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RESUMO

As [B-talassemias sdo anemias hereditarias autossGmicas recessivas
heterogéneas, caracterizadas pela sintese reduzida ou ausente da cadeia 3-globina,
uma consequéncia de mutagbes nos genes B-globina. A forma mais grave da
doencga é a [B-talassemia maior (BTM) na qual os pacientes sao dependentes de
transfusdo. A terapia médica inclui transfusbes sanguineas e quelacdo de ferro,
sendo que ambas podem causar toxicidade, bem como outras consequéncias
clinicas. O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (CTH) é uma
cura eficaz para a B-talassemia, embora nem todos os pacientes tenham doadores
ideais e o procedimento esteja associado a complicagdes imunoldgicas graves.Tais
problemas podem ser contornados por terapias experimentais como a edigao
genética de células hematopoiéticas autdlogas. Os métodos atuais de modificagao
genética, como edigdo de genoma e edicao de bases, visam restaurar a produgao
de B-globina ou reativar a produgéo de y-globina fetal, que forma a hemoglobina fetal
(HbF, a2y2). O complexo CRISPR/Cas9 pode realizar alteragbes direcionadas e
precisas no DNA de células vivas; e tem sido promissor para atuar como terapia
génica em individuos portadores de hemoglobinopatias, modificando as células e
causando o aumento da produgao de HbF. O objetivo deste trabalho foi descrever os
conhecimentos atuais sobre a participacdo do CRISPR/Cas9 como uma
possibilidade de terapia génica, por meio da comparacéo de estudos experimentais
focados na talassemia beta. O presente trabalho trata-se de uma revisao integrativa,
onde foi realizada uma pesquisa bibliografica a partir de livros e artigos cientificos
em inglés e portugués, os quais estdo indexados nas principais bases de dados.
Foram selecionados artigos que discutem sobre o uso do CRISPR/Cas9 como
terapia génica para a talassemia beta, por meio de estudos experimentais com o
objetivo de estimulo da producdo de HbF, visando a independéncia e/ou a
diminuicdo da frequéncia transfusional dos pacientes beta talassémicos. Apds a
pesquisa e analise dos artigos, foram selecionados 5 artigos que fizeram
experimentos em camundongos e 2 artigos de ensaios clinicos em humanos. Os
resultados dos autores mostram que a edigdo génica usando CRISPR/Cas9 pode
ser usada tanto para silenciar o repressor da gama globina, o BCL11A, quanto para
editar células tronco hematopoiéticas (CTH) para a reinfusédo. Foi observado a partir
das anadlises dos dados que a edigdo génica € eficaz na reativacdo da hemoglobina
fetal (HbF). Os estudos clinicos em humanos mostram que a maior parte dos
pacientes alcangaram a independéncia transfusional. Portanto, mesmo que o
acompanhamento a longo prazo seja essencial, o CRISPR-Cas9 pode alterar
radicalmente o tratamento dessa condigao genética.

Palavras-chave: Terapia Génica. Regulacdo da Expressdo Génica.
Hemoglobinopatias. Hemoglobina fetal. Hemoterapia.
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ABSTRACT

B-Thalassemias are heterogeneous autosomal recessive inherited anemias
characterized by reduced or absent synthesis of the B-globin chain, a consequence
of mutations in the B-globin genes. The most severe form of the disease is
B-thalassemia major (BTM), in which patients are transfusion dependent. Medical
therapy includes blood transfusions and iron chelation, both of which can cause
toxicity as well as other clinical consequences. Allogeneic hematopoietic stem cell
(HSC) transplantation is an effective cure for B-thalassemia, although not all patients
have ideal donors and the procedure is associated with serious immunological
complications. Such problems can be circumvented by experimental therapies such
as gene editing of autologous hematopoietic cells. Current genetic modification
methods, such as genome editing and base editing, aim to restore [-globin
production or reactivate the production of fetal y-globin, which forms fetal hemoglobin
(HbF, a2y2). The CRISPR/Cas9 complex can make targeted and precise changes in
the DNA of living cells; and has shown promise as a gene therapy in individuals with
hemoglobinopathies, modifying the cells and causing increased production of HbF.
The objective of this work was to describe the current knowledge on the participation
of CRISPR/Cas9 as a possibility of gene therapy, by comparing experimental studies
focused on beta thalassemia. This work is an integrative review, where a
bibliographic search was carried out from books and scientific articles in English and
Portuguese, which are indexed in the main databases. Articles discussing the use of
CRISPR/Cas9 as gene therapy for beta thalassemia were selected through
experimental studies aimed at stimulating HbF production, aiming at independence
and/or reducing the frequency of transfusions in beta thalassemic patients. After the
research and analysis of the articles, 5 articles that performed experiments in mice
and 2 articles of clinical trials in humans were selected. The authors' results show
that gene editing using CRISPR/Cas9 can be used both to silence the gamma globin
repressor, BCL11A, and to edit hematopoietic stem cells (HSC) for reinfusion. It was
observed from the data analysis that gene editing is effective in reactivating fetal
hemoglobin (HbF). Clinical studies in humans show that most patients achieved
transfusion independence. Therefore, even though long-term follow-up is essential,
CRISPR-Cas9 can radically change the treatment of this genetic condition.

Key words: Gene Therapy. Regulation of Gene Expression. Hemoglobinopathies.
Fetal Hemoglobin. Hemotherapy.
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INTRODUGAO

As [-talassemias sao anemias hereditarias autossdbmicas recessivas
heterogéneas, caracterizadas pela sintese reduzida ou ausente da cadeia 3-globina,
uma consequéncia de mutagdes nos genes B-globina, posicionados ho cromossomo
11. As cadeias de globina desemparelhadas ndo sao estaveis, precipitam-se nas
células, o que leva a destruicdo imatura de precursores de eritrécitos e a redugao da
vida util dos eritrécitos maduros no sangue. Inclui trés formas principais:
B-talassemia maior, também conhecida como “anemia de Cooley” e “anemia
mediterranea”; [B-talassemia intermediaria; e talassemia menor, chamada de
“portador de B-talassemia”, “tragco de B-talassemia” ou “B-talassemia heterozigética”
(Adly et al., 2015; Ali et al., 2021; Origa, 2017).

As caracteristicas mais relevantes de individuos com BTM nao tratados ou
mal transfundidos sdo retardo de crescimento, palidez, ictericia, pigmentacao
marrom da pele, musculatura deficiente, genu valgo, hepatoesplenomegalia, ulceras
nas pernas, desenvolvimento de massas provenientes de hematopoiese
extramedular e alteragdes esqueléticas que resultam da expansdo da medula dssea.
Essas alteragbes esqueléticas incluem deformidades dos ossos longos das pernas,
alteracdes craniofaciais tipicas e osteoporose. Individuos que nao foram submetidos
a transfusdes regulares geralmente morrem de insuficiéncia cardiaca de alto débito
(Origa, 2017).

A fim de que a sobrevida de pacientes portadores de talassemia beta seja
garantida, sdo necessarias transfusdes sanguineas regulares, com a finalidade de
manter os niveis de hemoglobina adequados (Serpeloni et al.,, 2022). Isso
predispbe os pacientes a uma série de complicagdes, como infecgcdes transmitidas
por transfusdo, reacbes febris a transfusdo, reacbes hemoliticas tardias a
transfusao, bem como outras consequéncias clinicas como anemia, doenca éssea,
eritropoiese extramedular e sobrecarga de ferro, causando danos aos 6rgaos-alvo,
como coracgao, figado, bago, pancreas, hipdfise, cérebro e medula éssea, e retardo
de crescimento. O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas tem sido
a unica opgao curativa para hemoglobinopatias ha décadas. No entanto, o risco de
complicagdes agudas e cronicas e a falta de doadores disponiveis limitaram seu uso
(Christakopoulos et al., 2023; Ferraresi et al., 2023; Garg et al., 2023).


https://www.zotero.org/google-docs/?xkWab3
https://www.zotero.org/google-docs/?I3wNB8
https://www.zotero.org/google-docs/?FGRCSQ
https://www.zotero.org/google-docs/?snPA3w
https://www.zotero.org/google-docs/?4WnjiL
https://www.zotero.org/google-docs/?snPA3w
https://www.zotero.org/google-docs/?4WnjiL
https://www.zotero.org/google-docs/?snPA3w
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Tais problemas podem ser contornados por terapias experimentais nas quais
células-tronco hematopoiéticas autélogas sao isoladas, geneticamente alteradas ex
vivo e reintroduzidas no paciente apos a administracdo de condicionamento
mielotoxico da medula 6ssea para facilitar o enxerto de células modificadas. Os
métodos atuais de modificagdo genética, como edicdo de genoma e edicédo de
bases, visam restaurar a producédo de B-globina durante a eritropoiese ou reativar a
producao de y-globina fetal, que liga-se a a-globina para formar a hemoglobina fetal
(Christakopoulos et al., 2023).

O complexo CRISPR, sigla em inglés para repeticdes palindrémicas curtas
agrupadas e regularmente inter-espagadas, ¢é conhecido, inicialmente, por
promover a imunidade adaptativa contra acidos nucleicos exdégenos nas bactérias.
E constituido por sequéncias altamente variaveis que captam material genético
de plasmideos invasores e de bacteriéfagos, desenvolvendo uma imunidade
herdada que passara a ser codificada em DNA no decorrer do tempo (Serpeloni et
al., 2022).

Equiparado aos mecanismos convencionais de edi¢do genética, que aplicam
virus como fonte do material genético a ser inserido no genoma, o CRISPR/Cas9
pode realizar alteracdes direcionadas e precisas no DNA de células vivas; e tem sido
promissor para atuar como terapia génica em individuos portadores de
hemoglobinopatias, modificando as células e causando o aumento da produgéo de

hemoglobina fetal (Randhawa; Sengar, 2021; Serpeloni et al., 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?9M9OY0
https://www.zotero.org/google-docs/?m7bGwN
https://www.zotero.org/google-docs/?m7bGwN
https://www.zotero.org/google-docs/?AP9Dkv
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HEMoGLOBINA

1.1.1 Estrutura da Hemoglobina

A oxigenagcdo dos tecidos ao longo da vida depende da atividade da
hemoglobina (Hb), uma das hemeproteinas que liga o oxigénio nos pulmdes e
assegura sua distribuicdo por todo o corpo. A hemoglobina € uma molécula globular
formada por quatro cadeias de globinas que constituem dois pares: um par de
cadeias a e um par de cadeias B. Todas as cadeias de globina tém estrutura similar
(figura 1). Sdo formadas por uma sequéncia de 141 aminoacidos (cadeia a) ou 146
aminoacidos (cadeia ). A ordem desses aminoacidos na cadeia é determinada pelo
codigo genético no DNA , no gene da globina correspondente. A cadeia de globina
exibe uma conformacdo helicoidal, que transforma a sequéncia linear em uma
espiral que, mudando de direcdo e enovelando-se, d4 a molécula uma forma
globular. Essa conformacg&o cria uma cavidade denominada bolsa do heme, onde
fica a molécula de heme com o atomo de ferro no seu centro. O heme é uma
molécula planar formada pela condensacado de quatro nucleos pirrélicos, contendo
em seu centro um atomo de ferro na forma de Ferroso. Cada cadeia de globina tem

uma bolsa onde se fixa o heme (Zago, M. A; Falcao, R. P.; Pasquini, R., 2013).

Figura 1: Estrutura da hemoglobina normal. Presenca das duas cadeias alfa, duas cadeias beta,
grupo prostético heme e do ferro. Adaptado de (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?GTF31C
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Além disso, a estrutura da hemoglobina, observada na figura 1, é essencial
para sua fungdo. Mutagcdes nos genes que sdo responsaveis pela sintese das
cadeias de globinicas podem resultar em alteragdes estruturais ou em uma sintese
reduzida, como na anemia falciforme e nas talassemias, nas quais a fungdo normal

da hemoglobina € comprometida (Torres, 2016).

1.1.2 Genes da Hemoglobina

Os genes da hemoglobina sdo fundamentais para a sintese das diferentes
cadeias globinicas que compdem esta proteina vital para o transporte de oxigénio no
organismo. Estes genes estdo organizados em dois agrupamentos de moléculas
principais: o cluster alfa, localizado no cromossomo 16, e o cluster beta, localizado
no cromossomo 11. O cluster alfa contém os genes HBA1 e HBAZ2, que codificam as
cadeias alfa da hemoglobina, e o gene HBZ, responsavel pela sintese da globina
zeta durante as fases iniciais do desenvolvimento embrionario (Filser et al., 2022).

Ja o cluster beta inclui os genes HBB, HBD, HBG1, HBG2 e HBE, que
codificam, respectivamente, as cadeias beta. Esses genes apresentam uma
expressao temporalmente regulada, com o gene HBE sendo expresso durante a
vida embrionaria, os genes HBG1 e HBG2 durante a fase fetal, e os genes HBB e
HBD predominantemente na fase adulta, formando a hemoglobina adulta composta
por duas cadeias alfa e duas cadeias beta. A regulagdo da expresséo dessefilsers
genes € complexa, envolvendo elementos cis-regulatérios, como o locus control
region, que controla a expressao ordenada dos genes globinicos no cluster beta.
(Pavani et al., 2021)

1.1.3 Expressao dos Genes da Hemoglobina

A expressao dos genes da hemoglobina € um processo altamente regulado e
orquestrado ao longo do desenvolvimento humano, garantindo a producédo das
cadeias globinicas necessarias para formar a hemoglobina, desde a vida
embrionaria até a fase adulta. A regulagdo da expressao desses genes ocorre em
fases especificas do desenvolvimento, com a ativacao e desativacdo sequencial dos
genes localizados nos clusters alfa e beta, localizados nos cromossomos 16 e 11,

respectivamente. (Fontana et al., 2023)


https://www.zotero.org/google-docs/?71Tbot
https://www.zotero.org/google-docs/?NyhfoY
https://www.zotero.org/google-docs/?NyhfoY
https://www.zotero.org/google-docs/?gC5XcU
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Figura 2: Representacdo esquematica da mudanga no padrdo de expressdo dos genes do
agrupamento da PB—globina. O grafico mostra a porcentagem da sintese de cada gene do

agrupamento, em relagéo ao local onde é produzido e o periodo de gestagdo(Sankaran; Orkin, 2012).

Durante a fase embrionaria, os genes HBZ1 e HBE expressam a Hb Gower |,
Il e a Hb Portland, nas 6 semanas seguintes os genes HBZ1 e HBE s&o reprimidos e
a HbF é expressa, como visto na figura 2. Perto do nascimento, ha uma repressao
acentuada da expressdo do gene y em favor da expressdo do gene [3-globina,
resultando em uma diminuigdo no nivel de HbF para menos de 0,5% e uma sintese
crescente de HbA até aproximadamente 97-98%, que é concluida aproximadamente
6 meses apds o nascimento. Ao mesmo tempo, a HBD é expressa e a HbA 2 é
sintetizada (2%—-3%), o que tem um valor diagnostico na detecgéo de portadores de
talassemia B para os quais os niveis de HbA 2 sdo elevados (4%—-8%).(Harteveld et
al., 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?MYZct1
https://www.zotero.org/google-docs/?MYZct1
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1.2 HEMOGLOBINOPATIAS

1.2.1 Conceito de Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem as doengas monogénicas recessivas mais
frequentes a nivel mundial. Resultam de alteragdes nos genes que regulam a
sintese direta das cadeias de globina da hemoglobina. Dividem-se em dois grandes
grupos, quantitativas, quando se verifica uma alteragado quantitativa na sintese de
um tipo de cadeias globinicas (talassemia e persisténcia hereditaria de hemoglobina
fetal) e qualitativas ou estruturais, quando existe uma modificagdo estrutural de um
tipo de cadeias globinicas (caso da anemia falciforme ou drepanocitose (Oliveira,
2022).

1.2.2 Hemoglobinopatias Qualitativas

As hemoglobinopatias qualitativas, também conhecidas como Hb variantes,
derivadas de alteragdes nos genes das cadeias globinicas da hemoglobina, levando
a produgdo de moléculas de hemoglobina com estrutura alterada, como a anemia
falciforme, que é caracterizada por uma anormalidade na estrutura da hemoglobina,
em particular, a substituicdo de adenina no sexto cédon do gene B (GAG-GTG),
codificando assim valina em vez de acido glutdmico na sexta posi¢gao da cadeia 3,
modificando as propriedades da hemoglobina e afetando sua fungao biolégica e a
estabilidade da molécula. (K.C.; Basnet; Gyawali, 2017; Santos, D. F. C., 2021).

Em relagdo a anemia falciforme (HbSS), as mutagdes sdao homozigotas com a
producdo de HDbS. Outros problemas classificados na doenga falciforme (SCD),
incluindo HbSE, HbSC e HbS [ -talassemia, sdo expressdes heterozigotas.
Independentemente de uma variante de a -globina ou B -globina, a gravidade da
doenca varia de insignificante a grave ou com risco de vida (Viprakasit; Ekwattanakit,
2018).

A maioria das hemoglobinas variantes é devida a substituicbes de
aminoacidos que alteram a carga idnica liquida, alterando assim as mobilidades
eletroforéticas. As variantes foram inicialmente designadas em ordem alfabética - Hb
A para adulto normal, F para fetal e S para falciforme; as variantes seguintes foram

nomeadas em ordem de descoberta - hemoglobinas C, D, E e G foram as proximas
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variantes detectadas. Mais de 50 variantes com a mobilidade de Hb S (+2 cargas
liquidas por tetrdmero) foram descritas. Essas séo referidas genericamente como
hemoglobinas D se a substituicao for na cadeia B-globina e Hb G se na cadeia a

(Harold schumacher; William rock; Sanford stass, 2019).

1.2.3 Hemoglobinopatias Quantitativas

As hemoglobinopatias quantitativas, também conhecidas como talassemias
alfa e beta, sdo doengas hereditarias geralmente causadas por uma mutagao
genética ou uma delegcdo de certos fragmentos de genes-chave (K.C.; Basnet;
Gyawali, 2017).

A talassemia alfa € uma hemoglobinopatia hereditaria recessiva, causada
principalmente por grandes delegbes do gene da alfa-globina. Sua gravidade é
proporcional a quantidades de genes afetados, sendo clinicamente classificada
como: Portador Silencioso quando ha perda de um unico gene; Trago de Talassemia
Alfa quando ha perda de dois genes; Doenca da Hb H quando ha perda de trés
genes e Sindrome da Hidropisia Fetal por Hb de Bart com o envolvimento dos quatro
genes alfa (Malerba, 2024).

A talassemia beta € uma doenca que faz parte de um conjunto de doengas
hematoldgicas hereditarias, que resulta em anemia de graus variaveis, ocasionados
pelo ritmo andémalo de producdo das cadeias polipeptidicas que compdem a
hemoglobina. Os principais tipos de talassemia beta sdo: menor, onde a pessoa
possui apenas um gene afetado e, normalmente, € assintomatica; intermediaria,
quando o individuo possui ambos os genes afetados e anemia de grau leve a
moderado; e a maior é o tipo mais grave e mais caracteristico, quando o doente
apresenta anemia severa e se torna dependente de transfusdes sanguineas
(Cruz; Antunes, 2018; Freire et al., 2019)

1.3 BETA TALASSEMIA

1.3.1 Tipos de Beta Talassemia

Na talassemia B, a sintese insuficiente de B-globina resulta em a globina livre

excessiva, eritropoiese ineficaz e anemia grave. As trés classificacbes da
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beta-talassemia sdo definidas por seus achados clinicos, laboratoriais e impacto das
alteragdes genéticas na produgao de cadeias [B-globina (Tabela 1). Suas opgdes de
tratamento sdo limitadas e normalmente dependem da gravidade da doenca. Isso
pode variar de nenhum tratamento a transfusdes regulares e suplementagao de ferro

ou quelagao, dependendo do quadro clinico (Vinjamur et al., 2018).

Tabela 1: Classificagdo da beta talassemia de acordo com os genétipos.

Gendtipos possiveis da beta talassemias

B/B  Pessoa nao talassémica

B%B° Homozigotos B Talassemia Maior (transfusional)

B°/B*  Duplo heterozigotos Talassemia intermediaria (transfusional)
BB e

B*/B  Heterozigotos Talassemia menor ou “traco talassémico”

Fonte: A autora, 2024.
1.3.1.1 Beta talassemia menor

A beta-talassemia menor, também chamada de portadora ou traco, é o estado
heterozigoto que geralmente é assintomatico com anemia leve. E tipicamente
descoberta incidentalmente no hemograma completo de rotina. Os pacientes podem
ter sintomas leves de anemia sem achados significativos no exame fisico.
Homozigosidade ou heterozigosidade composta para muta¢des de beta-talassemia
causam um espectro mais grave de anemias chamadas beta-talassemia
intermediaria e beta-talassemia maior. Essas duas sao distinguidas clinicamente
pela dependéncia de transfusdo. A beta-talassemia maior requer transfusdes de
rotina, e a intermediaria ndo (Needs; Gonzalez-mosquera; Lynch, 2024; Origa,
2017).

1.3.1.2 Beta talassemia intermediaria
A beta-talassemia intermediaria abrange uma ampla gama de apresentagdes

clinicas, embora, por definicdo, ndo seja grave o suficiente para exigir transfusdes

regulares. A intermediaria pode se apresentar em criangas de até dois anos de idade
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com atraso no crescimento e desenvolvimento. Formas mais leves de
beta-talassemia intermediaria podem se apresentar primeiro em adultos como fadiga
e palidez. A beta-talassemia intermediaria pode ter graus variaveis de achados de
exame fisico sugestivos de hiperplasia eritroide e hematopoiese extramedular,
conforme descrito para a beta-talassemia maior; no entanto, essa hematopoiese
reativa € suficiente para compensar a anemia sem exigir transfusdo (Needs;

Gonzalez-Mosquera; Lynch, 2024).

1.3.1.3 Beta talassemia maior

Pacientes com beta-talassemia maior, se o diagnéstico nao foi determinado
pré-natalmente, apresentam-se entre 6 e 24 meses de idade quando a producéo de
hemoglobina transita de HbF para HbA. Anemia grave ocorre e se apresenta como
problemas de alimentacao, irritabilidade, retardo de crescimento, palidez, diarreia,
irritabilidade, crises recorrentes de febre e aumento abdominal por
hepatoesplenomegalia. Bebés nao tratados ou subtratados, especialmente em areas
com poucos recursos, sofrem de retardo de crescimento, ictericia, pigmentagéo
marrom da pele, musculatura deficiente, geno valgo, hepatoesplenomegalia, ulceras
nas pernas, desenvolvimento de massas de locais hematopoiéticos extramedulares
e deformidades esqueléticas por expansdo da medula 6ssea. Saliéncia frontal,
hipertrofia maxilar e deformidades de ossos longos s&do achados esqueléticos

comuns (Origa, 2017).

1.3.1.4 Diagndstico da beta talassemia

Os achados laboratoriais sugestivos de talassemia incluem anemia microcitica
hipocrébmica. Pode haver anisopoiquilocitose significativa (variagdo de tamanho e
forma) em casos de beta-talassemia maior em esfregago periférico. A exclusédo de
deficiéncia de ferro e eletroforese de hemoglobina ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia sédo frequentemente necessarias para o diagnostico (Needs;

Gonzalez-Mosquera; Lynch, 2024).
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1.3.2 Fisiopatologia da Beta Talassemia

Os trés fatores fisiopatolégicos importantes nas B-talassemias sdo: anemia
cronica/hipoxia, eritropoiese ineficaz e sobrecarga de ferro. A gravidade da doenga
depende principalmente de deficiéncias moleculares. O desequilibrio das
quantidades de cadeias beta faz com que o excesso de cadeias a instaveis precipite
dentro dos progenitores eritroides, levando ao declinio da membrana celular e a lise
celular. Isso desencadeia uma alteracdo no ambiente microambiente da medula
o0ssea devido a um desequilibrio de citocinas que faz com que os progenitores
eritroides proliferem, mas com maturacdo inadequada, o que é chamado de
eritropoiese ineficaz. Esse desequilibrio de citocinas, juntamente com a hiperplasia
da medula Ossea, causa eritropoiese extramedular e, subsequentemente, as
deformagdes Osseas associadas. Devido a anemia/hipoxia crénica, retroelementos
da eritropoiese infecciosa sdo mantidos e perpetuados ao longo do tempo (ASADOV
et al., 2018; CAPPELLINI et al., 2014a).

A sintese reduzida ou ausente de cadeias de B-globina, mas as cadeias nao
afetadas, como as cadeias de a-globina, continuam a ser sintetizadas em niveis
relativamente normais. Como resultado, a formagado de HbA (a2 B2) ndo funciona
corretamente. O excesso de cadeias a livres precipita no citoplasma dos precursores
eritroides. Os agregados moleculares sédo toxicos e altamente insoluveis e formam
inclusbes em precursores eritroides nucleados na medula éssea. Esses corpos de
inclusdo causam destruicdo acelerada de glébulos vermelhos por apoptose e
hemolise intramedular, levando a eritropoiese ineficaz (Kautz et al., 2014;
Sanchez-Villalobos et al., 2022)

A complexidade da fisiopatologia da beta talassemia envolve, portanto, uma
série de interacbes entre a eritropoiese ineficaz, a hemdlise cronica, e as
complicagdes decorrentes da sobrecarga de ferro, todas as quais contribuem para o
quadro clinico debilitante observado nos pacientes. O entendimento detalhado
desses mecanismos € essencial para o desenvolvimento de terapias direcionadas

que possam mitigar os efeitos devastadores da doenca.

1.3.3 Tratamento Atual da Beta Talassemia

O tratamento atual da beta talassemia é voltado principalmente para o manejo
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das manifestagbes clinicas da doenga, com o objetivo de aliviar os sintomas,
prevenir complicacbes e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. No caso da
hidroxiureia, seu principal mecanismo de acéo justifica sua atividade citotoxica, pois
bloqueia a ribonucleosideo difosfato redutase, uma importante enzima envolvida na
sintese de DNA. Portanto, ndo permite que as células ultrapassem a fase S do ciclo
celular. E também um indutor de HbF ao interferir em varios fatores de transcricéo
(reprime BCL11A e GATA1, estimula GATA2), mas também ao modular alguns
processos epigenéticos. No entanto, 89% dos participantes que receberam o
medicamento apresentaram aumentos na HbF durante o tratamento, e 79%
apresentaram redugdes nos niveis séricos de sTfR (receptor de transferrina soluvel),
0 que esta associado a melhorias na hematopoiese (Longo et al., 2021; Yasara;
Premawardhena; Mettananda, 2021).

A base do tratamento para os casos mais graves, como a beta talassemia
maior, consiste em um regime de transfusdes sanguineas regulares ao longo da vida
e terapia de quelagao para reduzir a sobrecarga de ferro. Sendo assim, pacientes
com talassemia transfusional, consequentemente sofrem com a sobrecarga
secundaria de ferro da terapia de transfusdo regular, que pode levar a danos e
faléncia de 6rgaos, especialmente no coragéo, figado e glandulas enddcrinas (Taher;
Saliba, 2017).

Em pacientes tratados de forma subdétima, comumente experimentamos um
inicio precoce de disturbios enddcrinos na infancia, adolescéncia ou inicio da idade
adulta (falha de crescimento, hipogonadismo) com um risco crescente a medida que
0os pacientes envelhecem, em vista da exposi¢gdo cumulativa, bem como do risco
aumentado subjacente visto na populacdo em envelhecimento em geral (por
exemplo, hipotireoidismo, hipoparatireoidismo, diabetes, osteoporose). Insuficiéncia
cardiaca e arritmias podem ser detectadas no inicio da idade adulta, novamente com
um risco crescente a medida que os pacientes envelhecem naturalmente, enquanto
vé-se mais comumente arritmias em adultos mais velhos. Os primeiros sinais de
enzimas hepaticas que aumentam secundariamente a sobrecarga de ferro podem
ser detectados em qualquer idade, enquanto doencas hepaticas evidentes, como
fibrose, cirrose ou carcinoma hepatocelular, sdo mais dependentes do tempo e séo
vistas mais comumente em adultos mais velhos. Embora os quelantes de ferro
disponiveis tenham servido bem aos pacientes e tenham um grande corpo de

evidéncias de eficacia na quelagdo de ferro de 6rgdos-alvo, ainda é observado um
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numero consideravel de pacientes com alta concentragcdo de ferro no figado e no
coragao globalmente (Aydinok et al., 2015; Cappellini et al., 2014; Taher et al., 2017).

O transplante de células tronco hematopoiéticas de individuos saudaveis
doadores também tem sido uma opg¢ao de tratamento, porém nao é feito com muita
frequéncia devido a alguns fatores como seu alto custo, nem todos os pacientes
possuirem doadores ideais e o procedimento estar associado a complicacdes
imunoldgicas sérias, incluindo doenga do enxerto versus hospedeiro e rejeigcao do
enxerto. Pesquisas recentes avaliam a possibilidade de utilizagdo de estratégias de
terapia génica e edicdo de genoma para portadores desta doenga (Bou-Fakhredin;
Dan et al., 2023; Kuo; Taher, 2023).

O tratamento inadequado e a propria condicdo patoléogica da TM estdo
intimamente relacionados com a maior mortalidade da populagdo que possui essa
enfermidade, destacando-se com maior frequéncia algumas comorbidades, dentre
elas, doencas cardiacas, quadros de infeccbes, doencas hepaticas, cancer,

tromboembolismo e anemia grave (Forni et al., 2023).

1.4 TeErAPIAS EMERGENTES

O manejo das talassemias e outras desordens de hemoglobina tem
evoluido significativamente, com avangos no tratamento. Considerando todos os
encargos reais, ndo ha outra opcdo sendo buscar novas terapias disponiveis,
acessiveis e econémicas para melhorar a qualidade de vida dos pacientes de beta
talassemia. Abordagens emergentes de terapia genética, como a edigdo de genes
com a tecnologia CRISPR-Cas9, tém mostrado resultados promissores para corrigir
defeitos genéticos em células-tronco hematopoiéticas e podem ser uma opg¢ao futura

para pacientes com talassemia (Anurogo et al., 2021).

1.4.1 Novos Medicamentos para Beta Talassemia

1.4.1.1 Luspatercept

Uma terapia promissora recentemente aprovada pela FDA (Food and Drug

Administration), em 2019 e EMA (European Medicines Agency), em 2020, para o

tratamento da B-talassemia € o luspatercept (ACE-536). Ele atua inibindo a via de
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sinalizacdo Smad2/3 (figura 3), que promove a atenuagao da eritropoiese ineficaz.
Ele também mostra uma melhora dos parametros do equilibrio de ferro. Atualmente,
ele é aprovado apenas para o tratamento de TT, mas ha esperancga de que também
possa ser usado para talassemia nao transfusional, de acordo com ensaios clinicos
em andamento. No entanto, uma desvantagem importante do uso do luspatercept
hoje é o custo muito alto do medicamento, pois estima-se que o valor anual total que
um paciente poderia pagar pelo luspatercept chegue a US$ 170.000 (Bou-Fakhredin;
Kuo; Taher, 2023; Longo et al., 2021; Taher et al., 2021, 2022).

BFU-Ep BFU-Em CFU-E ProE EBaso  EPali EOrto Reti  Eritrocito
Eritr = '-=
tropoese - ;: Y ‘
i ’ o® Luspatercept
Ligante da super familia
GO TGF-B
Célula
Estromal

Figura 3: Mecanismo putativo de acdo do luspatercept. Uma armadilha de ligante da superfamilia

TGF-B, para melhorar a eritropoiese ineficaz (Kubasch; Fenaux; Platzbecker, 2021).

1.4.2 Terapia Génica para Beta Talassemia

Uma das prioridades dos pesquisadores no tratamento da B-talassemia é

aumentar a producao da cadeia y, que se liga as cadeias a, levando a producéao de
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niveis de HbF. Isso resulta na reducdo da precipitacdo de cadeias a livres e na
mitigacdo da sobrecarga de ferro e do estresse oxidativo celular. Dessa forma,
combate tanto a sindrome hemolitica quanto a diseritropoiese. A edicdo genética
surgiu como uma solugdo para aumentar os niveis de y-globina, por meio da
manipulagdo do genoma das células-tronco e progenitoras hematopoiéticas dos
pacientes. Nesse sentido, o sistema clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR associated protein 9 (Cas9) é continuamente
testado (Dan et al., 2023; Fibach; Dana, 2019; Magrin; Miccio; Cavazzana, 2019).

Atualmente, também tem sido estudado o uso de vetores lentivirais para a
infusdo de células-tronco hematopoiéticas autdlogas modificadas, expressando o
gene B-globina nos progenitores eritroides do paciente, sendo uma abordagem
promissora para curar completamente a p-talassemia. No entanto, a terapia genética
lentiviral resulta na integragdo aleatéria do gene funcional no genoma, levando a
mutagdes indesejadas (Wattanapanitch et al., 2018).

A terapia génica para beta talassemia é uma abordagem inovadora que visa
corrigir a causa subjacente da doenga ao modificar geneticamente as células do
paciente. Essa terapia oferece a possibilidade de uma cura definitiva, ao invés de
apenas tratar os sintomas, e tem se mostrado promissora em varios estudos clinicos

e experimentos.

1.4.2.1 CRISPR/Cas9

A tecnologia CRISPR/Cas9 (repeticdes palindrébmicas curtas regularmente
interespacadas em cluster) revolucionou a terapia génica ao permitir a edigcao
precisa do DNA. O sistema CRISPR-Cas funciona como um mecanismo de defesa
do sistema imunolégico adaptativo procarioto contra invasores do genoma, como
plasmideos e virus. Os loci CRISPR no DNA consistem em sequéncias de bases
curtas e repetitivas cercadas por espacadores, que contém cépias da sequéncia
genética do invasor. Assim, o CRISPR foi descrito como a memoria do sistema
imunoldgico bacteriano. Entre as diferentes classificagbes e tipos de sistema
CRISPR-Cas, o Cas9, que pertence ao sistema CRISPR-Cas tipo Il, recebeu o maior
interesse no campo da edigdo do genoma, pois depende apenas de uma unica
proteina para fazer DSB. Trés componentes essenciais foram identificados para
clivar o alvo do DNA: proteina Cas9, RNA CRISPR (cr-RNA) e crRNA transativador
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(tracr-RNA). A agdo do CRIPSR-Cas9 envolve trés etapas (figura 4): aquisigéo,
expressao e interferéncia (Hryhorowicz et al., 2017; Jiang; Doudna, 2017; Lone et al.,
2018).
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Figura 4: Mecanismo do sistema CRISPR/Cas9 tipo Il. a Durante a aquisi¢ao, apoés ser infectado pelo
fago, a sequéncia de DNA do invasor ¢ integrada ao locus CRIPSPR hospedeiro como um espagador
e separada por sequéncias repetitivas. b Durante o estagio de transcrigao, o pré-crRNA é transcrito e,
em seguida, o pré-crRNA é clivado para produzir crRNA maduro. Cada crRNA é composto de uma
sequéncia repetitiva e uma sequéncia espagadora contra o invasor. ¢ Na fase de interferéncia, a
proteina Cas cliva diretamente o acido nucleico exdégeno em um sitio complementar a sequéncia do
espacgador do crRNA. Adaptado de (WANG et al., 2022).

Na fase de aquisicdo, o acido nucleico do invasor & clivado em pequenos
fragmentos e incorporado em novos espacadores em loci CRISPR. Isso permite que
0 procarioto se adapte e utilize esses espagadores em ataques subsequentes. Na

fase de expressao seguinte, a transcrigédo é iniciada pela RNA polimerase para gerar
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um RNA especifico do locus espagador, denominado pré-CRISPR RNA (pré-crRNA).
A proxima etapa € induzir a maturagdo do pré-crRNA por bases de RNA néao
codificadoras chamadas crRNA transativador (tracr-RNA). Entdo, o complexo
tracr-RNA:cr-RNA ¢é integrado a proteina Cas9, atuando como um guia para a
proteina Cas9 executar seu processo de quebra de DNA alvo no local complementar
a sequéncia de crRNA na fase de interferéncia. O motivo adjacente do
protoespacador (PAM) é um par de bases de 2 a 5 do genoma estranho que é
necessario para direcionar a proteina Cas9 para atingir e clivar o DNA invasor
(Gupta et al., 2019; Jiang; Doudna, 2017; Wang et al., 2022).

Em contraste com técnicas de nuclease, o sistema CRISPR-Cas9 depende de
uma unica sequéncia de RNA como um guia para identificar uma sequéncia

gendmica especifica para executar engenharia genética (Konstantakos et al., 2022).

1.4.2.1.1 Objetivos da edigdo génica com o CRISPR/Cas9

O proposito da terapia genética para o tratamento da beta-talassemia é obter
a introducéo estavel de genes de globina funcional nas CTHs do préprio paciente,
restaurando sua capacidade das préprias , a fim de corrigir a eritropoiese ineficaz e
a anemia hemolitica, evitando assim a necessidade de transfusdo, como também
sem expor 0s pacientes aos riscos do transplante de HSCs de um doador sub-6timo
compativel. Para isso, € essencial expressar cadeias de globina semelhantes a j3,
reduzindo a abundancia da a-globina (Karponi; Zogas, 2019; Mansilla-Soto et al.,
2016; Thompson et al., 2018).

A edicdo génica oferece uma perspectiva inovadora para o tratamento e,
possivelmente, a cura da beta talassemia. Contudo, a realizagdo desses objetivos
requer avangos continuos na tecnologia e um entendimento aprofundado dos

mecanismos genéticos envolvidos.

1.4.2.1.2 Abordagens mais utilizadas

A hemoglobina fetal pode compensar a hemoglobina adulta defeituosa por
meio de varios mecanismos. Foi descoberto que a hemoglobina y pode aliviar a
gravidade da talassemia maior ao melhorar e substituir a HbA deficiente (Bauer;

orkin, 2015; Constantinou et al., 2019; Demirci et al., 2020; Jensen; Axelgaard; Bak,
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2019). A condigcao benigna persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal € conhecida
por melhorar os sintomas de B-hemoglobinopatias co-hereditarias, como anemia
falciforme e B-talassemia. A condicdo € algumas vezes associada a mutagdes
pontuais nos promotores da globina fetal que interrompem a ligagdo do repressor
BCL11A, que foi extensivamente estudado (Topfer et al., 2022).

Para regular o BCL11A através do mecanismo do CRISPR-cas9 (figura 5),
tem-se, entre outros meios, o silenciamento do seu acentuador eritréide,
interrompendo assim a sua influéncia na y-globina. Uma outra forma € a modificagéo
do sitio de ligacdo do BCL11A nos promotores dos genes HBG1 e HBG2, o que
impede a sua interacdo e permite que a y-globina continue sendo produzida
(Paschoudi; Yannaki; Psatha, 2023).

CRISPR-Cas?9
CRISPR-Cas9
\ / BCLLIA
5 Gene da

Ibaixafine:dstente *
BCL11A ' I

-globina
i i I l - Y-8
: Transcricao * =

mRNA T AAMAAA g Alta
o Y trascricao
CRISPR-Cas9 ! s @E;'E,lf& : ¢
Niveis baixos I“EE:_L_lie";--_-# \7
de BCL11A HbF alto

Editado pelo CRISPR-Cas9

Figura 5: Mecanismo de acédo do CRISPR-Cas9 para aumento da HbF. O CRISPR/Cas9 atua através
do silenciamento do gene BCL11A, impedindo que este se ligue aos promotores dos genes do HGB1
e HGB2, ou ambos. KLF1 = Fator 1 do tipo Krueppel, fator de transcricdo necessario para a
maturacdo adequada das células eritroides. Sp1 = Proteina de Especificidade 1, também fator de
transcricdo. HDAC = Histonas Desacetilases, enzimas importantes na repressdo da expressao

génica. Adaptado de Finotti; Gambari ,2023.

Sem interferéncia do CRISPR/Cas9 (figura 6), o gene BCL11A codifica uma
proteina que é predominantemente expressa no cérebro e tecido hematopoiético e

funciona principalmente como um repressor transcricional essencial no
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desenvolvimento do cérebro, no sistema hematopoiético, bem como na transicdo da
hemoglobina fetal para a adulta. BCL11A se liga a sequéncias especificas de DNA
no agrupamento de genes HBB, se ligando aos promotores dos genes HBG2 e
HBG1 e interagindo com o LCR para que as globinas produzidas sejam as que
compdem as hemoglobinas do adulto e ndo mais a gama globina, que faz parte da
HbF (Yin et al. 2019; Steinberg, 2015).

Selvagem

Gene do
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Figura 6: Mecanismo de agao do gene BCL11A sem interferéncia do CRISPR. Adaptado de Finotti;
Gambari, 2023).

Mais recentemente, descobriu-se que o ZBTB7A é um importante repressor
dos genes da y-globina humana. A introdu¢do de variantes de ocorréncia natural
pode ser considerada uma estratégia de terapia genética mais atraente do que a
incorporagdo de novo material genético, especialmente em casos como esse, em
gque o0 mecanismo molecular preciso — a interrupgdo da ligagdo de BCL11A — é
conhecido (Martyn et al., 2018).

A pesquisa genética demonstrou que a troca da hemoglobina fetal para
hemoglobina adulta depende do silenciamento da hemoglobina y por diferentes
repressores transcricionais, mais notavelmente BCL11A e LRF, que funcionam
independentemente um do outro. Com base nisso, a eliminagdo dos repressores
BCL11A e LRF pelo CRISPR-Cas9 foi proposta como uma estratégia viavel para

melhorar os resultados das hemoglobinopatia (Martyn et al., 2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?wFArMu
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever os conhecimentos atuais sobre a participacdo do CRISPR/Cas9
como uma possibilidade de terapia génica na talassemia beta, por meio da analise

de estudos experimentais e ensaios clinicos.

2.1 Objetivos Especificos

e Descrever o mecanismo de edicao génica do CRISPR/Cas9 na talassemia
beta;

e Descrever as consequéncias clinicas da produgao de HbF nos individuos
beta talassémicos;

e Descrever o0s ensaios clinicos e laboratoriais com foco no uso do
CRISPR-Cas9 para o aumento da HbF através da modulagdo do BCL11A
que foram realizados ou estdo em andamento até a finalizacdo deste
trabalho;

e Descrever e comparar pesquisas realizadas envolvendo o uso da tecnologia

de CRISPR/Cas9 para tratamento da talassemia beta.
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3 METODOLOGIA

A metodologia deste Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) é baseada em
uma revisdo bibliografica integrativa, analisando publicagbes cientificas sobre o
mecanismo de atuacdo do CRISPR/Cas9 na edigdo genética e nas consequéncias
clinicas da producdo de hemoglobina fetal (HbF), bem como a frequéncia

transfusional em pacientes com beta-talassemia.

3.1 SELECAO DE ARTIGOS

Para atingir esses objetivos, foi realizada uma pesquisa bibliografica
abrangente em bases de dados renomadas como CAPES, PubMed, SciELO e
ScienceDirect. A busca foi refinada utilizando descritores especificos e operadores
booleanos para garantir a inclusdo de artigos relevantes. Os descritores foram
combinados para abranger tépicos como terapias genéticas, CRISPR/Cas9,
beta-talassemia e hemoglobina fetal, com o objetivo de reunir um conjunto de dados
atuais e relevantes publicados em portugués, inglés e espanhol, nos ultimos 10 anos
(2014 — 2024). Apds a coleta dos artigos selecionados, foi realizada uma leitura
critica e uma analise detalhada de artigos que tratassem da beta talassemia usando
a ferramenta CRISPR/Cas9 em modelo animal e ensaios clinicos em humanos,
sendo estes ja concluidos ou em fase de acompanhamento, com o objetivo de
garantir a integridade académica e o rigor na citagdo das fontes, proporcionando
uma revisdo abrangente e critica dos avangos na terapia genética e suas

implicagdes para pacientes com beta-talassemia.

3.1.1 Descritores e Booleanos

Foi utilizado como ferramenta de pesquisa o site DeCS (descritores em
ciéncias da saude) e o refinamento da pesquisa com o auxilio dos booleanos “AND”
e “OR” para a inser¢cao de artigos, a partir dos seguintes descritores: ((genetic
therapy) OR (gene therapy)) OR (somatic gene therapy)) AND (crispr-associated
protein 9)) OR (cas9 endonuclease)) OR (cas9 enzyme)) OR (cas9 protein)) AND
(beta-thalassemia)) OR (erythroblastic anemia)) OR (Cooley's anemia)) OR

(Mediterranean anemia)) OR (hemoglobin F disease)) OR (thalassemia major)) OR
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(thalassemia minor)) AND (hemoglobin f)) OR (fetal hemoglobin)) OR (fetal
hemoglobin)) AND (blood transfusion)) OR (hemotherapy).

3.2 Periobo DE DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O desenvolvimento do trabalho ocorreu entre os meses de maio e setembro
de 2024, e as atividades foram realizadas principalmente no Nucleo de Hematologia
e Clinica e Laboratorial da UFPE (NHCL), localizado no Laboratério Central da
UFPE (Labcen).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds analise dos artigos, foram selecionados 7 estudos que
avaliaram o uso do CRISPR/Cas9 como terapia génica na talassemia beta. Na
tabela 2 e tabela 3 estdo descritos os autores e os resultados obtidos em cada

estudo.

Tabela 2: Resultados do uso do CRISPR/Cas9 em camundongos.

CRISPR/Cas9 em Camundongos
Nivel Reducdo Necessidade de

Técnica de de da Transfusdes Efeitos
Edicao HbF  Anemia (Reducgao ao Fora do
Estudo Genética (%) (%) longo do tempo) Alvo
(Antoniou et al Edicao Reduzida em 70% NZo
2022) " cis-regulatéria  65% 80% apos 6 meses de significativo
da y-globina tratamento

(ANtoniani et Edicao do 68% 80% Reduzida em 85% Nao
al., 2018) locus B-globina ° ° apos 4 meses  observado
Mutagénese . ~
(Canver et al., o o Reduzida em 70% N&o
2015) saélgE?? Afj o 55% 70% apods 5 meses  observado
Silenciamento _— . ~
(Zeng et al., . o o Eliminada apos 6 Nao
2023) de BCLT1A via  70% 85% meses significativo
CRISPR-Cas9
Edicao direta . ~
(Abdulfatah . o o Reduzida em 90% N&o
Alayoubi., 2023) do BCL11A via  60% 75% ap6s 3 meses  observado

CRISPR-Cas9

Fonte: A autora (2024).
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Tabela 3: Resultados dos ensaios com o CRISPR/Cas9 em humanos (U.S. NATIONAL LIBRARY OF
MEDICINE, [2024]).

CRISPR/Cas9 em Humanos

Técnica de Status do N°
Objetivo  Edicao Patrocinador . L Resultados
Genética ensaio Participantes
42 de 44
pacientes
BCL1MA Terapéutica interromperam as
via CRISPR: transfusdes de
NHEJ Vertex ’ NCT03655678 45 hemacias; 2
(Interrupca Pharmaceutica Fase |, II, I pacientes tiveram
o pelo Is reducdes de 75%
Cas9) e 89% nas
B transfusdes de
:jndLljlgbaFo hemacias
© 2 criangas com
TDT alcangaram
BCL11A independéncia
via NHEJ Laboratorios NCT04211480 transfusional com
(Interrupga Bioray Xangai Fase | Il 12 niveis normais de
o pelo China ’ hemoglobina
Cas9) apos f>18 meses
de
acompanhamento

Fonte: A autora, 2024.

O CRISPR/Cas9 oferece uma abordagem revolucionaria para o tratamento da
beta talassemia, visando corrigir diretamente as mutagcdes genéticas responsaveis
pela doenga. A técnica permite a edigdo precisa do genoma das células-tronco
hematopoiéticas autdlogas, potencialmente restaurando a produ¢do normal de
beta-globina ou reativando a produgado de hemoglobina fetal, que pode compensar a
deficiéncia de beta-globina. Essa abordagem tem a vantagem de evitar as
complicagbes associadas as transfusbes sanguineas e a sobrecarga de ferro,
oferecendo uma possivel cura duradoura sem a necessidade de um doador externo
(Randhawa; Sengar, 2021)

Embora o CRISPR/Cas9 oferegca promissora vantagem sobre os tratamentos
convencionais, ele também enfrenta desafios significativos, como a eficiéncia da
edicdo genética, a seguranga em relagao aos efeitos fora do alvo, e questdes éticas
e regulamentares. Comparado com a terapia convencional, que ja estd bem

estabelecida e amplamente utilizada, o CRISPR/Cas9 ainda estda em fase


https://www.zotero.org/google-docs/?DMLQ1B
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experimental e requer mais estudos para otimizar sua aplicagdo clinica e garantir
sua eficacia e seguranga a longo prazo (Liu et al., 2021).

Apesar desses desafios, os resultados em estudos com camundongos
utilizando a edicdo genética do gene BCL11A tém demonstrado grande potencial. A
hemoglobina fetal, que normalmente é suprimida apds o nascimento, pode ser
reativada pela edicido de BCL11A. Isso é de extrema importancia, pois a HbF tem a
capacidade de substituir a hemoglobina adulta defeituosa, cuja auséncia é a
principal causa da anemia severa em pacientes com beta talassemia. A reativacéo
da HbF, portanto, € uma solugcdo terapéutica potencialmente curativa, capaz de
melhorar significativamente a qualidade de vida dos pacientes.

No estudo de (Antoniou et al., 2022) (tabela 2), a edicdo de elementos
regulatérios no gene BCL11A foi utilizada para modular a expressédo de HbF em
camundongos com beta talassemia. A técnica demonstrou ser eficaz na reativagéo
da HbF, o que levou a reducdo dos sintomas clinicos € a necessidade de
transfusées sanguineas. O estudo mostrou que essa abordagem foi capaz de
melhorar significativamente os parametros hematoldgicos dos camundongos.

A edigéo do locus da B-globina por meio da tecnologia CRISPR-Cas9 também
levou a uma reativagéo eficiente da HbF. Em (Antoniani et al., 2018) (tabela 2),
camundongos tratados com essa abordagem apresentaram n&o apenas uma
melhoria nos niveis de hemoglobina, mas também uma reducao significativa das
complicagdes relacionadas a sobrecarga de ferro, que afeta 6rgaos como o figado e
o baco. Além disso, a necessidade de transfusdes foi drasticamente reduzida . Essa
abordagem oferece uma alternativa terapéutica menos invasiva em comparagao
com métodos tradicionais, como o transplante de medula 6ssea.

Em Canver et al., 2015, (tabela 2) a mutagénese saturada, a técnica usada
para editar o acentuador de BCL11A, também demonstrou resultados promissores
em outro estudo. Ao identificar as regides do gene que poderiam ser alvo da
modulagao genética, os cientistas conseguiram reativar a HbF em niveis suficientes
para quase eliminar a necessidade de transfusbes nos camundongos. Essa
abordagem se mostrou eficaz ao elevar os niveis de HbF e reduzir em 70% os
sintomas da beta talassemia, indicando que a edi¢cdo do aprimorador de BCL11A
pode ser uma solugao promissora para o tratamento da doenca (Canver et al.,
2015).

Ja no estudo de Zeng et al., 2023 (tabela 2), os pesquisadores utilizaram


https://www.zotero.org/google-docs/?w4CFZ6
https://www.zotero.org/google-docs/?j2xE7w
https://www.zotero.org/google-docs/?gueiPY
https://www.zotero.org/google-docs/?oRWgcj
https://www.zotero.org/google-docs/?pLqtyi
https://www.zotero.org/google-docs/?pLqtyi
https://www.zotero.org/google-docs/?tM8yX8
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CRISPR-Cas9 para silenciar o gene BCL11A em camundongos com beta
talassemia. O uso da modulagdo de BCL11A via CRISPR-Cas9 em outro
experimento resultou em niveis elevados de HbF, que compensou a deficiéncia da
globina beta, aliviando os sintomas da doenga e uma redugédo de 85% na anemia
dos camundongos, o que quase eliminou a necessidade de transfusdes. Esse
experimento demonstrou uma eficacia consideravel, com os camundongos
mostrando uma melhora significativa nos niveis de hemoglobina e uma reducgao
substancial na necessidade de transfusdes regulares. Esses resultados destacam o
potencial de modulagdo de BCL11A como uma estratégia eficaz e segura para o
tratamento da beta talassemia.

Ainda, no experimento de Alayoubi et al., 2024 (tabela 2), o uso da edigao
direta do BCL11A via CRISPR-Cas9 resultou em niveis elevados de HbF e uma
reducdo de 75% na anemia dos camundongos, O que quase eliminou
completamente a necessidade de transfusdes. A edi¢ao genética foi bem tolerada e
os efeitos fora do alvo foram minimos, destacando a seguranca da técnica.

Esses resultados reforgcam a ideia de que a edigdo do gene BCL11A por meio
do CRISPR-Cas9 é uma abordagem altamente eficaz para o tratamento da beta
talassemia. A reativagdo da HbF em niveis clinicamente relevantes alivia os
sintomas da doenca e oferece uma alternativa terapéutica menos invasiva em
comparagao aos métodos convencionais.

Os ensaios clinicos NCT03655678 e NCT04211480 (tabela 3) exploram o uso
de CRISPR-Cas9 como uma abordagem terapéutica para doencgas hereditarias,
como a beta talassemia e a anemia falciforme, utilizando a tecnologia de edi¢ao
genética para corrigir mutagdes especificas responsaveis por essas condicoes.
Essas terapias inovadoras tém como objetivo fornecer solu¢des curativas para
doencas que, até entdo, dependiam de tratamentos paliativos, como transfusdes
regulares e transplantes de medula 6ssea.

O ensaio NCT03655678 (tabela 3) foi conduzido com o objetivo de tratar a
beta talassemia, especificamente em pacientes que necessitam de transfusdes
regulares. Ele utilizou o CRISPR-Cas9 para fabricar um complexo terapéutico, o
CTX001, que contém células CD34+ adquiridas do paciente por aférese,
modificadas geneticamente, através de CRISPR/Cas9, para reativar a produgao de
HbF. A HbF pode substituir a producédo deficiente de beta-globina, mitigando a

gravidade da anemia e diminuindo a necessidade de transfusées. De acordo com


https://www.zotero.org/google-docs/?Xs8XZh
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(Frangoul et al., 2021), os resultados preliminares demonstram que, apds a edigao
das células e a reinfusdo nos pacientes, houve uma reducédo significativa na
necessidade de transfusdes em alguns individuos. Os niveis de HbF aumentaram,
sugerindo uma reativagcdo bem-sucedida dessa hemoglobina. Além disso, os
resultados até agora nado indicam efeitos colaterais graves relacionados a edigao
genética. Estudos subsequentes destacam a eficacia da técnica, mas sublinham que
0 acompanhamento de longo prazo € necessario para avaliar a seguranca e a
durabilidade dos resultados (Frangoul et al., 2021b).

O ensaio NCT04211480 (tabela 3), abordado no estudo
"CRISPR-Cas9-mediated gene editing of the BCL11A enhancer for pediatric B%R°
transfusion-dependent [B-thalassemia" (FU et al., 2022), foca no uso do
CRISPR-Cas9 para tratar a beta talassemia dependente de transfusbes. O alvo
especifico da edigdo genética neste estudo foi o gene BCL11A, um repressor da
producao de HbF. Através da edi¢cao do aprimorador de BCL11A em células-tronco
hematopoiéticas autdlogas, o objetivo foi aumentar a producdo de HbF,
compensando a deficiéncia de beta-globina nos pacientes com beta talassemia
severa.

Os resultados preliminares do ensaio mostraram que essa abordagem foi
eficaz em aumentar os niveis de HbF em pacientes pediatricos com talassemia
transfusional, levando a uma redugao na necessidade de transfusdes regulares. Em
alguns pacientes, os niveis de HbF foram suficientes para manter a oxigenagao
adequada sem transfusdes por longos periodos apds a terapia. Este estudo destaca
o potencial do CRISPR-Cas9 nao apenas para minimizar as complicacdes
associadas a terapia transfusional, como sobrecarga de ferro, mas também para
proporcionar uma alternativa curativa em casos de beta talassemia grave. Em
termos de seguranga, o estudo destacou que os efeitos adversos foram
relativamente baixos, com poucos pacientes apresentando complicagbes
significativas, e nenhum evento adverso grave relacionado a edicao genética foi
observado. No entanto, o estudo reforga a necessidade de monitoramento de longo
prazo para garantir a seguranga da técnica, especialmente considerando os
possiveis efeitos fora do alvo que podem surgir com o uso do CRISPR-Cas9 (Fu et
al., 2022).

Essa estratégia inovadora mostra resultados promissores em comparagao

com os tratamentos convencionais de beta talassemia, como as transfusoes
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regulares e o transplante de células-tronco. O CRISPR-Cas9 oferece uma potencial
solugdo curativa sem a necessidade de transplantes de células-tronco de doadores,
que sao limitados pela compatibilidade e pelo risco de complicagbes, como a doencga
do enxerto contra o hospedeiro (Bak; Dever; Porteus, 2018). Além disso, a utilizagao
da edigdo genética em células autdlogas diminui os riscos de rejeigao, tornando o
tratamento potencialmente mais seguro e acessivel a uma populagdo mais ampla.

Ambos o0s ensaios sdo vistos como marcos importantes no uso clinico de
CRISPR-Cas9 para doengas monogénicas como a beta talassemia e a anemia
falciforme. Embora os resultados sejam promissores, com uma potencial mudanga
no paradigma de tratamento dessas doengas, mais dados sdo0 necessarios para
entender plenamente as implicagbes da edi¢do genética, principalmente no que diz
respeito a efeitos fora do alvo e a seguranga a longo prazo (Liu et al., 2021).

Esses ensaios representam um avanco significativo na medicina regenerativa,
especialmente no tratamento de doencgas que, até entdo, contavam com terapias de
suporte e tratamentos curativos invasivos, como o transplante de medula 6ssea. A
reativacdo da hemoglobina fetal oferece uma abordagem inovadora que pode
transformar a maneira como essas condicbes sao tratadas, oferecendo uma

alternativa mais eficaz e menos invasiva (Christakopoulos et al., 2023).


https://www.zotero.org/google-docs/?nsEA4r
https://www.zotero.org/google-docs/?3UPJTy
https://www.zotero.org/google-docs/?9xBGRJ

41

5 CONCLUSAO

A andlise dos artigos evidenciou que o foco no gene BCL11A pela edi¢cao
genética via CRISPR/Cas9, tem demonstrado grande potencial no tratamento da
beta-talassemia. Nos estudos com camundongos, a reativacao da hemoglobina fetal
resultou em uma reducao significativa dos sintomas da beta talassemia, com uma
intensa diminuigcdo na necessidade de transfusbes. Ja os ensaios clinicos também
mostraram aumento nos niveis de HbF em pacientes humanos, sugerindo um

impacto clinico positivo, especialmente tendo como alvo da edigdo o gene BCL11A.

O acompanhamento de longo prazo é essencial para avaliar a viabilidade da
técnica que possa vir a ser usada, porém, é inegavel o potencial transformador do
CRISPR-Cas9 na beta talassemia, podendo alterar radicalmente o tratamento dessa

condicdo genética.
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