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RESUMO

OBJETIVOS: O estudo visa apresentar e discutir as aplicacoes inovadoras da terapia génica, com foco na
técnica CRISPR/Cas9, no tratamento da anemia falciforme. METODOS: Trata-se de uma revisdo sistematica
da literatura em que foram utilizadas as bases de dados BVS e PubMed. RESULTADOS: A investigacao mostrou
que a edicao genética com CRISPR/Cas9, especialmente a terapia Casgevy, tem se mostrado promissora no
tratamento da doenca falciforme. A técnica aumenta a producao de hemoglobina fetal ao inativar o gene
BCL11A ou regides promotoras dos genes HBG1/HBG2. Ensaios clinicos e pré-clinicos indicam eficacia,
seguranca e potencial terapéutico, embora desafios como a eficiéncia do enxerto e efeitos colaterais ainda
existam. CONCLUSAO: A edicao genética representa uma promissora fronteira terapéutica para a Doenca
Falciforme, com potencial para transformar o tratamento de doencas hereditarias. Embora os avancos sejam
significativos, ainda ha desafios a superar, o que reforca a importancia de pesquisas continuas.
PALAVRAS-CHAVE: anemia falciforme; terapia genética; sistemas CRISPR-Cas.

ABSTRACT

OBJECTIVES: The study aims to present and discuss the innovative applications of gene therapy, with a focus
on the CRISPR/Cas9 technique, in the treatment of sickle cell anemia. METHODS: This is a systematic review
of the literature in which the VHL and PubMed databases were used. RESULTS: Research has shown that gene
editing with CRISPR/Cas9, especially Casgevy therapy, has shown promise in the treatment of sickle cell
disease. The technique increases the production of fetal hemoglobin by inactivating the BCL11A gene or
promoter regions of the HBG1/HBG2 genes. Clinical and preclinical trials indicate efficacy, safety, and
therapeutic potential, although challenges such as graft efficiency and side effects still exist. CONCLUSION:
Gene editing represents a promising therapeutic frontier for sickle cell disease, with the potential to transform
the treatment of inherited diseases. Although the advances are significant, there are still challenges to
overcome, which reinforces the importance of continuous research.

KEYWORDS: genome editing; CRISPR/Cas9; sickle cell disease.

RESUMEN

OBJETIVOS: El estudio tiene como objetivo presentar y discutir las aplicaciones innovadoras de la terapia
génica, con un enfoque en la técnica CRISPR/Cas9, en el tratamiento de la anemia falciforme. METODOS: Se
trata de una revision sistematica de la literatura en la que se utilizaron las bases de datos BVS y PubMed.
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RESULTADOS: La investigacion ha demostrado que la edicion genética con CRISPR/Cas9, especialmente la
terapia Casgevy, se ha mostrado prometedora en el tratamiento de la enfermedad de células falciformes. La
técnica aumenta la produccion de hemoglobina fetal mediante la inactivacion del gen BCL11A o regiones
promotoras de los genes HBG1/HBG2. Los ensayos clinicos y preclinicos indican eficacia, seguridad y potencial
terapéutico, aunque aun existen desafios como la eficiencia del injerto y los efectos secundarios.
CONCLUSION: La edicién genética representa una frontera terapéutica prometedora para la enfermedad de
células falciformes, con el potencial de transformar el tratamiento de las enfermedades hereditarias. Aunque
los avances son significativos, aln quedan retos por superar, lo que refuerza la importancia de la investigacion

continua.

PALABRAS CLAVE: anemia falciforme. terapia génica. sistemas CRISPR-Cas.

A Doenca Falciforme (DF) € uma condicao
hereditaria autossomica recessiva que resulta de
uma mutacao no gene da cadeia B-globina da
hemoglobina, localizado no cromossomo 11, onde o
aminoacido glutamato é substituido por valina,
gerando uma globina alterada chamada Bs. Essa
alteracao modifica a estrutura dos eritrocitos. A
combinacao de dimeros de globina Bs com dimeros
de globina a - proteinas normais codificadas no
cromossomo 16 - forma o tetramero de globinas
a/Bs. A ligacdo de quatro atomos de ferro aos
grupos heme do tetramero configura a Hemoglobina
S, ou HbS (Brasil, 2024).

Quando a Hemoglobina S esta desoxigenada,
ela forma longas fibras dentro dos globulos
vermelhos, compostas por sete fios duplos que se
enroscam entre si (Hoffbrand; Moss, 2018). Isso
transforma o citosol dos eritrocitos de um estado
liquido para gelatinoso. Com a falta crescente de
oxigénio e a expansao das fibras dentro dos globulos
vermelhos, as células mudam de forma, assumindo
a aparéncia de uma foice, tornando-se frageis,
desidratadas e menos flexiveis, reduzindo sua vida
atil (Kumar et al., 2016).

As hemacias deformadas comprometem a
circulacao, causando estagnacao do sangue,
inchaco, dores articulares ou abdominais e lesées
isquémicas nos tecidos. Esses globulos vermelhos
deformados sao fagocitados pelos macrofagos,
resultando em anemia. Por essa razao, a vida média
de um eritrocito homozigoto para HbS é de cerca de
20 dias, em comparacao com os 120 dias das células
normais. Além disso, os macrofagos liberam

citocinas que se difundem na microcirculacao do
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sistema nervoso, provocando contracao vascular,
aumento da frequéncia cardiaca e da pressao
sanguinea, alteracbes metabodlicas, febre e dor
(Telles et al., 2024).

A condicao heterozigota (HbAS) é, em grande
parte, assintomatica, permitindo que os pacientes
levem uma vida quase normal, devido a menor
presenca de HbS em comparacao com HbA. No
entanto, existe a preocupacao de que pessoas
heterozigotas para a hemoglobina S possam gerar
uma crianca com anemia falciforme, ou seja,
homozigota, o que representa a forma mais grave
da doenca (Manfredini et al., 2013).

Nao ha um tratamento especifico para a
anemia falciforme; medidas gerais e preventivas sao
adotadas para combater a anemia crénica, a
desidratacao e os episodios de dor (crises de
falcizacao). Essas praticas incluem o diagndstico
precoce de infecches, boa nutricao, hidratacao e
acompanhamento médico. O hemograma ¢é
recomendado, pelo menos, duas vezes ao ano, pois
a diminuicdo dos niveis normais de hemoglobina
pode indicar condicées como insuficiéncia renal
cronica ou crises aplasticas, que sao a paralisacao
da producao de globulos vermelhos pela medula
ossea (Brasil, 2024).

No Brasil, a portaria n° 55 de 29 de janeiro
de 2010 estabelece o protocolo clinico e as
diretrizes terapéuticas para a Doenca Falciforme. O
objetivo foi definir critérios, reduzir a
morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida
das pessoas com a doenca, que apresentam um
amplo espectro de manifestacdes e complicacoes
clinicas (Brasil, 2010).

O progndstico para pacientes com doenca
falciforme melhorou substancialmente nos Gltimos
vinte anos. Um ponto crucial no tratamento € a
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utilizacao de hidroxiureia, que aumenta os niveis de
hemoglobina fetal (HbF) eritrocitaria e, quando a
HbF esta presente em niveis mais altos, ela reduz a
proporcao de HbS nos gldbulos vermelhos; além
disso a hidroxiureia promove efeitos anti-
inflamatorios devido a inibicao da producdao de
leucocitos. O transplante de células-tronco
hematopoiéticas € uma opcao que pode oferecer
uma chance de cura; no entanto, ha dificuldades em
encontrar doadores compativeis. E nesse contexto
que a terapia génica surge como uma opcao eficaz
(Kumar et al., 2016).

A terapia génica comecou a se desenvolver
apos a descoberta da estrutura de fita dupla do DNA
por James Watson e Francis Crick, quando, entao,
foi possivel investigar e descobrir formas de alterar
o0 codigo genético. A terapia génica € uma
abordagem de tratamento que envolve a correcao
de genes mutados ou a modificacao especifica de
genes em locais determinados no DNA. O objetivo é
tratar ou curar doencas ao melhorar ou restaurar a
funcdo normal dos genes afetados (Goncalves;
Paiva, 2017).

A terapia génica com CRISPR/Cas9, que é
uma ferramenta de edicdo genética que permite a
insercao, delecao ou modificacdo de sequéncias
especificas de DNA em células vivas, representa
uma abordagem altamente relevante e promissora
para o tratamento da doenca falciforme dentro da
linha de pesquisa em Biotecnologia e Saude,
oferecendo esperanca para pacientes afetados por
essa condicaio e impulsionando  avancos
significativos na medicina molecular.

Os objetivos deste estudo sao apresentar e
discutir as descobertas da literatura sobre as
aplicacoes inovadoras da terapia génica, com énfase
na técnica CRISPR/Cas9, no tratamento da anemia

falciforme.

Este estudo foi desenvolvido por meio da
aplicacao do método de Revisao Sistematica da
Literatura, que consiste na organizacao sistematica

de estudos, conforme indicado por Galvao e Ricarte
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(2019). Utilizaram-se as bases de dados BVS e
PubMed. A pesquisa dos descritores foi conduzida
através da consulta ao DeSC (Descritores em
Ciéncias da Salde) e MeSH (Medical Subject
Headings). Os descritores utilizados nas bases de
dados foram usados em 01 associacao composta por
03 dos seguintes descritores: “Anemia, Sickle Cell”,
“Genetic Therapies” e “CRISPR Cas Systems”, todos
combinados pelo operador booleano “AND”. A
associacao de descritores esta exposta na Tabela
01.

Os critérios de inclusao adotados para os
artigos foram a integralidade do conteldo, acesso
gratuito, textos em portugués ou inglés, artigos
publicados a partir de 2019, estudos que associavam
a terapia génica no tratamento da anemia
falciforme e estudos que comparavam a CRISPR Cas
com outras endonucleases. Foram excluidos estudos
que nao consideraram aspectos praticos e clinicos
da terapia génica com CRISPR, artigos com acesso
pago ou incompleto, duplicatas, publicacoes
anteriores a 2019 ou que nao estavam relacionados
a anemia falciforme.

Esta revisao sistematica se baseara
exclusivamente em dados previamente publicados,
dispensando assim a necessidade de revisao ética
prevista pela Resolucao 510/2016 do Conselho
Nacional de Saude (CNS) do Brasil, a qual estabelece
diretrizes para pesquisas nas areas de Ciéncias
Humanas e Sociais, em que os procedimentos
metodoldgicos incluam a obtencao direta de dados
dos participantes, informacées que possam
apresentar riscos na vida cotidiana ou identificacao
dos individuos.

Como etapa final da metodologia, apos os
procedimentos de busca, selecao e filtragem dos
resultados, os artigos coletados foram organizados
em um software de gerenciamento de referéncias,
Zotero®.

Tabela 01 - Estratégia de busca utilizada na revisao de
literatura e os resultados encontrados nas bases de
dados.

Estratégia de Estratégia Pubmed BVS
busca (inglés) de busca
(portugués)
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"Anemia
“Anemia, Falciforme”
Sickle Cell” AND
AND “Genetic “Terapia
Therapies” Genética" 47 62
AND “CRISPR AND
Cas Systems” “Sistemas
CRISPR-Cas”

Fonte: Autoria propria.

Ao consultar a base de dados, encontrou-se
62 artigos na BVS. Apos a leitura dos titulos dos
artigos, notou-se que alguns nao preenchiam os
critérios deste estudo. Foram selecionados 41
artigos, dos quais 31 foram excluidos pela leitura do
titulo. Finalmente, dos 10 artigos restantes, 7 foram
excluidos pela leitura do resumo e apenas 3
trabalhos compuseram a amostra para a leitura dos
artigos na integra.

De modo analogo, na base de dados PubMed,
foram encontrados 47 artigos, dos quais apenas 25
atendiam ao critério dos Ultimos 5 anos. Desta
forma, 12 artigos foram excluidos apos a leitura do
titulo e 6 apos a leitura dos resumos. Assim, apenas
7 artigos foram selecionados para a leitura do texto
completo.

Na selecdo, foram aplicados critérios de
exclusao para assegurar a relevancia ao tema, além
de revisar autores, titulos, anos e periddicos de
publicacdo, resultando na eliminacdo de 18
duplicatas. Assim, ao término do processo, foram
escolhidos um total de 10 artigos para compor esta
revisao. Os fluxos de pesquisa estao expostos na
Figura 01.

Figura 01 - Diagrama de fluxo da selecao e exclusao dos
artigos na revisao de literatura.
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 02 mostra a quantidade de artigos
encontrados em cada base, organizada por ano de
publicacao.

Figura 02 - Grafico de resultados do processo de selecdo
dos artigos por ano e base apos restricao de data.
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Fonte: Autoria propria.

Nesse contexto, foram identificadas 7
repeticoes de artigos na plataforma PubMed e 11 na
BVS. A Tabela 02 apresenta detalhes sobre os 10
artigos selecionados, incluindo informacdes sobre
cada referéncia utilizada no estudo, como o
objetivo, a metodologia aplicada, os principais

resultados e as conclusoes obtidas.

Tabela 02 - Dados referentes
presente revisao.

aos artigos

incluidos na

AUTOR;
(BASE DE OBJETIVO METODOS PRINCIPAIS CONCLUSAO
DADOS): RESULTADOS
0 uso de CRISPR-
Cas para criar
Foram analisados | modelos animais
ensaios  clinicos | de grande porte
que utilizam | que replicam | A maioria  das
CRISPR-Cas como | doencas humanas | terapias celulares
- terapia para | € crucial para | editadas por
E,:aslcsu Urregzni:m;;; doencas testar a | CRISPR-Cas9 estd
criacio de modelos humanas, seguranca e | em ensaios clinicos
Bhokisham, animais  utilizando discutindo eficacia de | iniciais, e ha uma
N.etal., ferramentas de desafios e | tratamentos. necessidade
2023 adicio enética explorando novas | Animais ~ como | urgente de ensaios
(PubMed) b ¢ 8 ferramentas, macacos, porcos | de longa duragéo
aseadas no . x " .
sistema  CRISPR- | €0MO edicdo de|e cdes, com com maior
Cas. base, edicéao | fisiologia e | eficiéncia de
prime, regulacio | orgdos edicdo  genética
transcricional, semelhantes aos | para avaliar melhor
edicao de | humanos, sua seguranca.
epigenoma e | permitem a
edicdo de RNA. | aceleracdo  dos
testes
terapéuticos.
Relatar os  dois Nos HSPCs CD34+
primeiros Nos ensaios | editados e
pacientes, um com CLIMB THAL-111 | diferenciados
talassemi; beta e CLIMB SCD-121, | para a linhagem | Sero necessarias
(TDT) & outro com %)_%(_:rientes ::S(::rg etitr.dfde, gs analises adicional:s
. e niveis e | com mais
Eragtgt::l, ?Sognn)ga famfogn: recetzeram uma | hemoglobina pacientes e maior
'2021 N receberam infusao de | fetal tempo de
(PubMed) | CTX001,  células- CTX001, sendo aumentar'ar.n para seguimer]to para
tronco éditadas por que a | uma média de | caracterizar ]
CRISPR-Cas9 para elegibilidade foi | 29,0£10,8%, em | melhor o perfil da
reativar a restrita a | comparacdo com | terapia CTX001.
producio de individuos de 18| 10,5¢5,2%  nas
hemoglobina fetal a 35 anos. células néo
) editadas.
1/5
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Os célculos Mossos resultados | CRISPR/Cas® tem
foram realizados mostram grande potencial
Demonstrar o uso com o SPSS correcao eficaz para tratar a
de CRISPR/Cas9 e Statistics, e os da mutagio doenca falciforme,
um dados analisados falciforme, corrigindo
oligonucleotideo usando testes t reducdo da mutacdes e
Park, Sh. . LA
ot al para corrigir a de Student, falc1z'a\-;ao dos aumenténdo a
2019" mutacao ANOVA one-way glébulos producio de
(PubMed) falciforme no gene e testes post vermelhos, hemoglobina fetal.
da B-globina em hoc. Diferencas SUCESSD No Mo entanto, sao
HSPCs de pacientes com P < 0,05 enxerto de HSPCs necessarios mais
com doenca foram editados e a estudos para
falciforme. consideradas necessidade de | garantir seguranca
estatisticamente | minimizar efeitos e evitar
significativas. fora do alvo. complicacdes.
Células CD34+
mobilizadas por
plerixafor de
Fornecer novas pacientes com Os resultados A edicdo precisa
e s . DF foram desses estudos dos promotores
evidéncias pre-
. coletadas mostram que as HEG1/HBGZ em
clinicas que A A
seguindo o HSPCs CD34+ células CD34+
P respaldam a . s N
Métais, seguranca protocolo editadas com mobilizadas nao
Jean-Yves i b ! aprovado pelos Cas9- prejudica a
viabilidade e .
et al., e conselhos 3xXNLS/sgRNA-1 hematopoiese e
eficacia de uma R 3 . oL
2019 institucionais do | RMP mantiveram | induz HbF a miveis
abordagem A el
(PubMed) mecanistica para MIH e St. Jude niveis terapéuticos, sem
. : Children's consistentemente | efeitos adversos
induzir HbF no
Research elevados de como DSBs fora do
tratamento de Hospital, com edicio apds o alvo ou rearranjos
hemoglobinopatias. pita, a P =artan]
consentimento | xenotransplante. cromossomicos.
livre e
esclarecido dos
pacientes.
O CB umbilical
foi usado sem
necgsglda}dle de A edicio de .
revisio ética, Considerando as
Comparar as sendo genes usando avaliacbes in vitro
endonucleases . ZFNs ou Acoe
7FNs & considerado CRISPR/Cas9 e in vivo de
Romero, CRISPR/Cas9, re;:‘c'lﬁunoinqledéco mostrou eficicia eni?;;ﬁazf e
Zulema et combinadas com sanaue eri%e’rico semelhante, com doadores
al., 2019 métodos virais e mng)biligado foi doadores AAVE homélogos. a
(PubMed) nao virais, para coletado de resultando em rexima Eta, a6
corrigir a mutagao doadores frequéncias de It:estar rea eﬁtes
falciforme no locus saudiveis ands HDR mais altas d d s
HEB. . zap em COmparacao adequacos para
estimulacdo com ambientes clinicos.
com ssODN.
G-C5F e
adquirido da
HemaCare].
As partes
interessadas na
Destaca-se a
doenca importancia de
Adotou-se  uma | falciforme impor .
. - incluir as opinoes
abordagem de | apoiam mais a .
: : . . s das comunidades
Hollister, | Examinar as | métodos mistos | edigao do de acientes  no
Brittany M. | opinides da | para analisar as | genoma P
3 i PP debate sobre o
etal., comunidade sobre | opinides dos | hereditario e os
) A s HGE e sugerem que
2019 a doenca | envolvidos na | profissionais  de essas opulacies
(PubMed) | falciforme (DF). doenca genética do que populac
3 . oferecem uma
falciforme nos | o publico em . -
) . perspectiva Cnica,
Estados Unidos. geral, assumindo
. | moldada pela
que a tecnologia
. carga das doencas.
seja segura e
eficaz.
0 aumento do
A edicdo génica quimerismo
_edicao g HSCs mieldide corrigido
foi realizada por .
- multipotentes por HBB
. " eletroporacao .
Analisar a corregao s podem ser | correlaciona-se
: utilizando um . .
Ls do HBB mediada corrigidas ex | com caracteristicas
Wilkinson, MNucleofector : :
por Cas9-AAV6 em < vivo, e a | normais dos
Ac. et al., . . Lonza (cédigo de = . .
HSCs funcionais no producdo estavel | globulos
2021 pulso EO100) e a N -
contexto de 5 de hemoglobina- | vermelhos, e niveis
(PubMed) Solucao P3
transplante A pode ser | robustos de
. (Lonza), L. .
autologo. alcancada in vivo | hemoglobina-A
conforme o .
apos transplante | foram observados
protocolo do . .
N autologo. mesmo com baixos
fabricante. P
niveis de
quimerismo.
Demonstrar a | Os estudos de . Os  dados pre-
. . . = Apos [s} L.
viabilidade pré- | fabricagao em clinicos sustentam
e S transplante  em
clinica, eficdcia e | pequena escala a seguranca,
s . camundongos © s
. toxicidade da | seguiram um . | eficacia e
Lattanzi, = NSG, foi s
s corregao do gene | protocolo reprodutibilidade
Annalisa et . alcancada uma -
al.. 2011 HBB em _c_eLul.as apmyaﬁdn pelo correcio  génica da es”trategla‘ _de
. CD34 mobilizadas | Comité de corregao génica
(BVS) N . de 20% com P
por plerixafor de | Cuidados com para iniciar um
i P enxerto de : L.
doadores saudaveis | Animais da et ensaio clinico de
. . . multiplas
e de pacientes com | Universidade de linhagens fase 1/2 em
DF (GCHBB-SCD). Stanford. 8 - pacientes com DF.
O estudo usou o
CRISPOR para
p;getar gRNn:z A edicao do local SmaEStUdO Vzlc]’(\j’_:
Identificar o local | P de ligacdo LRF
. " promotores HBG abordagem para
de ligacdo LRF em HSPCs de
Weber, como um alvo e clonamos os acientes levou a tratar a doenca
Leslie et oficaz ara a duplexes de gesre ressio  da falciforme, visando
al., 2020 dicio d P oligonucleotideos | °~ I t’? um local repressor
(BVS) edicao do gdenoma no plasmideo zcg;r?e Iﬁ\nc? dg na y-globina para
na OENCA | MA128 para =6 aumentar a Hb
falciforme. = fenétipo .
expressao em falciforme fetal e reduzir a
linhagens de - HbS.
células
eritréides.
Comparar a edigio As E-
P ¢ A edicdo do | hemoglobinopatias,
do genoma com . P
N genoma realiza | sendo distarbios
outras terapias ~ -
s alteracdes monogénicos
genéticas, explorar ips s
. genéticas em | comuns, estdo na
Rosanwo, | diferentes X
Tolulope | estratégias de | Trata-se de uma células vanguarda da
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A analise da literatura mostrou que, em um

tratamento terapéutico, células-tronco
CD34 e células

(HSPCs), que sao células essenciais para a formacao

hematopoiéticas progenitoras
e manutencao do sangue e do sistema imunologico,
foram retiradas do paciente e modificadas com a
terapia Casgevy (exagamglogene autotemcel),
anteriormente chamada de CTX001 ou exa-cel, a
qual é um exemplo de tratamento baseado na
tecnologia CRISPR. Esta terapia inibe um gene
chamado BCL11A, que normalmente bloqueia a
producao de hemoglobina fetal, uma forma de
hemoglobina presente apenas em fetos. Como
de

hemoglobina fetal no sangue, compensando a falta

resultado, aumenta-se a quantidade
de hemoglobina adulta. As células editadas sao,
entao, reintroduzidas no paciente. O objetivo
terapéutico é reduzir a necessidade de transfusoes
sanguineas, em casos de B-talassemia, e minimizar
as crises vaso-oclusivas,
falciforme (Bhokisham et al., 2023).

Os do

monitoramento de duas pacientes iniciais, uma com

em casos de doenca

primeiros desdobramentos
B-talassemia dependente de transfusao (TDT) e a
outra com DF, ambas submetidas ao tratamento
com CTXO001, indicaram uma bem-sucedida edicao
do gene BCL11A através da tecnologia CRISPR-Cas9
de

robusto,

em células-tronco hematopoiéticas longa

duracao. Evidenciou-se um enxerto
expressao sustentada de hemoglobina fetal em
niveis elevados e a notavel auséncia de episodios
vaso-oclusivos ou necessidade de transfusoes
(Frangoul et al., 2021).

Park et al. (2019) evidenciou que as células-
tronco hematopoiéticas e progenitoras (HSPCs)
CD34, provenientes da medula 6ssea de pacientes
com DF, apds correcao genética, foram capazes de
enxertar-se em camundongos imunodeficientes
NOD-SCID-gama (NSG). No entanto, observou-se
na alelos

uma diminuicao porcentagem de

geneticamente corrigidos 16 semanas apds o
transplante, indicando possivelmente uma reducao
na capacidade de enxerto das células editadas, o
que pode apontar que o congelamento e

descongelamento das células transplantadas
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influencia na capacidade de enxertia.

Uma das estratégias anteriormente
mencionadas para tratar a Doenca Falciforme com
terapia genética envolve a inativacao laboratorial
do gene BCL11A, responsavel pela codificacdao da
proteina BCL11A, a qual normalmente reprime a
expressao da hemoglobina fetal. Todavia, uma
alternativa  viavel consiste na inativacao
laboratorial das posicoes proximas aos promotores
dos genes HBG1 e HBG2, uma vez que a proteina
produzida pelo BCL11A se liga a regides especificas
no DNA perto da regiao promotora desses genes,
impedindo a transcricao génica, e
consequentemente, a codificacao das cadeias gama
da hemoglobina fetal por eles (Weber et al., 2020).

Métais et al. (2019) utilizou da inativacao de
regides proximas aos promotores dos genes HBG1 e
HBG2, e evidenciou que é viavel alcancar uma
edicao de alto nivel nessas regioes em células CD34+
mobilizadas pelo fator estimulador de colonias de
granuldcitos (G-CSF) de individuos saudaveis e
células CD34+

medicamento responsavel por fazer com que as

mobilizadas por plerixafor,
células-tronco hematopoiéticas saiam da medula
ossea e entrem na corrente sanguinea, de individuos
com DF. Além disso, foi constatado que a edicdo nao
compromete a hematopoiese e sendo bem-
sucedida, leva a inducdo de HbF a niveis
potencialmente terapéuticos, sem a deteccao de
LesGes de Fita Dupla no DNA (DSBs) fora do alvo ou
rearranjos cromossomicos.

Técnicas convencionais
CRISPR/Cas9 ou outras

reconhecem locais especificos, como nucleases

empregam

endonucleases que

dedo de Zinco (ZFNs) e TALENs, para desencadear o
reparo dirigido por homologia (HDR) em um ponto
associado a doenca falciforme nas células-tronco
hematopoiéticas e progenitoras. Esse reparo é feito
com um doador da sequéncia do DNA a ser
introduzido na célula, que pode ser um
oligodesoxinucleotideos, que sao  pequenos
fragmentos de DNA de fita simples projetados, ou
vetores virais como o virus adenoassociado sorotipo
6 (AAV6) que é conhecido por seu tropismo, ou seja,

sua capacidade de infectar uma variedade de tipos
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celulares pela alta eficiéncia na transducao,
facilitando a introducao do DNA corretivo nas
células (Romero et al., 2019).

Diante disso, no estudo realizado por
Rosanwo e Bauer (2021) foi observado que tanto
ZFNs quanto CRISPR/Cas9 mostraram frequéncias
semelhantes de corte do DNA. Ja no reparo dirigido
por homologia, o AAV6 foi o mais eficiente em
laboratério (in vitro) para corrigir a mutacao, mas
essa eficiéncia foi menor em testes com
camundongos (in vivo) em que tanto o AAV6 e os
oligodesoxinucleotideos tiveram frequéncias
semelhantes. Todavia, o AAV6 também causou
problemas no crescimento e na formacao de
colonias de células progenitoras, o que é um efeito
colateral indesejado. Isso sugere que sao
necessarias manipulacoes adicionais para melhorar
a eficiéncia da correcao genética.

Hollister et al. (2019) buscou investigar a
opinidao da populacao sobre os beneficios e riscos da
Engenharia Genética Humana (HGE) demonstrou
que as partes interessadas em anemia falciforme
expressam maior apoio a HGE do que a populacao
geral nos Estados Unidos, demonstrando um nivel de
apoio equivalente ao dos profissionais de genética.
Wilkinson et al. (2021)

evidenciou que as células-tronco hematopoéticas de

Finalmente,

longa duracao (LT-HSCs) multipotentes e funcionais
podem ser alvo de edicdo genética por meio da
tecnologia Cas9-AAV6. Nesse contexto, demonstrou-
se que a correcao do gene da globina beta nesse tipo
celular que se encontra mutado em pacientes com
doenca falciforme, resulta em uma melhoria nos
niveis de hemoglobina A in vivo apo6s o transplante
autologo.

Ademais, ao investigar camundongos
diabéticos-scid-gama (NSG) com idade entre seis e
oito semanas foram avaliados a eficacia do
protocolo de producdao em escalas pequena, média
e clinica de HSPCs CD34 corrigidas no gene que
codifica a hemoglobina B (HBB). Evidenciou-se uma
correcao génica de 20% com enxerto de multiplas
linhagens. Além disso, os resultados pré-clinicos
evidenciaram perfis de seguranca e eficacia que
sustentam o inicio de um ensaio clinico de fase 1/2
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em pacientes que sofrem de DF grave (Lattanzi et
al., 2021).

Em resumo, a doenca falciforme (DF) é uma
candidata ideal para a edicao genética, uma vez que
ela é causada por uma Unica mutacao genética. A
resolucao da DF nao beneficiaria apenas o paciente,
mas também contribuiria significativamente para o
progresso da pesquisa em ciéncias médicas.

Desse modo, verifica-se o intrinseco
progresso na tecnologia da edicao de genes no
tratamento da Doenca Falciforme. Os resultados
evidenciaram que existem diversas técnicas sendo
testadas para chegar em um resultado clinico
relevante.

Por fim, espera-se que essa pesquisa possa
consolidar e organizar informacdes sobre os
avancos mais recentes no uso da tecnologia
CRISPR/Cas para a terapia génica na doenca
falciforme, proporcionando um recurso valioso
para outros pesquisadores e académicos. Ao
destacar os avancos terapéuticos, o estudo em
questao proporciona esperanca a pacientes e suas
familias, mostrando que ha progressos sendo feitos
em direcao a tratamentos mais eficazes e

potencialmente curativos.

. conawsio

Observa-se o0 progresso significativo na

tecnologia de edicao de genes para o tratamento da
Doenca Falciforme. Os resultados mostram que
diversas técnicas estdao sendo testadas para
alcancar resultados clinicos relevantes. A inativacao
de genes como BCL11A e HBG1/HBG2 tem
demonstrado eficacia na inducao da expressao de
hemoglobina fetal e na melhoria dos sintomas
dessas condicoes. Esses achados sugerem um
potencial significativo para a engenharia genética
humana como uma abordagem terapéutica viavel e
destacam a importancia continua da pesquisa nesse
campo para melhorar a qualidade de vida dos
pacientes com doencas hematoldgicas.

Encontrar cura ou tratamentos eficientes

para a anemia falciforme é crucial para melhorar a
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qualidade de vida dos pacientes, reduzir
complicacdes graves, impactar positivamente
comunidades desfavorecidas e representar um
avanco significativo na medicina ao demonstrar o
potencial da terapia genética e outras abordagens
inovadoras para tratar doencas genéticas
hereditarias.

A titulo de palavras finais, destaca-se que
este trabalho se limitou a analisar as associacoes
entre a anemia falciforme, terapia genética e
sistemas CRISPR-Cas, sem explorar variaveis
aleatorias ou conjecturas. Além disso, é necessario
enfatizar que o percurso metodoldgico deste estudo
faz parte de uma proposta maior, que abrange
estudos mais aprofundados e diversificados sobre o
tema. Portanto, conclui-se este estudo enaltecendo
a necessidade e a relevancia do tema abordado, e
sugere-se a realizacao de novos e futuros trabalhos

que possam confirmar os resultados apresentados.
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