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Introducéo

O complexo CRISPR, sigla do inglés para repeticdes
palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas,
conhecida inicialmente, por promover a imunidade adaptativa
contra &cidos nucleicos exdgenos 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 ao
decorrer do tempo (). Mediante estudos envolvendo as bactérias
Streptococcus pyogenes, houve a descoberta do CRISPR/Cas9 do
tipo Il que, posteriormente, foi adaptado para editar sequéncias
genéticas. A Cas9 possui uma regido rica em arginina, responsavel
por mediar a ligagédo dos acidos nucleicos .

O RNA guia atua direcionando a sequéncia alvo apés ser inserido
na célula desejada junto a Cas9, que em seguida, faz o
reconhecimento da sequéncia especifica do DNA. E s6 entéo
permite que a Cas9 clive o sitio de interesse no genoma,
proporcionando também a inser¢do de uma nova sequéncia
desejada, através da recombinag&o homaologa ©).

Equiparado aos mecanismos convencionais de edicao génica,
que aplicam virus como fonte do material genético a ser inserido no
genoma, o CRISPR/Cas9 pode realizar alteragcbes direcionadas e
precisas no DNA de células vivas e tem sido promissor para atuar
como terapia génica em individuos portadores de
hemoglobinopatias . 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 e reduzir as deformidades
osseas ©). O propésito da terapia génica é expandir a produgdo de
hemoglobina fetal, isolando as células-tronco dos pacientes a partir
do sangue periférico. Em seguida, o CRISPR/Cas9 atua silenciando
o gene BCL11A, modificando as células e causando o0 aumento da
producéo de hemoglobina fetal. As células que foram editadas séo
entdo transfundidas para o paciente apds passarem pelo
condicionamento mieloblastivo da medula 6ssea, promovendo a
reposicdo das hemoglobinas funcionais e a substituicdo das
hemoglobinas defeituosas “.

A hemoglobina fetal, é produzida no periodo pré-natal, cerca de 2
a 6 meses do periodo de gestacao, e tende a ter uma maior
afinidade com o oxigénio quando comparada a hemoglobina adulta.
Durante os primeiros meses de vida apos o nascimento, essa
producao cessa, prevalecendo a sintese de hemoglobina beta-
globina ®,
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Metodologia

Nesta pesquisa, utilizou-se a metodologia qualitativa e exploratdria, construida entre
0os meses de julho a dezembro de 2020, por meio de revisfes bibliograficas e pesquisas
documentais. No que tange a revisdo bibliografica, a busca por materiais que corroborassem
para a construcao do estudo, se deu por meios de artigos, livros e monografias indexadas em
bancos de dados como o Google Académico, Portal de Periddicos SciELO, Elsevier e
PubMed.

Resultados e Discussodes

Talassemia beta e suas complicagoes

A talassemia beta € uma hemoglobinopatia, que faz parte de um conjunto de doencgas
hematoldgicas hereditarias que resultam em anemia de graus variaveis, ocasionadas pelo
ritmo anémalo de producéo das cadeias polipeptidicas que compdem a hemoglobina ©. Sua
heranca é autossémica e recessiva, sendo necessarios os dois genes anormais de globina
beta para o individuo apresentar os sinais e sintomas (). Os principais tipos sdo: minor, que a
pessoa possui apenas um gene afetado e normalmente é assintomatica (). Intermediaria, em
que o individuo possui ambos os genes afetados e anemia de grau leve a moderado 7. E a
major, é o tipo mais grave e mais caracteristico, o doente apresenta anemia severa e se torna
dependente de transfusées sanguineas . Os sinais e sintomas condizem com qualquer outro
tipo de anemia, como cansacgo e fraqueza, além de deformidades nos ossos longos que se
apresentam desde a infancia ©®.

Terapia génica em pratica

Patrocinada pela Vertex Pharmaceuticals Incorporated a CRISPR Therapeutics,
selecionou 30 participantes de 12 a 35 anos, do sexo masculino e feminino, com critério chave
de inclusdo: diagndstico de talassemia beta dependente de transfusao definido por talassemia
beta homozigética documentada, ou talassemia beta heterozigética composta, com
confirmagao do gendtipo pelo laboratdrio central do estudo, antecedente ao condicionamento
de busulfan ®. Um histérico nos ultimos 2 anos antes da assinatura do consentimento de cerca
100 mL/kg/ano de transfusdes de hemacias embaladas, e compativel perante o investigador
para o transplante autdlogo de células tronco ©®. Os critérios chaves de exclusdo incluem, a
existéncia de um doador compativel com o antigeno leucocitario humano disponivel, Alo-
HSCT anterior, portadores de talassemia alfa associadas com mais de uma delegéo de cadeia
alfa, portadores de variantes de beta talassemia falciforme, infecgéo bacteriana, fungica, viral,
ou parasitaria, clinicamente ativa, analisada pelo investigador, contagem de leucdcitos
menores que 3X10°9/L ou de plaquetas menores que 50x10"9/L ndo associados ao
hiperesplenismo ©.

O estudo intervencional de fase 1 de 2, brago Unico, multilocal e de dose Unica nos
Estados Unidos teve inicio em 14 de setembro de 2018, com o intuito de avaliar e assegurar
a eficacia de células tronco humanas de origem hematopoiéticas e progenitoras CD 34+,
modificadas pelo método CRISPR-Cas9 autdlogas, usando o CTX001 em portadores de
talassemia beta dependente de transfus&o sanguinea ©.

No final de julho de 2019, a CRISPR Therapeutics anunciou que o primeiro paciente
com hemoglobinopatia do tipo anemia falciforme havia sido tratada por edicdo de genes com
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a tecnologia CRISPR/Cas9, em um estudo de fase 1 nos EUA.* O tratamento com CTX001
envolve isolar as células-tronco do sangue periférico de um paciente e, em seguida, editar as
células com o CRISPR/Cas9 projetadas para interromper o gene BCL11A, resultando em um
aumento na producdo de hemoglobina fetal. As células editadas s&o entdo devolvidas ao
paciente apos condicionamento mieloablativo na medula 6ssea. Com a expressao diminuida
do gene BCL11A nesse meio, a fungao repressiva da hemoglobina fetal é suprimida levando
a uma proporcao maior. Antes de receber as células editadas os pacientes passaram por um
tratamento em que as células que carregavam o gene defeituoso foram “eliminadas”
gradualmente e logo em seguida, supridas pelas atuais células modificadas .

Os resultados iniciais sao promissores, pois um paciente de 20 anos, portador de beta-
talassemia dependente de transfusdo, permaneceu independente de transfusao por mais de
9 meses apods o enxerto das células tratadas com CTX001, impulsionados por um aumento
significativo nos niveis de hemoglobina fetal cerca de 99,8%, antecedente ao tratamento eram
realizadas cerca de dezesseis transfusdes sanguineas por ano 4.

Apos o tratamento com CRISPR o paciente portador de talassemia beta, apresentou
pneumonia, uma leve diminuigdo dos gldbulos brancos e um aumento do figado com ictericia,
esses efeitos colaterais, ja eram esperados e foram tratados com sucesso ©. A paciente
portadora de anemia do tipo falciforme, também obteve resultados satisfatorios, conseguiu
atingir niveis normais, destes 47% correspondiam a hemoglobina fetal, segundo os médicos,
niveis de 25% a 30% ja eram suficientes para curar a doenga, além de nao ter sido relato
nenhuma crise oclusiva desde o inicio do tratamento. As crises oclusivas sao ocasionadas
quando os glébulos vermelhos geram a sensagéo de “entupimento” dos vasos sanguineos,
provocando dor intensa. Anteriormente ao tratamento, a paciente tinha cerca de sete crises
por ano, que exigiam periodos longos de hospitalizagdo. A paciente apresentou caso clinico
de sepse, calculos biliares e dor abdominal apés o tratamento, o qual também foi tratado com
sucesso ©.

Conclusao

A biotecnologia e suas evolugdes tém mostrado que doengas geneticamente herdadas
podem ser corrigidas e isso tem aumentado as expectativas dos cientistas nesse campo
laboratorial. As pesquisas realizadas envolvendo o uso da tecnologia de CRISPR/Cas9 para
tratamento da talassemia beta tem se mostrado promissoras até o momento, entretanto,
permanece em estudo, devido a auséncia de evidéncias que mostrem que o0 seu uso nao afete
bases nitrogenadas fora do alvo, ocasionando efeitos off-target. A duracdo de uma terapia
celular hematopoiética autéloga depende da capacidade da modificagcdo permanente das
células tronco o que sera avaliado futuramente. Contudo, esta tecnologia esta se destacando
das demais por ser extremamente promissora, de facil manipulagao e precisa, ndo envolvendo
a utilizacao de plasmideos.

Palavras-chave: CRISPR. Cas9. Talassemia beta. Terapia génica. Hemoglobinopatias.
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