Received: 20/10/2025 - Accepted: 16/11/2025
Vol: 20.02
DOI: 10.61164/xhxkag895

ISSN 2178-6925 Pages: 1-27

APLICACOES DE CRISPR-CAS9 NA CORRECAO DA MUTACAO DA
TALASSEMIA BETA: AVANCOS TECNOLOGICOS, DESAFIOS
TRANSLACIONAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

CRISPR-CAS9 APPLICATIONS IN CORRECTING THE BETA THALASSEMIA
MUTATION: TECHNOLOGICAL ADVANCES, TRANSLATIONAL CHALLENGES,
AND FUTURE PERSPECTIVES

APLICACIONES DE CRISPR-CAS9 EN LA CORRECCION DE LA
MUTACION DE LA BETA TALASEMIA: AVANCES TECNOLOGICOS,
DESAFIOS TRASLACIONALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

André Cavichioli Brito

Docente, Doutorador em Biologia Oral, Centro
universitario UNIBRAS- Rio verde, Brasil
E-mail: andre cavichioli@yahoo.com.br

Brena André Rodrigues da Silva

Discente em Biomedicina, Centro universitario
UNIBRAS- Rio verde, Brasil

E-mail: elienemartinsrodriguesdasilva@gmail.com

Resumo

A pB-talassemia é uma hemoglobinopatia hereditaria causada por mutagcdes no gene HBB, que
comprometem a sintese da cadeia 8 da hemoglobina, resultando em anemia crénica e dependéncia
transfusional. A terapia génica baseada em CRISPR-Cas9 surge como uma alternativa promissora
para corrigir essas muta¢des, permitindo tanto a restauracdo direta da expresséo da B-globina quanto
a reativacao terapéutica da hemoglobina fetal (HbF) por meio da modulacdo de elementos regulatérios
como o BCL11A. Esta revisdo bibliografica, de carater narrativo e analitico, examina os principais
avancos tecnoldgicos e clinicos relacionados ao uso do sistema CRISPR-Cas9 e suas variantes
(Casl12a, base editing e prime editing) na B-talassemia, com énfase em seguranca gendmica,
eficiéncia terapéutica e \viabilidade de implementacdo. Sdo abordados métodos de entrega como
RNP, AAV6 e nanoparticulas lipidicas, além de estratégias de edicdo in vivo e integracdo de
inteligéncia artificial no design de gRNAs. Apesar dos progressos, desafios persistem quanto aos
efeitos off-target, ativacdo de p53, estabilidade clonal e custos elevados que limitam a aplicabilidade
em sistemas publicos de salde, especialmente no contexto brasileiro. Conclui-se que, embora ainda
em fase translacional, o CRISPR-Cas9 representa uma das ferramentas mais rewolucionarias para o
tratamento curativo da pB-talassemia, abrindo caminho para terapias mais seguras, precisas e
acessiwveis, nas quais o biomédico desempenha papel essencial na validagédo técnica, monitoramento
e biossegurancga laboratorial.
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Beta-thalassemia is a hereditary hemoglobinopathy caused by mutations in the HBB gene, which
compromise the synthesis of the B-globin chain of hemoglobin, resulting in chronic anemia and
transfusion dependence. Gene therapy based on CRISPR-Cas9 emerges as a promising alternative
to correct these mutations, allowing both the direct restoration of B-globin expression and the
therapeutic reactivation of fetal hemoglobin (HbF) through the modulation of regulatory elements such
as BCL11A. This narrative and analytical literature review examines the main technological and clinical
advances related to the use of the CRISPR-Cas9 system and its variants (Cas12a, base editing, and
prime editing) in B-thalassemia, with emphasis on genomic safety, therapeutic efficiency, and
implementation feasibility. Delivery methods such as RNP, AAV6, and lipid nanoparticles are
discussed, in addition to in vivo editing strategies and the integration of artificial intelligence into gRNA
design. Despite the progress achieved, challenges persist regarding off-target effects, p53 activation,
clonal stability, and the high costs that limit applicability in public health systems, particularly in the
Brazilian context. It is concluded that, although still in the translational phase, CRISPR-Cas9
represents one of the most rewlutionary tools for the curative treatment of S-thalassemia, paving the
way for safer, more precise, and more accessible therapies, in which the biomedical professional plays
an essential role in technical validation, monitoring, and laboratory biosafety.

Keywords: HBB Gene; Fetal Hemoglobin; Gene Editing; BCL11A.

Resumen

La B-talasemia es una hemoglobinopatia hereditaria causada por mutaciones en el
gen HBB, que comprometen la sintesis de la cadena B de la hemoglobina, lo que
provoca anemia crénica y dependencia transfusional. La terapia génica basada en
CRISPR-Cas9 surge como una alternativa prometedora para corregir estas
mutaciones, permitiendo tanto la restauracion directa de la expresion de la B-globina
como la reactivacion terapéutica de la hemoglobina fetal (HbF) mediante la
modulacién de elementos reguladores como el BCL11A. Esta revision bibliogréfica,
de caracter narrativo y analitico, examina los principales avances tecnoldgicos y
clinicos relacionados con el uso del sistema CRISPR-Cas9 y sus variantes (Casl2a,
edicion de bases y edicion primaria) en la B-talasemia, con énfasis en la seguridad
gendmica, la eficiencia terapéutica y la viabilidad de implementacion. Se abordan
métodos de administracion como RNP, AAV6 y nanoparticulas lipidicas, ademas de
estrategias de edicion in vivo e integracion de inteligencia artificial en el disefio de
gRNAs. A pesar de los avances, persisten los retos en cuanto a los efectos fuera del
objetivo, la activacion de p53, la estabilidad clonal y los altos costes que limitan la
aplicabilidad en los sistemas de salud publicos, especialmente en el contexto
brasilefio. Se concluye que, aunque todavia en fase traslacional, CRISPR-Cas9
representa una de las herramientas mas revolucionarias para el tratamiento curativo
de la B-talasemia, allanando el camino para terapias mas seguras, precisas Yy
accesibles, en las que el biomédico desempefia un papel esencial en la validacion,
monitoreo y bioseguridad en el laboratorio.

Palabras clave: Gen HBB; Hemoglobina fetal; Edicion génica; BCL11A.
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A B-talassemia constitui um grupo de hemoglobinopatias hereditarias causadas por
variantes no gene HBB que reduzem ou abolhem a sintese da cadeia 8 da hemoglobina A
(HbA), resultando em desequilibrio globinico, eritropoese ineficaz e anemia cronica com
amplo espectro clinico (major, intermedia e minor). O gene HBB, localizado no cromossomo
11p15.5, integra o cluster B-like e possui elementos regulatérios cuja integridade é essencial
para a expressdo adequada de HbA pés-natal; mutacfes pontuais, dele¢gdes e alteracdes de
splice, como IVS-I-654, CD41/42 e -28 A—G, figuram entre as causas recorrentes de
defeito de producgéo de B-globina. Essas lesdes moleculares culminam em excesso relativo
de cadeias a nao pareadas, precipitacdo intracelular, hemodlise e faléncia medular
compensatéria, explicando o fendtipo hematolégico e as complicacbes sistémicas
observadas. Do ponto de vista de saude publica, a carga global permanece substancial, com
altas taxas de portadores em diferentes regides e evidéncias de subdiagnéstico em triagens
populacionais e neonatais. Embora diretrizes e programas de rastreio avancem, as terapias
convencionais como transfusdes cronicas e quelacao de ferro, impdem morbidade, alto custo
e dependéncia vitalicia; ja o transplante alogénico de HSC é limitado por compatibilidade e
risco (KATTAMIS; KWIATKOW SKI; AYDINOK, 2022; MAHDIEH; RABBANI, 2016).

Nas ultimas duas décadas, a edigcdo génica emergiu como alternativa causalmente
orientada para hemoglobinopatias. O sistema CRISPR-Cas9, derivado de mecanismos de
imunidade bacteriana, combina uma endonuclease (Cas9), um RNA-guia (gQRNA) e um
motivo de reconhecimento PAM para induzir quebras de fita dupla (DSB) em sitios
programéaveis, reparadas por NHEJ (gerando indels) ou HDR (permitindo correcdo por
molde), com rgpida ado¢do em células humanas. Estratégias de design de gRNA incorporam
selecdo de sitios com PAM favoravel, avaliacéo in silico e validacdo experimental de off-
targets por métodos como GUIDE-seq, CIRCLE-seq e WGS, buscando maximizar
especificidade. Paralelamente, plataformas de edicdo sem DSB, base editors e prime editing,
expandem o repertorio para correcdes de nucleotideo e edicdo de splice com menor
genotoxicidade, enquanto comparacdes entre Cas9 e Casl?2a ilustram diferencas de PAM,
padrbes de corte e perfis de off-target relevantes ao planejamento experimental
(ZANGANEH et al., 2024; FARD et al., 2025).

No contexto especifico da B-talassemia, duas abordagens convergentes tém se

destacado. A primeira € a correcdo direta em ex vivo de mutacdes no HBB em células-tronco
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hematopoéticas (HSPCs), com evidéncia de edi¢céo eficiente e resgate de expresséo de -
globina em modelos celulares e pré-clinicos. A segunda envolve a reativagdo terapéutica de
hemoglobina fetal (HbF) por edicdo do enhancer de BCL11A, oferecendo substituicdo
funcional da HbA e j& sustentando respostas clinicas em programas de terapia
génica/editing. Em estudos translacionais com primatas ndo humanos, a edigcdo do enhancer
+58/+55 de BCL11A tem facilitado engraftment de HSPCs e indugéo robusta de HbF sob
condicionamento menos mieloablativo, sinalizando caminhos para protocolos mais seguros.
Quanto a logistica de entrega, plataformas com RNP por eletroporacédo, AAV6 como doador
para HDR e, mais recentemente, estratégias sem cultura ex vivo, tém sido exploradas para
elevar eficiéncia e preservar a “stemness” das HSCs. Modelos experimentais vao de HSPCs
humanas a coelhos com knockout de HBB que recapitula a doenca, além de sistemas de
organoides e camundongos humanizados para avaliacdo funcional (COSENZA et al., 2021;
HARDOUIN; MICCIO; BRUSSON, 2025).

Apesar do avanco, persistem desafios relacionados a seguranca, escalabilidade e
acesso. A avaliacdo abrangente de off-targets permanece mandatoria, considerando
potenciais efeitos adversos como mutagdes indesejadas, ativacdes de p53 e mosaicismo
pés-transplante, bem como a estabilidade clonal e a durabilidade do enxerto das células
editadas. Barreiras éticas e regulatérias para edicdo em humanos, além de custos e
infraestrutura, impactam a viabilidade em sistemas de saulde publicos, exigindo andlises de
custo-efetividade e estratégias de implementacdo que reduzam inequidades, inclusive no
contexto do SUS. Nesse cenario, inovacdes como prime editing e base editing voltadas a
mutagdes especfificas do HBB, a edicéo de regides regulatorias para modular HbF e 0 uso
de inteligéncia artificial para design de gRNAs e predicdo de off-targets surgem como vias
para ampliar precisdo e seguranca; por sua vez, abordagens in vivo buscam simplificar o
cuidado e potencialmente dispensar transplante, mas requerem validacfes extensivas de
biodistribuicdo, imunogenicidade e controle de atividade (FARD et al., 2025; HARDOUIN;
MICCIO; BRUSSON, 2025).

Diante desse panorama, este artigo de revisdo tem como objetivo analisar criticamente as
aplicac6es de CRISPR-Cas9 na correcdo de mutacdes de B-talassemia, com énfase em
() fundamentos genético-moleculares e espectro mutacional do HBB, (ii) principios,
mecanismos e variantes tecnoldgicas de edicdo génica, (ii) evidéncias pré-clinicas e
clinicas em corregcéo direta de HBB e reativacdo de HbF via BCL11A, (iv) perfil de

seguranca, limitacdes e desafios regulatérios, e (v) perspectivas futuras com editores de
4
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base/prime e estratégias in vivo, integrando dados de estudos experimentais, diretrizes
clinicas e literatura recente. Metodologicamente, conduzimos uma revisdo narrativa com
foco nas obras indicadas, priorizando artigos originais e de sintese publicados entre 2005
e 2025, além de relatos de prevaléncia e triagem que contextualizam a carga da doenca e
a necessidade de solugbes curativas (KATTAMIS; KWIATKOWSKI; AYDINOK, 2022;
ZANGANEH et al., 2024).

1.1 Objetivos Gerais

Analisar criticamente as aplicagdes do sistema CRISPR-Cas9 (e variantes
correlatas) na correcdo de mutacbes do gene HBB na B-talassemia, integrando
fundamentos moleculares, evidéncias pré-clinicas e clinicas, métricas de
seguranca/eficacia e implicacfes praticas para a atuacdo do biomédico no diagnéstico,
validagdo laboratorial, monitoramento e implementagdo translacional em contextos

publico e privado.

2. Revisao da Literatura

2.1 ASPECTOS FUNDAMENTAIS DA B-TALASSEMIA

A B-talassemia é uma hemoglobinopatia hereditaria resultante de mutacdes
no gene HBB, responsavel pela codificagcdo da cadeia 8 da hemoglobina adulta
(HbA) (Lechauve et al, 2024). Esse gene, localizado no cromossomo 11,
desempenha papel essencial na formacdo do tetramero a,B, da hemoglobina,
estrutura fundamental para o transporte eficiente de oxigénio aos tecidos. Assim,
gualquer disfungdo em HBB compromete a eritropoiese e a fisiologia eritrocitaria
como um todo (Freire et al., 2019).

As mutacOes no gene HBB podem ocorrer sob diversas formas, substituicdes
pontuais, pequenas delecdes ou insercdes, e sdo responsaveis pela variabilidade

fenotipica observada entre os pacientes (Tesio et al., 2023).
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Entre as principais mutacdes associadas a B-talassemia, destacam-se VS-II-
654, CD41/42 e -28 A—G, frequentemente vinculadas as formas clinicas mais
graves da doenca (Zhuang et al, 2021). Tais alteracbes genéticas causam
desequilibrio na sintese das cadeias globinicas, levando ao acumulo de cadeias a
livres, que, por serem instveis, formam precipitados intracelulares toxicos,
cuiminando em eritropoiese ineficaz, destruicdo precoce dos eritrocitos e anemia
cronica (MUNETON-GOMEZ et al., 2023).

O quadro clinico da B-talassemia varia conforme o grau de deficiéncia na
producdo da cadeia B, sendo classificado em trés formas principais: major,
intermediaria e minor (DORDEVIC et al., 2025). Na B-talassemia major, 0 inicio &
precoce e 0s sintomas sdo severos, exigindo transfusées sanguineas crénicas para
manutencdo da vida. A forma intermediaria apresenta manifestacées clinicas
moderadas, permitindo que alguns pacientes se mantenham sem transfusdes
regulares. J4 na forma minor, geralmente ha apenas anemia leve, muitas vezes
assintomatica e ndo diagnosticada ao longo da vida (MAKIS etal., 2021).

As terapias convencionais concentram-se em transfusdes regulares de
sangue, que corrigem a anemia, associadas a administracdo de quelantes de ferro,
essenciais para prevenir complicac6es decorrentes da sobrecarga férrica resultante
das mudltiplas transfusbes (Lopes et al.,, 2022). Como alternativa potencialmente
curativa, destaca-se o transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas; no
entanto, sua aplicacéo é limitada pela necessidade de compatibilidade HLA, pelo
risco elevado de morbidade e mortalidade e pelos altos custos do procedimento
(RAHMAN et al., 2024).

2.2 CONCEITOS DE EDICAO GENICA E SISTEMA CRISPR-CAS9

O sistema CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats associado a proteina Cas9) representa uma revolucao na edicdo genémica,
permitindo modificacfes precisas e programaveis do DNA. Este sistema € composto

6
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por trés elementos principais: 0 RNA guia (gRNA), a endonuclease Cas9 e o motivo
adjacente ao protoespacador (PAM, do inglés Protospacer Adjacent Motif), uma
sequéncia curta de DNA essencial para o reconhecimento e ligagdo do complexo
Cas9-gRNA ao sitio-alvo (SHI et al., 2024; ALLEMAILEM et al., 2023).

O mecanismo de acédo do CRISPR-Cas9 inicia-se quando o gRNA, contendo
uma sequéncia de aproximadamente 20 pares de bases, direciona a nuclease Cas9
ao local especifico do genoma que apresenta complementaridade com o gRNA e um
PAM adjacente (ASMAMAW et al., 2024).

Apbs o reconhecimento e ligacdo ao DNA-alvo, a Cas9 induz uma quebra de
fita dupla (DSB, do inglés Double-Strand Break), que € entdo reparada por um dos
dois principais mecanismos celulares: a unido de extremidades ndo-homdlogas
(NHEJ, Non-Homologous End Joining) ou o reparo direcionado por homologia (HDR,
Homology-Directed Repair) (LIAO et al., 2024). Enquanto o NHEJ € um processo
propenso a erros que frequentemente resulta em inser¢cdes ou dele¢des (indels), o
HDR permite a insercao precisa de sequéncias desejadas quando um molde de DNA
doador é fornecido.

Um dos principais desafios na aplicacdo clinica do CRISPR-Cas9 é a
minimizagéo de efeitos fora do alvo (off-targets), que ocorrem quando o sistema edita
sequéncias gendmicas ndo intencionais com similaridade ao sitio-alvo desejado.
Para mitigar esse problema, estratégias sofisticadas de design de gRNA foram
desenvolvidas, incluindo a selecdo criteriosa de sequéncias-alvo com alta
especificidade e o uso de ferramentas bioinforméticas para predicdo de potenciais
sitios off-target (NAEEM et al., 2023). Além disso, variantes de alta fidelidade da
Cas9, como Sniper-Cas9, eSpCas9 e SpCas9-HF1, foram engenhadas para reduzir
significativamente a atividade off-target mantendo a eficiéncia de edicdo (SKEENS
et al., 2024).

A evolucdo da tecnologia CRISPR resultou no desenvolvimento de
ferramentas complementares e alternativas ao sistema Cas9 classico. A nuclease
Casl2a, por exemplo, reconhece sequéncias PAM diferentes e produz extremidades

coesivas ap0s o corte, ao contrario das extremidades cegas geradas pela Cas9
7



https://doi.org/10.61164/xhxkg895

Received: 20/10/2025 - Accepted: 16/11/2025
Vol: 20.02

DOI: 10.61164/xhxkg895
ISSN 2178-6925 Pages: 1-27

(SLAMAN et al., 2024). Mais recentemente, surgiram as tecnologias de edi¢cdo de
bases (base editing) e edicdo prime (prime editing), que permitem alteracdes
pontuais no DNA sem induzir quebras de fita dupla. Os editores de bases podem
converter citosinas em timinas (CBE, Cytosine Base Editors) ou adeninas em
guaninas (ABE, Adenine Base Editors), enquanto o prime editing, descrito como uma
tecnologia de "buscar e substituir”, utiliza um complexo de Cas9 nickase fusionado a
uma transcriptase reversa, permitindo insercdes, delecdes e todas as transicoes e
transversdes de bases sem a necessidade de DNA doador exdgeno ou DSBs
(Petrova et al., 2023; XU et al., 2024).

As aplicacbes anteriores do CRISPR-Cas9 em doencas monogénicas
demonstraram seu potencial terapéutico transformador. Na anemia falciforme,
estratégias de edicao tém visado a reativacdo da hemoglobina fetal para compensar
a hemoglobina S defeituosa, com resultados promissores em ensaios clinicos
(ESPOSITO et al.,, 2021). Em distrofias musculares, como a distrofia muscular de
Duchenne, abordagens de edicdo génica tém sido exploradas para restaurar a
expressao funcional da distrofina ou para corrigir mutagdes especificas no gene DMD
(CHEMELLO et al., 2023). Esses sucessos estabeleceram a base conceitual e
técnica para a aplicagdo do CRISPR-Cas9 em outras hemoglobinopatias, incluindo

a (B-talassemia.

2.3 CORRECAO GENICA E REATIVACAO DA HEMOGLOBINA FETAL
MEDIADAS POR CRISPR-CAS9

A tecnologia CRISPR-Cas9 tem sido amplamente aplicada na B-talassemia
por meio de diferentes abordagens terapéuticas, cada uma voltada a restauracéo da
funcédo normal da hemoglobina de forma especifica. A estratégia mais direta consiste
na correcdo in situ das mutacdes no gene HBB em células-tronco hematopoéticas
(HSPCs) ex vivo, 0 que possibilita a producdo endégena de hemoglobina A adulta
funcional (WILKINSON et al., 2020).
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Pesquisas recentes demonstraram a reparacao eficaz de varias mutagdes em
HBB, incluindo a mutacdo frameshift CD41-42 (-TCTT), uma das mais prevalentes
mundialmente (YANG et al., 2024). Nessa abordagem, utiliza-se a entrega de
complexos ribonucleoproteicos (RNP) formados por Cas9 e RNA guia (sgRNA),
combinados a oligodesoxinucleotideos de fita simples (ssODNs) empregados como
moldes doadores, permitindo o reparo direcionado por homologia (HDR) nas HSPCs
de individuos portadores da doenca (LI et al., 2022).

Uma estratégia alternativa e igualmente promissora consiste na reativacao da
hemoglobina fetal (HbF) por meio da edi¢cdo do enhancer do gene BCL11A, que atua
como repressor transcricional da expressao da y-globina (PASCHOUDI et al., 2023).

Essa intervengcdo mimetiza a persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal
(HPFH), condicdo em que os altos niveis de HbF compensam a deficiéncia de HbA,
atenuando as manifestacdes clinicas da [-talassemia (FINOTTI et al., 2023). A
modificacdo seletiva do enhancer eritroide de BCL11A reativa a producdo de HbF
especificamente em células eritroides, sem afetar a expressdo do gene em outros
tecidos, minimizando potenciais efeitos adversos (Jiang, 2023).

Os modelos experimentais empregados na validacdo dessas abordagens
incluem HSPCs priméarias humanas obtidas de pacientes com S-talassemia, modelos
murinos humanizados e, mais recentemente, sistemas de diferenciacéao eritroide in
vitro. A diferenciacdo das HSPCs editadas em eritrécitos maduros permite avaliar a
eficacia da correcdo genética e quantificar os niveis de hemoglobina A e fetal
produzidos (PAVANI et al., 2021).

A entrega eficiente dos componentes CRISPR as HSPCs permanece um
desafio técnico central. Entre as estratégias disponiveis, destaca-se a eletroporacéo
de complexos RNP, que apresenta alta eficiéncia de transfeccdo e baixa toxicidade
celular (JENSEN et al., 2021). Para a entrega dos moldes doadores em abordagens
baseadas em HDR, os vetores virais adenoassociados do sorotipo 6 (AAV6)
demonstram elevada eficiéncia de transdugdo em HSPCs (YANG et al., 2020). Mais

recentemente, as nanoparticulas lipidicas (LNPs) emergiram como alternativa ndo
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viral e menos citotdxica, permitindo inclusive a entrega sequencial dos componentes
de edicdo (DORSET et al., 2023).

A eficacia da correcdo genética varia conforme a metodologia empregada.
Nos estudos baseados em HDR para correcdo direta das mutacbes em HBB,
reportaram-se taxas de edicdo entre 20% e 60% nas HSPCs, suficientes para
restaurar niveis de hemoglobina A capazes de eliminar a dependéncia transfusional
em modelos pré-clinicos (Yang et al., 2024). J& nas estratégias voltadas a reativacédo
da HbF por edicdo de BCL11A, observam-se niveis de HbF superiores a 20—-30% da
hemoglobina total, resultando em melhora clinica significativa (RAHIMMANESH et
al., 2022).

Atualmente, varios ensaios clinicos investigam a seguranca e eficacia de
terapias baseadas em CRISPR-Cas9 para o tratamento da S-talassemia. O CTX001
(exagamglogene autotemcel), desenvolvido pela Vertex Pharmaceuticals e CRISPR
Therapeutics, utiliza a edicdo do enhancer eritroide de BCL11A para reativar a HbF
e tem apresentado resultados promissores, com pacientes atingindo independéncia
transfusional sustentada e aumento expressivo dos niveis de hemoglobina total
(LOCATELLI et al., 2023).

2.4 DESAFIOS TRANSLACIONAIS E CONSIDERACOES ETICAS NA
IMPLEMENTACAO CLINICA DO CRISPR-CAS9

A implementacdo clinica da tecnologia CRISPR-Cas9 na pB-talassemia
enfrenta desafios substanciais relacionados a seguranca gendmica, eficicia
terapéutica e viabilidade pratica (LOCATELLI et., 2024). A avaliacdo rigorosa dos
efeitos off-target — edi¢cBes ndo intencionais em regibes gendbmicas semelhantes a
sequéncia-alvo — constitui uma prioridade central nos estagios pré-clinico e clinico
(ABBAS et al., 2024). Diversas metodologias tém sido empregadas para deteccéo
abrangente desses eventos, incluindo GUIDE-seq (genome-wide unbiased
identification of DSBs enabled by sequencing), capaz de identificar quebras de fita

dupla in vivo; CIRCLE-seq (circularization for in vitro reporting of cleavage effects by
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sequencing), uma técnica in vitro altamente sensivel que dispensa o uso de
sequéncia gendmica de referéncia; e 0 sequenciamento de genoma completo, que
permite analise imparcial de mutagbes pontuais e rearranjos estruturais (PAN et al.,
2022).

Estudos recentes indicam que a edicdo mediada por CRISPR-Cas9 pode
induzir respostas celulares adversas, especialmente a ativacdo da via de p53. As
quebras de fita dupla (DSBs) desencadeiam uma resposta de dano ao DNA
dependente de p53, resultando em parada do ciclo celular ou apoptose em células
com p53 funcional (COLLOT et al., 2023). Esse mecanismo pode criar pressao
seletiva indesejada, favorecendo células com disfuncdo de p53, o que eleva
teoricamente o risco de transformagdo oncogénica a longo prazo (SCOTT et al.,
2022). Outro aspecto relevante é o mosaicismo genético, isto €, a coexisténcia de
populacdes celulares com diferentes genotipos devido a eficiéncia variavel de
edicdo, o que pode reduzir a eficacia terapéutica e dificultar a interpretacdo de
resultados clinicos (Li et al., 2023).

A estabilidade e o potencial de enxertia (engraftment) das células-tronco
hematopoéticas editadas s&o fatores criticos para o sucesso clinico. Evidéncias
indicam que o processo de modificacdo ex vivo — que envolve manipulac&o celular,
eletroporacdo e cultivo prolongado — pode comprometer a auto-renovacao e a
capacidade de enxertia das HSPCs (LEE et al., 2021). Estratégias que reduzem o
tempo de cultura, otimizam as condi¢cdes de expansdo e utilizam protocolos de
condicionamento mieloablativo adequados sao essenciais para garantir uma
reconstituicdo hematopoética duradoura (SCALA etal., 2023).

Além dos desafios bioldgicos, as questdes éticas e regulatérias associadas a
edicdo génica em humanos permanecem sob intenso debate internacional. Embora
a edicdo somatica — que ndo afeta células germinativas — seja amplamente aceita
para o tratamento de doencas graves, ainda persistem preocupacfes quanto ao
consentimento informado, a equidade no acesso, a possibilidade de usos néo
terapéuticos e as consequéncias de longo prazo ainda pouco compreendidas (ZEPS

et al., 2021). A aprovacao do CTX001 marcou um marco regulatorio histérico, mas
11
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também reforcou a necessidade de acompanhamento prolongado dos pacientes,
farmacovigilancia rigorosa e harmonizacdo internacional de normas regulatérias
(PARUMS et al., 2024).

O custo elevado e a complexidade logistica das terapias baseadas em
CRISPR constituem barreiras significativas a sua ampla adocdo clinica,
especialmente em paises com recursos limitados. A terapia CTX001, por exemplo,
envolve mltiplas etapas de alta complexidade: coleta de HSPCs por aférese, edicdo
ex vivo em instalacbes com Boas Praticas de Fabricacdo (GMP), condicionamento
mieloablativo e suporte pdés-transplante prolongado. Estimativas iniciais indicam
custos de milhdes de délares por paciente, inviabilizando o acesso para a maioria
dos portadores da doenca, inclusive no Sistema Unico de Salde (SUS)
(DEMARTINO et al., 2024). Assim, o desenvolvimento de plataformas mais
eficientes, a producédo em larga escala e a adaptacao de protocolos para realidades
de baixo custo tornam-se imperativos para democratizar o0 acesso a essas terapias
transformadoras (WITKOWSKY et al., 2023).

2.5 PERSPECTIVAS FUTURAS E INOVACOES TECNOLOGICAS NO USO
DO CRISPR-CAS9 PARA A B-TALASSEMIA

O futuro das terapias baseadas em CRISPR-Cas9 para a B-talassemia é
promissor e vem sendo moldado por avancos tecnholégicos que buscam superar as
limitacOes atuais e expandir as possibilidades terapéuticas. Entre as inovacdes mais
relevantes, destacam-se as tecnologias de base editing e prime editing, que
permitem realizar correces genéticas de forma precisa e previsivel, sem induzir
guebras de fita dupla (DSBs), reduzindo significativamente os riscos de mutacdes
indesejadas e de ativacao de vias de resposta celular, como a p53 (DALIRI et al.,
2024).

O base editing tem mostrado elevada eficacia na correcdo de mutacdes
pontuais no gene HBB. Estudos recentes reportaram a corregdo bem-sucedida da

mutacdo IVS1-110(G>A) uma das mais prevalentes globalmente por meio de
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editores de adenina (ABEs) com PAMs flexiveis, como SpRY e SpG. Essa
abordagem alcancou alta eficiéncia de correcdo nos niveis de RNA e proteina,
restaurando a producdo normal de hemoglobina e a diferenciagéo eritroide (ABBAS
et al., 2024; HU et al., 2024).

De forma complementar, o prime editing (PE) frequentemente descrito como
uma tecnologia de “buscar e substituir’ utiliza uma Cas9 nickase fusionada a uma
transcriptase reversa, possibilitando ndo apenas substituicbes de bases, mas
também insercdes e delecbes sem necessidade de DNA doador ou quebras duplas
(TAO etal., 2022).

Estudos com o prime editor 3 (PE3) demonstraram correcdo eficiente de
diversas mutacdes associadas a (-talassemia em progenitores eritroides humanos,
com eficiéncias variando entre 15% e 80%, dependendo do contexto genémico (ARIF
et al., 2023).

Além da correcdo direta de HBB, emergem estratégias que visam editar
regides regulatérias responsaveis pela modulacdo da hemoglobina fetal (HbF).
Técnicas de base editing aplicadas a regidao promotora de HBG identificaram
combinacfes de mutacdes capazes de elevar a HbF para 10-30% da hemoglobina
total, niveis suficientes para restaurar a funcéo eritroide em modelos de B-talassemia
(RAVI et al., 2022). Essa abordagem mimetiza as variantes naturais de persisténcia
hereditaria da hemoglobina fetal (HPFH) e apresenta vantagens em relagdo a edigcéo
de BCL11A, por evitar interferéncia em outros tecidos (RAVI et al., 2022).

Uma fronteira particularmente transformadora é o desenvolvimento de
terapias de edicdo in vivo, que podem eliminar a necessidade de transplante de
células-tronco hematopoéticas, reduzindo os riscos associados ao condicionamento
mieloablativo e ao suporte pds-transplante. Sistemas de entrega baseados em
nanoparticulas lipidicas (LNPs) vém demonstrando capacidade de transportar mRNA
de Cas9, gRNA e moldes de DNA diretamente as células-alvo in vivo (VINCHI 2024).

Embora a maioria dos estudos ainda se concentre em tecidos acessiveis, o
avanco no desenvolvimento de LNPs com tropismo para medula 6ssea e HSPCs

circulantes representa uma area de intensa investigagao (LIAN et al., 2024).
13
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Os desafios remanescentes dessa abordagem incluem alcangar eficiéncia
adequada de edicdo em HSPCs, garantir durabilidade das modificacdes genéticas e
minimizar efeitos off-target em tecidos ndo-alvo. No entanto, 0s avangos recentes na
engenharia de lipidios ionizaveis e na especificidade de vetores indicam que esses
obstaculos poderédo ser superados na proxima década (MANGHWAR, et al., 2023).

A integracdo de inteligéncia artificial (IA) ao design experimental das
plataformas CRISPR também vem revolucionando o campo, ampliando a seguranca
e a eficiéncia das edicbes genéticas. Modelos de aprendizado profundo (deep
learning), como DeepCRISPR, CRISTA, DeepHF e o recente CRISPR-GPT,
permitem prever a eficiéncia de gRNAs e estimar riscos de off-targets com alta
precisdo (XIANG et al., 2021; DIXIT et al., 2024). Essas ferramentas automatizam a
selecdo de alvos e recomendam metodologias de entrega ideais, enquanto
abordagens de IA explicavel (XAl) auxiliam na compreensao dos fatores genémicos
e estruturais que determinam o desempenho das enzimas Cas (CUI et al., 2025).

Além dos avancos técnicos, € essencial considerar 0os impactos sociais e
bioéticos da aplicagéo clinica dessas tecnologias. A cura genética da S-talassemia
representa um marco biomédico capaz de eliminar a dependéncia de transfusdes
cronicas, reduzir complicacdes da sobrecarga de ferro e melhorar significativamente
a qualidade de vida de milhdes de pacientes. Contudo, 0os custos elevados —
frequentemente superiores a um milhdo de ddlares por paciente — acentuam
desigualdades de acesso, especialmente em paises de baixa e média renda, onde a
doenca € endémica (ADAIR et al., 2023).

Questdes éticas como consentimento informado, gestdo de expectativas,
vigilancia p6s-aprovacdo e a prevencdo de usos eugénicos continuam centrais no
debate global sobre edicdo génica (LEE, 2024). A democratizacdo do acesso a
terapias genéticas exige esforgos coordenados em muiltiplas frentes desde a redugéo
de custos de producéo até a criacdo de politicas publicas equitativas e infraestruturas
clinicas robustas.

No contexto brasileiro, a incorporacdo dessas terapias ao Sistema Unico de

Saude (SUS) dependera de analises de custo-efetividade, negociacdes de preco
14
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justas e parcerias publico-privadas capazes de viabilizar o acesso equitativo a cura
genética (CORNETTA et al., 2022). A médio prazo, o investimento em pesquisa
nacional e producdo local de biotecnologias poderd reduzir custos e permitir a

adaptacao das plataformas CRISPR a realidade socioecondmica do pais.

3. Consideragdes Finais

Esta revisdo confirma que a talassemia beta constitui um complexo enigma clinico e
cientifico, em que a variabilidade fenotipica emerge ndo apenas do repertério mutacional do
HBB, mas também dos moduladores genéticos e do meio fisiopatoldgico em que ocorre a
eritropoiese. Dentro dessa estrutura, metodologias baseadas na edicdo de genes
progrediram da validacdo conceitual para uma fase de consolidacdo translacional,
caracterizada por duas trajetorias distintamente definidas: a retificacdo direta de variantes
dentro do HBB e a reativacdo terapéutica da hemoglobina fetal por meio de intervencdes
direcionadas a elementos regulatorios, como o potenciador BCL11A. Ambas as estratégias
demonstraram a capacidade de diminuir a dependéncia transfusional, melhorar os
parametros hematoldgicos e transferir o cuidado para solugdes focadas na etiologia.

O avanco tecnolégico nesse dominio € inconfundivel. Protocolos de entrega
aprimorados e mais previsiveis, incluindo a eletroporagdo de complexos de
ribonucleoproteinas e a aplicacdo de vetores de doadores, como o AAV6, aumentaram a
eficiéncia de edigcdo, mantendo a competéncia de enxerto, enquanto variantes de nuclease
de alta fidelidade junto com ferramentas de design computacional mitigaram a variabilidade
experimental e o potencial de efeitos fora do alvo. Ao mesmo tempo, a introdugdo do Cas12a,
dos editores basicos e da edi¢cdo principal ampliou a variedade de corre¢cbes possiveis,
particularmente em cenarios que apresentam intolerancia a quebras de fita dupla ou
mutac¢des pontuais e anomalias de empalme, criando assim um espectro de alternativas em
gue precisao, segurancga e compatibilidade com objetivos clinicos podem ser integradas com
maior granularidade.

Nao obstante essas conquistas, os desafios persistentes sdo consideraveis e
merecem uma analise séria. A resposta celular ao dano ao DNA, particularmente por meio
da via p53, continua a impor restricbes pragmaticas ao desempenho e a seguranca; a
deteccao sensivel e a validacéo ortogonal de efeitos fora do alvo permanecem imperativas;
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além disso, a estabilidade clonal de longo prazo e a durabilidade do efeito terapéutico
requerem séries mais abrangentes e acompanhamento prolongado. Aumentando essa
complexidade esta a heterogeneidade entre protocolos, metas e testes avaliativos, o que
complica as comparacdes diretas e impede o consenso metodoldgico, ressaltando a
necessidade urgente de padr6es minimos relativos ao relato de eficiéncia, propor¢cdes de
HbA e HbF e indicadores funcionais.

A luz do corpo de conhecimento existente, a agenda de curto e médio prazo deve
enfatizar a padronizacdo de métricas e avaliacdes de seguranca que facilitem a comparacao
de plataformas e modalidades de entrega, a exploracao prudente de edi¢cdes programaveis
por meio da ativagdo ou inibicdo da transcricdo quando a modulacédo da expressao é mais
vantajosa do que a correcdo de sequéncia, rotas ndo virais juntamente com estratégias in
vivo com governanca de risco claramente definida e investigacdes que incorporam variaveis
genéticas modificadoras na estrutura experimental para prever a heterogeneidade da
resposta. Simultaneamente, andlises de custo-efetividade e modelos de implementacédo
progressivos serdo fundamentais para transformar beneficios individuais em impactos
coletivos, aliviando assim as barreiras de acesso e garantindo que as inovagcfes sejam
disseminadas de forma equitativa aos pacientes.

Por fim, é oportuno salientar o papel do biomédico nesse panorama. No contexto
emergente da edi¢cdo génica para beta talassemia, o biomédico ocupa posi¢éo estratégica
na ponte entre bancada e leito, participando do desenho e da validacdo técnica de
protocolos com selecéo de alvos e controles, padroniza¢éo de procedimentos operacionais,
garantia de rastreabilidade no fluxo laboratorial, execucdo e interpretagdo de ensaios de
eficiéncia e seguranca, implementacdo de rotinas de biosseguranca e de qualidade,
documentacdo de conformidade regulatéria e ética, além da integracdo em equipes
multiprofissionais para elegibilidade, monitoramento longitudinal e farmacovigilancia
laboratorial. Ao articular rigor metodolégico, comunicacéo clinica e viabilidade operacional
em servigos publicos e privados, o biomédico contribui de modo direto para converter
evidéncia técnica em beneficio clinico mensuravel, promovendo segurancga,

reprodutibilidade e equidade no acesso as terapias de edi¢cdo génica.
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