baixa detecção da proteína. 

Tal evento fora constatado previamente por nosso grupo do LIM-55, em tese de 

doutorado de 2022 focada em câncer de próstata metastático, com mesmo alvo 

molecular (88). Nossa hipótese para o resultado observado é a de que para 

ambos os sgRNAs o DNA foi editado com sucesso, resultando em RNAm 

modificados, sendo que aquele resultante da transfecção com sgRNA1 ainda 

pode ser detectado pela sonda no ensaio de qPCR, porém são traduzidos em 

proteínas cujas estruturas estão modificadas, não sendo mais reconhecidas 

pelos anticorpos utilizados no Western-blotting e, consequentemente, 

apresentando perda de função, o que leva a aumento da transcrição dos RNAs 

editados numa espécie de mecanismo compensatório pela célula, justificando o 

aumento da expressão observada no sgRNA1. 

Para avaliar o impacto da perda de função da MMP-9 nas células T24, 

realizamos ensaios de apoptose e proliferação celular com citometria de fluxo, 

onde observamos significativa redução da proliferação celular com a sgRNA2 e 

aumento de apoptose com ambas as sgRNAs. Constatamos, ainda, que as 

células transfectadas apresentaram capacidade de formação de colônias 

reduzida. Além disso, realizamos os ensaios de migração e invasão celular, 

processos estes nos quais a MMP-9 está diretamente envolvida. Após a 

transfecção e consequente bloqueio da expressão da MMP-9, pudemos 

observar perda da capacidade de migração e invasão em Matrigel™ (o qual 

simula a MEC no ensaio) da linhagem celular T24. Tais resultados são 

compatíveis com a produção científica prévia visando o bloqueio direto ou 
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indireto da função da MMP-9 por meio de técnicas diversas. Em estudo de 2010, 

utilizando a técnica de RNAi com MMP-9, uPAR (urokinase plasminogen 

activator receptor) e catepsina B como alvos moleculares em linhagens celulares 

de câncer de próstata metastático, os pesquisadores conseguiram inibir com 

sucesso os processos de migração, invasão, sobrevivência celular e 

angiogênese in vitro, sendo observadas upregulation de proteínas pró-

apoptóticas como BAX e caspases e downregulation de moléculas anti-

apoptóticas como XIAP e Bcl-2. Esses resultados foram validados em modelo 

murino ortotópico após tratamento com os si-RNAs, onde observou-se redução 

de volume tumoral e inibição de metástases (89). Achados semelhantes foram 

observados utilizando a técnica de RNAi para MMP-9 em linhagens celulares de 

melanoma (B16), onde experimentos in vitro apresentaram redução na 

capacidade celular de migração e invasão, enquanto modelo in vivo mostrou 

redução de volume de doença e inibição de metástases (90), e de glioblastoma 

(SNB19) (91). 

No CaB, estudo recente demonstrou que o clerodano diterpeno (CD), um 

metabólito secundário comumente isolado de diferentes espécies de plantas, 

quando usado para tratar células T24 in vitro, suprimiu a invasão e migração 

celular, por meio da redução indireta da expressão e atividade da MMP-9 através 

do bloqueio de vias de sinalização como a do NF-κB (fator nuclear kappa B) e 

STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), proteínas que atuam 

como fatores de transcrição e envolvidas em diferentes processos oncogênicos 

(92). De maneira inversa, Inoue et al demonstrou que células de CaB sem 

potencial metastático, quando transfectadas com gene para expressão 

interleucina-8 (IL-8), apresentaram aumento de produção de MMP-9 e passaram 
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a mostrar potencial invasivo quando implantadas em bexigas de camundongos 

(93). Esses dados corroboram a ideia de que a MMP-9 possa constituir um alvo 

molecular no tratamento do CaB.  

A terapia baseada em inibição de MMPs, inclusive a MMP-9, já foi 

amplamente investigada, com resultados decepcionantes. Dufour et al 

desenvolveram um peptídeo que mimetiza uma porção do domínio PEX da 

MMP-9, que levou ao bloqueio da dimerização da proteína e consequentemente 

prejuízo de sua função, o que se traduziu em redução de migração celular in vitro 

(94). O mesmo grupo desenvolveu, posteriormente, um composto de baixo peso 

molecular que se liga especificamente ao domínio PEX da MMP-9, interferindo 

com os processos de proliferação, migração e invasão tumoral (95). No entanto, 

ensaios clínicos com foco no uso de inibidores de MMPs falharam em 

demonstrar efeitos anti-tumorais e ainda se caracterizaram por efeitos adversos 

importantes (96, 97, 98). Vale notar, porém, que muitos desses estudos foram 

executados recrutando pacientes com doença avançada não-responsiva e 

utilizando terapia sistêmica de inibição inespecífica de MMPs, desconsiderando 

o papel fisiológico das mesmas nas funções celulares normais, o que poderia, 

de certa forma, justificar os desfechos negativos. Portanto, o uso de um método 

de maior especificidade para bloqueio das MMPs se faz necessário, tornando a 

técnica de CRISPR-Cas9 uma candidata plausível. 

A tecnologia baseada em CRISPR-Cas9 para manipulação genética 

vem se destacando como uma ferramenta de grande versatilidade, 

especificidade, simples aplicação e menores custos. No campo da oncologia, 

pode ser utilizada tanto na pesquisa básica quanto, como método exploração de 

mecanismos moleculares de tumorigênese, progressão, resistência a 
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medicamentos, criação de modelos animais e rastreamento de possíveis alvos-

moleculares para terapia-alvo, quanto futuramente na clínica, para diagnóstico e 

terapia, lançando mão das diversas variações e adaptações da técnica original 

(65).  

Este estudo representa o primeiro uso da técnica de CRISPR-Cas9 para 

edição gênica da MMP-9 e estudo dos efeitos do bloqueio de sua expressão em 

linhagem celular de CaB. Como limitações, podemos destacar que não foram 

avaliadas possíveis ocorrências de edições off-target no genoma da célula e 

suas consequências. Apesar de ser considerada uma técnica de elevada 

especificidade, a mutagênese off-target é reportada na literatura (99). Além 

disso, a natureza in vitro do experimento não leva em consideração os potenciais 

efeitos colaterais relacionados ao bloqueio da funções fisiológicas e não-

relacionadas à MEC em células não-cancerígenas, o que poderia se traduzir em 

toxicidade e efeitos colaterais in vivo.  
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6.  Conclusões 
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A metodologia utilizada para construção, validação e transfecção dos 

plasmídeos contendo as sequências da endonuclease spCas9 e o sgRNA para 

MMP-9 em linhagem celular T24-luc de CaB foi efetiva. 

A edição gênica da MMP-9 foi alcançada com sucesso, confirmada pela 

redução de expressão de seu RNAm no qPCR e pela redução da expressão 

proteica no Western-blotting. 

O bloqueio da atividade da MMP-9 pós-transfecção levou a aumento da 

apoptose e redução de proliferação, formação de colônias, capacidade de 

migração e invasão celular em linhagem celular T24-luc de CaB. 
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