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RESUMO

INTRODUCAO: A beta-talassemia é uma doenga caracterizada pela muta¢do no cromossomo 11
do gene da cadeia beta da hemoglobina, afetando a sintese de hemoglobina. O sistema
CRISPR-Cas9 ¢ um sistema de edi¢do genética capaz de alterar sequéncias de DNA alvo e tratar
doengas genéticas. OBJETIVO: Expor a aplicabilidade do sistema CRISPR-Cas9 no tratamento da
beta-talassemia. METODOS: Trata-se de uma revisdo de literatura realizada nas bases de dados
Biblioteca Virtual em Saude, PubMed e Periddicos da CAPES utilizando os descritores
"CRISPR-Cas9  System",  “CRISPR-Cas9", "Genetic  therapy", “Gene  Therapy”,
"beta-Thalassemia"; e os operadores booleanos “AND” e “OR”. RESULTADOS: Nove trabalhos
foram selecionados. A maioria dos estudos aplicou CRISPR-Cas9 em testes in vivo ¢ in vitro a fim
de editar genes relacionados a producdo de hemoglobina fetal (HbF), produgdo de cadeias de
beta-globina e de alfa-globina. Um estudo clinico demonstrou aumento da produgdo de HbF apos a
administracdo de células-tronco hematopoiéticas CD34+ editadas em uma paciente com
beta-talassemia. CONCLUSAO: A edi¢io genética por CRISPR-Cas9 apresentou oOtimos
resultados, principalmente relacionados ao aumento de HbF. Contudo, sdo necessarios mais estudos
de efeitos colaterais e clinicos para determinar sua viabilidade como opgao terapéutica.

Palavras-chave: Beta-talassemia, CRISPR-Cas9, Edi¢ao genética.

1 INTRODUCAO

A beta-talassemia constitui uma doenga hematoldgica hereditaria de carater quantitativo
ocasionada por alteragdes genéticas no gene HBB no cromossomo 11 que codifica a cadeia de
globina beta. Essa mutagdo acarreta diminui¢do (B*) ou auséncia da produgio (B°) de cadeia beta,
reduzindo consequentemente a sintese de hemoglobina (Galanello; Origa, 2010). O perfil de
mutacao e a expressao desses genes influenciam na gravidade da condi¢do, que varia de um estado
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\mais brando e assintomatico até uma manifestacdo mais grave, que pode cursar com uma anemia
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grave e demandar transfusdo de sangue regular. Atualmente, o tratamento curativo é com base no
transplante de células-tronco hematopoéticas (CTH), porém ¢ uma opg¢do limitada devido as
complicacdes imunoldgicas e risco de reagdo hemolitica autoimune. Mais recentemente a terapia
génica foi introduzida com o intuito de prover mais uma opgao terapéutica (Rahimmanesh et al.,
2022).

O sistema CRISPR-Cas9 (Repetigoes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Espacadas-Caspase9) ¢ uma tecnologia de edigdo genética que permite a alteracdo de genes
diretamente na molécula de DNA. CRISPR sao sequéncias de DNA repetitivas e curtas encontradas
no genoma de algumas bactérias, que expressam DNA viral que, associado a nuclease Cas9,
funcionam como sistema de protecdo contra a inser¢ao de acidos nucleicos exdgenos (Hryhorowicz
et al., 2017). Segundo Savi¢ e Schwank (2016), sequéncias de DNA de interesse sdo incorporadas
ao locus CRISPR de bactérias e transcritas a uma molécula de RNA guias (sgRNAs), responsaveis
por direcionar a Cas9 para o sitio de DNA-alvo. Além disso, apos a clivagem, € possivel utilizar a
Cas9 para introduzir sequéncias desejadas ao material genético.

Assim, ¢ possivel utilizar esse sistema de edigdo genética para remover genes associados a
doencas em células humanas e inserir outras benéficas em células-alvo. Com isso, esse sistema pode
ser utilizado para corrigir mutagdes em doencas hereditarias, como a beta-talassemia. Portanto,
objetivou-se, por meio deste trabalho, expor a aplicabilidade do sistema CRISPR-Cas9 no

tratamento da beta-talassemia.

2 METODO

Trata-se de um estudo exploratorio do tipo revisdo de literatura. Foi realizada uma pesquisa
bibliografica nas bases de dados Medline, Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Periddicos da
CAPES utilizando os descritores, conforme Decs/Mesh: "CRISPR-Cas9 System", “CRISPR-Cas9”,
"Genetic therapy", “Gene Therapy”, "beta-Thalassemia"; e os operadores booleanos “AND” e
“OR”. Como critérios, foram incluidos trabalhos em inglés, espanhol e portugués, publicados entre
2020 e 2024, que abordavam a tematica. Revisdes de literatura, trabalhos repetidos, tangenciais e

fora do periodo adotado foram excluidos da analise.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram encontrados trinta e nove trabalhos, sendo que nove foram selecionados para andlise
seguindo os critérios adotados. A maioria dos estudos analisados aplicava o sistema CRISPR-Cas9
em modelos in vitro em células-tronco hematopoiéticas ou embriondrias, e in vivo em ratos. Apenas
um dos estudos trabalhou com aplicacdo em humanos.

O principal objetivo dos estudos foi alterar sequéncias gendmicas relacionadas aos genes
que reprimem a produ¢do de hemoglobina fetal (HbF), principalmente o BCL11A, ou genes que
promovem sua producdo. A hemoglobina fetal ndo possui beta-globina em sua estrutura, portanto
ao aumentar sua producdo ¢ possivel restabelecer a produgdo de hemaécias, além de aumentar a
perfusdo de oxigénio, caracteristica essencial da HbF.

Durante a transicdo da eritropoiese fetal para a adulta, o BCL11A promove a supressdo da
producdo de gama-globina em favor do aumento de beta-globina. Na beta-talassemia, a producao de
beta-globina ¢ comprometida, portanto, os estudos mostram a importancia de inibir a expressao do
gene BCLI1A (Zeng et al., 2020; Psatha et al., 2021; Lamsfus-Calle et al., 2021). A inativa¢do do
gene enhancer de BCLI1A, responsavel por aumentar a expressdo do gene BCLIIA, em
células-tronco hematopoiéticas positivas para CD34 (CD34+) de pacientes com beta-talassemia, foi
capaz de aumentar a producdo de células vermelhas com HbF em 39,7% + 10,1%. Além disso, a
edi¢do dos genes promotores da regulagdo da expressio de HbF, HBG-115 ¢ HBG-197, que
promovem a producdo de cadeias de gama-globina, também aumentaram a producdo de HbF em
niveis superiores a 50% (Psatha et al., 2021).

Outro alvo em potencial para aumentar a producao de hemoglobina fetal ¢ o alelo HBB-b1
do gene HBB, que est4 relacionado a supressdao de HbF. No estudo conduzido por Ajami et al.
(2020), a edi¢do dos exons HBB-bl usando o sistema CRISPR-Cas9 em CTH conseguiu reverter
essa supressdo. Concomitantemente, notou-se um aumento na expressao do gene HBB-b2.
Possivelmente, a expressao de cadeias de hemoglobinas ¢ influenciada por uma relacdo competitiva
entre os genes promotores de globina HBB-bl e HBB-b2 no locus da beta-globina, sendo HBB-b2
responsavel por aumentar a expressao de HbF. Portanto, a inibi¢ao do alelo HBB-bl permitiu uma
maior expressao do alelo HBB-b2 e, consequentemente, a producao de HbF.

Ademais, o sistema CRISPR-Cas9 pode ser utilizado também para corrigir mutagdes de

.f\ % bases especificas e restabelecer a producao de beta-globina. A edi¢ao de base no realgador +58 do

gene BCL11A resultou em conversdo de citosina por timina, induzindo uma producao robusta de
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HbF em CTH humano (Zeng et al., 2020). A corre¢do da mutacdo IVS1-110 [G>A] no alelo da
beta-globina (HBB) foi outra abordagem utilizando edi¢ao de bases especificas. Essa mutagdo causa
uma parada prematura na transcri¢ao da cadeia de beta-globina, sendo relacionada a forma grave da
doenca. A conversao de adenina em guanina usando Cas9 foi capaz de corrigir a mutacao em quase
90% das CTH CD34+. Essa metodologia foi considerada de baixa toxicidade por ndo utilizar edi¢do
nucleotidica, assim diminuindo a possibilidade de mutagdes secundarias em exons ou em grandes
regides (Hardouin et al., 2022).

A diminui¢do da producdo de alfa-globina também apresentou bons resultados. Um dos
estudos utilizou CRISPR-Cas9 para deletar o gene HBA2 a fim de restabelecer o equilibrio na
producdo de alfa e beta-globina e gerar menos hemacias defeituosas. Percebeu-se que, na reducao
de alfa-globina, a expressdo de beta-globina poderia suplantar a produg¢do de hemoglobina. A
remocdo de ambos os genes HBA1 e HBA2 reduziram a producdo de alfa-globina em 50 a 75%.
Essa abordagem poderia ajudar no tratamento de beta-talassemia moderada. Para pacientes que ndo
produzem beta-globina. Além disso, foi utilizada a integragdo do gene AAV6"% no gene HBB
concomitantemente com a remoc¢do de HBA2 para induzir uma expressao de beta-globina em
células que ndo a produziam. Essa abordagem demonstrou bons resultados, podendo ser uma opg¢ao
para pacientes com beta-talassemia que ndo produzem beta-globina (Pavani et al., 2021).

Em um dos estudos, foi fabricado um fiarmaco experimental a partir da edi¢do de
células-tronco hematopoiéticas CD34+ utilizando o sistema CRISPR-Cas9 em CTH CD34+ de
pessoas saudaveis. O farmaco foi capaz de editar alelos de CTH CD34+ da medula 6ssea e células
vermelhas periféricas nucleadas, com uma taxa de 68,9%. Apds a administragdo em uma paciente
com gendtipo beta BO/B+, os niveis de HbF subiram de 0,3 g/dL no inicio do estudo para 13,1 g/dL.
apos 18 meses. Apenas dois eventos adversos de maior gravidade foram observados: pneumonia
com neutropenia ¢ doenca hepatica vaso-oclusiva, porém este ultimo foi relacionado ao histérico
prévio da paciente (Frangoul et al., 2020). Esses resultados demonstram uma boa viabilidade para

sua aplicagdo em estudos clinicos.

4 CONCLUSAO
‘a\ % Os estudos apresentaram 6timos resultados com a aplicacdo do sistema CRISPR-Cas9 no

tratamento da beta-talassemia. Ela pode ser aplicada para aumentar a produgdo de hemoglobina
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fetal, restabelecer a producdo de beta-globina ou diminuir a sintese de cadeias de alfa-globina.
Contudo, ainda ¢ cedo para afirmar a aplicabilidade desse método como opg¢ao terapéutica.
Fazem-se necessarios mais estudos para avaliar os efeitos colaterais advindos desses métodos e sua
capacidade de gerar mutagdes secundarias, bem como estudos clinicos para entender as

repercussdes no genoma humano e estimar sua eficécia terapéutica.
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