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RESUMO

Anemias sdo alteracBes hematoldgicas que resultam na diminuicdo de eritrocitos e
hemoglobina, essenciais no transporte de oxigénio. Este quadro laboratorial pode ser
classificado levando em consideracdo algumas caracteristicas fisiopatoldgicas e
morfolégicas. As talassemias constituem um grupo de anemias hereditarias
caracterizadas pela reducdo ou auséncia da sintese de um dos tipos de cadeias de
globina responséaveis pela formacdo da hemoglobina, sendo classificada em alfa
talassemia, quando o defeito estd na producao de cadeias alfas ou beta talassemia,
com defeito nas cadeias betas. O principal desafio estd em pacientes beta
talassemicos maiores, onde sdo dependentes de transfusdo, e podem levar a
complicagcbes como sobrecarga de ferro, aloimunizacéo, além da falta de doadores
disponiveis. Desta forma o objetivo deste trabalho foi abordar a terapia génica como
forma de tratamento para estes pacientes, a fim de corrigir as mutacdes encontradas
no codigo genético que levam a beta talassemia, e levantar dados para discusséo da

abordagem e eficiéncia dos protocolos clinicos que estdo em andamento.

Palavras-chave: Beta talassemia; anemia; mutacdes; terapia génica



ABSTRACT

Anemias are hematological changes that result in a decrease in erythrocytes and
hemoglobin, essential in the transport of oxygen. This laboratory condition can be
classified taking into account some pathophysiological and morphological
characteristics. Thalassemia constitutes a group of hereditary anemias characterized
by the reduction or absence of synthesis of one of the types of globin chains
responsible for the formation of hemoglobin, being classified as alpha thalassemia,
when the defect is in the production of alpha chains, or beta thalassemia, with a defect
in beta chains. The main challenge is in major beta thalassemic patients, where they
are transfusion dependent, and can lead to complications such as iron overload,
alloimmunization, in addition to the lack of available donors. Therefore, the objective
of this work was to approach gene therapy as a form of treatment for these patients, in
order to correct the mutations found in the patient's genetic code that lead to beta
thalassemia, and to collect data to discuss the approach and efficiency of clinical

protocols that are in progress.

Keywords: beta thalassemia; anemia; mutations; gene therapy
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1. INTRODUCAO

A anemia é um quadro caracterizado pela diminuicdo dos niveis de
hemoglobina, que podem variar de individuo para individuo dependendo do sexo e
idade. Este quadro laboratorial pode ser classificado levando em consideracao alguns
critérios, podendo ser fisiopatologicamente por falta de producéo de hemoglobina, por
aumento de destruicdo ou por perda sanguinea, além de podermos classifica-las por
alteracdes morfoldgicas (HOFFBRAND,2018).

As talassemias constituem um grupo de anemias hereditarias caracterizadas
pela reducdo ou auséncia da sintese de um dos tipos de cadeias de globina que
formam as hemoglobinas, sendo classificada em alfa talassemia, quando o defeito
estd em genes ligados a producdo de cadeias a-globinicas ou beta talassemia,
quando a alteracdo esta em globinas B (HOFFBRAND, 2018).

A producdo destas cadeias € regulada por genes de localizacbes especificas,
sendo o braco curto do cromossomo 16 responsavel pela sintese de cadeia alfa, e no
braco curto do cromossomo 11, os genes responsaveis pela cadeia do tipo beta. Em
um individuo normal, encontramos hemoglobinas do tipo A (HbA) (a2 2) em média
de 96 a 98%, hemoglobina A2 (HbA2) (a282) em 2 a 3% e emoglobina fetal (HbF)
(a2y2) de 0 a 1% (PITOMBEIRA et al., 2002).

Em pacientes beta-talassémicos, a doenca pode aparecer sob trés formas
clinicas: talassemia major, a forma mais grave do quadro, dependente de transfusfes
e que corresponde aos homozigotos, ou heterozigotos compostos. A segunda forma
€ a talassemia intermediaria, forma sintomatica, mas menos grave, gue normalmente
nao dependem de transfusdes, e o talassémicos menores, onde sao heterozigotos
clinicamente assintomaticos, onde néo ha necessidade de tratamento (BRAUNSTEIN
et al., 2022).

Enquanto na talassemia menor e intermediaria, 0s portadores podem
apresentar uma leve anemia, na major a producdo de hemoglobina é falha, dando
origem a glébulos vermelhos mais frageis e com menor tempo de vida,
comprometendo o transporte de oxigénio para o organismo (BRAUNSTEIN et al.,
2022).
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Estes comprometimentos podem levar a complicacdes para o paciente como,
problemas cardiacos, onde o0 coracdo tenta compensar a falta de hemoglobina e
reducdo de oxigénio, batendo mais rapidamente e causando taquicardia e aumento
da pressao arterial. Os talassémicos heterozigotos ainda possuem manifestagbes
clinicas que podem variar em graus de hiperplasia eritroide da medula 0Ossea,
esplenomegalia e deformidades do esqueleto evidentes nos ossos do rosto e do
cranio (HOFFBRAND, 2018).

1.1 DIAGNOSTICO

Existem diferentes meios de diagnéstico para a beta talassemia, no qual a
histéria clinica e a avaliacéo fisica do paciente, podem ser o inicio da investigacéo. O
médico pode suspeitar da doenca quando o paciente apresenta fadiga, palidez,
ictericia e atraso no crescimento. Por ser uma doenca hereditaria, pode ser
investigado o historico familiar (BRAUNSTEIN, et al., 2022).

Para avaliar o perfil hematolégico do paciente sdo realizados exames
sanguineos entre eles o hemograma completo, onde sera feita a contagem dos
glébulos vermelhos, brancos e plaquetas. Além disso sera avaliado perfil para a
anemia hemolitica, com a presenca de hemoglobina inferior a 9g/dL, microcitose
(diminuicdo no tamanho dos eritrécitos), indicado pelo VCM e hipocromia. Outro
exame realizado € a eletroforese da hemoglobina, onde é possivel medir os tipos
diferentes de hemoglobina presentes. Nos pacientes betas talassemicos € comum
encontrar um aumento nas hemoglobinas da HBA (entre 2,0% e 2,5%.) ou da HbA2
(>4% até 8%) (BRAUNSTEIN, et al., 2022).

Para a identificacdo especifica dos genes responsaveis pela produgdo da
cadeia beta, o teste molecular é utilizado, utilizando PCR (técnica de reacdo em cadeia
da polimerase). Este método é usado amplificando especificamente as regides
especificas do DNA que contém o0s genes alvos para producdo da beta globina,
utilizando primers complementares as mutacbes mais encontradas. Outro método
complementar ao PCR, é o sequenciamento direto do DNA, que permita a analise do
gene da globina alvo, podendo detectar as possiveis mutacfes (GALANELLO, et al.
2010).
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1.2 TRATAMENTOS

O principal desafio para pacientes com beta talassemia major sdo 0s atuais
tratamentos. Pacientes como estes dependem de transfusdes recorrentes de
concentrado de hemécias e transplantes de células tronco alogénicas, quando
possivel, pela sua dificil compatibilidade doador-receptor, 0 que pode levar a uma
expectativa de vida mais baixa para estes individuos, principalmente em decorréncia

de complicac¢Ges transfusionais regulares (HOFFBRAND, 2018).

Estas transfusdes devem ser apoiadas por terapia de quelacdo de ferro
apropriada, onde uma substancia ativa € capaz de se ligar ao ferro da hemoglobina,
produzindo um composto que podera ser excretado do organismo, e ndo causando

uma sobrecarga, levando a hemocromatose adquirida (BRAUNSTEIN et al., 2022).

1.3 COMPLICACOES DA TRANSFUSOES SANGUINEAS

O primeiro desafio dos pacientes talassémicos dependentes de transfusdes, é
a falta de doadores de sangue disponiveis, retardando o processo de recebimento do
hemocomponente. Além disso, estes sujeitos também correm o risco de infeccbes
transmitidas por transfusdes, a menos que praticas apropriadas de triagem
sanguineas estejam em vigor. Outros eventos adversos a transfusdes sanguineas
podem aparecer, como reacdes hemoliticas, choque infeccioso, reacfes alérgicas
graves, aloimunizacfes e doencas relacionadas a sobrecarga de ferro, quando néo

aplicada corretamente a terapia de quelacéo de ferro. (BRAUNSTEIN et al., 2022)

1.3.1 Sobrecarga de ferro

Por se tratar de uma transfusdo de hemacias, o sangue transfundido contém
ferro, que na maioria das vezes néo consegue ser excretado do corpo, causando uma
toxidade podendo acumular no coracao, figado e sistema endocrino, e levando a uma
insuficiéncia cardiaca se nao tratado. Além disso, essa sobrecarga também aumenta
o risco de fibrose hepética, cirrose e distarbios endocrinos, como retardo de
crescimento, infertilidade, hipotireoidismo e diabetes. Portanto, a terapia de quelacao

de ferro, como o uso de Desferroxamina, Deferiprone e Deferasirox, os primeiros
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agentes quelantes, sdo essenciais na prevencao de complicacdes, e deve ser iniciada
dentro de um ano apoés o inicio das transfusfes regulares do sangue, melhorando a
sobrevida do paciente. (BRAUNSTEIN et al., 2022)

1.3.2 Aloimunizacgéo

O desenvolvimento de anticorpos contra antigenos eritrocitarios especificos,
ocorre entre 10-20% dos pacientes dependentes de transfusdo, sendo os mais
comuns o anti-E, anti-C e anti-Kell. Por isso, se torna importante o rastreamento do
sangue de doadores e pacientes, para que recebam sangue compativel com
antigenos, incluindo ABO, Rh e Kell. (CRUZ et al, 2011)

4.6 ASPECTOS MOLECULARES DA BETA TALASSEMIA MAIOR

Figura 1 - proteina do gene da hemoglobina beta humana
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Fonte: NCBI, 2023

A beta talassemia vista molecularmente é caracterizada por uma mutacao, mais
comum pontualmente, no gene HBB, que codifica a unidade beta da hemoglobina, ou
seja, ocorre alteracdo em apenas um unico nucleotideo da cadeia. No caso da beta
talassemia major, ambos os alelos betas sofrem a mutacéo, sendo identificado como
beta O/beta 0. Foram identificados mais de 200 tipos destas muta¢des no gene HBB,
nos quais poderiam estar localizados em qualquer lugar dentro do segmento de DNA
(MARTINHO et al, 2016).

Para a confirmacdo do diagnostico molecular, € comum fazer a pesquisa da
eletroforese da hemoglobina, onde em pacientes beta talassémicos maiores,
encontra-se uma leve elevacdo da hemoglobina A2 e um maior aumento na

hemoglobina F, podendo chegar até 90%. Para diagndstico pré-natal e em
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aconselhamento genético, € comum o estudo do DNA a partir do PCR (polimerase

chain reaction — reacao de cadeia em polimerase) (BRAUNSTER, 2022).

Um estudo feito em Fortaleza com pacientes portadores da beta talassemia,
isolou 0 DNA a partir de leucdcitos e analisou mutagdes dos genes utilizando o PCR.
Além disso foi usado como diagndstico a contagem de células sanguineas
automatizada, com revisao de lamina, o uso de resisténcia osmotica em NaCl em
uma concentracdo de 0,36% e pela eletroforese da hemoglobina (ROCHA, et
al.,2010).

As principais mutacfes achadas foram p0 CD 39, p+ IVS-1-110, B0 IVS-I-1, B+
IVS-1-6, apresentadas na tabela abaixo (ROCHA, et al., 2010).

Tabela 1 — principais mutac¢des na beta talassemia mjior

MUTACAO LOCAL MECANISMO

CD 39 CODON 39 Formac&o de codons de
terminacao na regido
codificadora do DNA,

impedindo a tradugéo e
producédo da cadeia beta

IVS-1-1-110 Nucleotideo 110 do intron  Cria¢do de um sitio adicional
1 de splicing, alterando a fase
de leitura e levando a
producéo de uma proteina
diferente da original (troca de
Adenina por Guanina)

IVS-1-1 Nucleotideo 1 do intron 1 N&o ocorre a retirada do
intron, impedindo a sintese da
cadeia Beta, por uma troca de

Guanina por Adenina

IVS-1-6 Nucleotideo 6 do intron 1 Reducéo da eficacia do
splicing, por afetamento no
processamento do RNA,
causada por uma troca de
Adenina por Guanina
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Com isto, uma nova técnica vem sendo estudada e utilizada para a cura da
talassemia major: a terapia génica, a qual consiste em um tratamento que tem como
objetivo corrigir essas principais mutacdes encontradas por meio da modificagcdo no
codigo genético do paciente. Na talassemia, o alvo da reparacao do gene, se trata da
insercdo de um gene saudavel da beta globina no DNA do paciente, por meio dos
vetores. A partir desta pratica, € possivel eliminar ou reduzir a necessidade de
transfusbes de hemacias a longo prazo, sem efeitos adversos graves (ALMEIDA,
2019).
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2. OBJETIVO

Realizar levantamento estatistico sobre os protocolos de pesquisa clinica,
segundo o banco de dados do Clinical trials, envolvendo terapia génica em pacientes

com Beta talassemia maior.
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3. METODOLOGIA

Foi realizada uma busca na plataforma Clinical Trials com as palavras-chave
“‘gene therapy and beta thalassemia”, onde encontrou-se um total de 27 estudos
relacionados a pesquisa. Foi conduzido uma pesquisa paralela na base de dados do

NCBI, utilizando as mesmas palavras-chave.

Procedeu-se com a exclusdo daqueles estudos clinicos que ndo possuiam um
namero de identificacdo NCT correspondente no NCBI, bem como estudos que se
concentravam em tratamentos medicamentosos. Isso resultou em um total de 7
estudos incluidos para a andlise divididos em 4 mecanismos de terapia génica,
conforme demonstrado no fluxograma 1. Os estudos encontrados servirdo como base

para a analise e discussao na pesquisa.



Fluxograma 1 - metodologia de pesquisa

CLINICAL TRIALS

Filtro Filtro
“Gene therapy” “beta “Gene therapy
thalassemia” em tipo and beta
de artigo Clinical thalassemia”
Trials l
l Total 27
Total 63 estudos
estudos
4 \\
\
Inclusdo Exclus3o
Inclus3o

l

NCT com eestudo sem
NCT disponivel artigo artigo publicado
o g disponivel no no NCB
correspondente
NCBI
na tabela do sTratamento
Clinical trials medicamentoso
Total 10 Total 7 estudos clinicos
publicacoes
‘\ //
\\\ £ 4
N\ /
A B

4 mecanismos de terapia
génica
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4. RESULTADOS

No banco de dados do clinical trials, foi encontrado um total de 27 estudos
quando aplicado o filtro “beta talassemia and gene therapy”, apresentando 7 estudos
completos, 5 estudos com status desconhecido, 8 inscrevendo ou recrutando
participantes, 5 ativos mas ndo em recrutamento e 2 estudos que nao iniciaram o

recrutamento.

Grafico 1 — Status estudos excluidos

Status estudos excluidos - 20 estudos

desconhecidos inscrevendo-se ativo, ndo recrutando completo nao recrutando
recrutando ainda

Grafico 2 — Status estudos incluidos

Status estudos incluidos - 7 estudos

quantidade de estudos

|
> . - , bl

completo com completo sem inscrevendo-se desconhecido ativo, ndo
resultados resultados recrutando

Conforme descrito na metodologia, 7 estudos foram incluidos (tabela 2)
organizados em 4 protocolos de terapia génica para Beta talassemia.



Tabela 2 — dados dos estudos incluidos

TiTULO ESTUDO

Estudo que avaliou a
seguranga e eficiéncia
do medicamento
LentiGlobin BB305 na
talassemia B maior
(também referida como
B talassemia
dependente de
transfusao) e na doenga
falciforme

Um estudo avaliando a
seguranga e eficacia do
medicamento
LentiGlobin BB305 em
participantes
talassemia principais

Seguimento a longo
prazo de individuos
com B talassemia
dependente de
transfusao (TDT)
tratados com terapia
génica ex vivo

Estudo que avaliou a
eficacia e seguranga do
medicamento
LentiGlobin BB305 em
participantes com f3
talassemia dependente
de transfusao, que nao
tem gendtipo BO/B0O

Terapia génica para
Beta talassemia
dependente de
transfusao

B talassemia maior com
células progenitoras
hematopoiéticas CD34+
autologas transduzidas
com TNS9.3.55, um
vetor lentiviral que
codifica o gene da -
globina humana

Um estudo de
seguranga e eficacia
avaliando CTX001 em
individuos com B-
talassemia dependente
de transfusao

NCT

NCT02151526

NCT01745120

NCT02633943

NCT02906202

NCT02453477

NCT01639690

NCT03655678

STATUS

completo
com
resultados

completo
com
resultados

inscrevendo
-se

completo
sem
resultados

desconhecid
o

ativo

ativo

INTERVENGCAO

LentiGlobin
BB305

LentiGlobin
BB305

LentiGlobin
BB305

LentiGlobin
BB305

vetor lentiviral
GLOBE

TNS9.3.55

CTX001

IDADE

5a35
anos

12335

0a50

0a50

acima
de3

minimo
18

12a35

PARTICI
PANTES
7

19

66

23

10

10

45

25

FASE DE
ESTUDO
fasele?2

fasele?2

nao

apresentado

fase 3

fasele?2

fase 1

fase2e3
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4.1 LENTIGLOBIN BB305

Nos resultados apresentados, foram observados dois estudos de fase 1-2
NCT01745120 e NCT02151526, respectivamente, em um total de 22 pacientes beta

talassémicos e 4 com doenga falciforme.

4.1.1 NCT01745120

No estudo clinico (ASMAL, 2012) foram incluidos 7 participantes, sendo 3 com

doenca falciforme (DF) e 4 com beta talassemia, onde os critérios de incluséo foram:

e Terentre 5 e 35 anos de idade.

e Ter DF grave (crises vaso-oclusivas recorrentes, AVC, osteonecrose de
2 ou mais articulagbes, presenca de cardiomiopatia falciforme e
sindrome toracica aguda) ou talassemia beta major dependente de
transfusdo, independentemente do gendtipo com diagnostico
confirmado por estudos de Hb. A dependéncia transfusional é definida
como a necessidade de pelo menos 100 mL/kg/ano de concentrado de
heméacias.

e Ser elegivel para transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH), mas sem um doador aparentado compativel.

e Estar disposto e apto, na opinido do pesquisador, a cumprir 0s
procedimentos do estudo descritos no protocolo do estudo.

e Foram tratados e acompanhados por pelo menos 2 anos em um centro
especializado que mantinha registros médicos detalhados, incluindo

historico de transfuséao.

4.1.2 NCT02151526

No segundo estudo (RIBEIL, 2014) foram incluidos 18 participantes com critério

de inclusao de:
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e Participantes entre 12 e 35 anos de idade

e Diagnostico de B-talassemia major e historia de pelo menos 100
mL/kg/ano de concentrado de hemacia (CH) ou =8 transfusdes de CH
por ano nos ultimos 2 anos.

e Elegivel para transplante alogénico de medula éssea.

e Tratada e acompanhada por pelo menos os ultimos 2 anos em um centro
especializado que mantinha registros médicos detalhados, incluindo

histéria transfusional.

Em ambos os estudos, nos pacientes com beta talassemia dependente de
transfusdo, foram utilizadas células-tronco hematopoiéticas CD34+ autblogas
transduzidas com vetor lentiviral que possui a capacidade de integrar no genoma de
células em divisdo ou ndo, o BB305, capaz de codificar o gene da hemoglobina adulta
e fabricando o medicamento LentiGlobin. Este vetor causa a substituicdo de um
aminoacido T87Q, codificando a HbA e permitindo a quantificacdo precisa da

expressao terapéutica da globina derivada do vetor in vivo (THOMPSON, 2018).

Figura 2 — transducéo células CD34+

CELULAS SELECAO CELULAS CELULAS CD34+

COLETADASDO
PACIENTE CD34+ TRANDUZIDAS

LENTIGLOBIN

Fonte: Thompson, 2018
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Os participantes, primeiramente, passaram por um processo de
condicionamento com o medicamento bulsufano, uma quimioterapia que precede o
procedimento de infusdo das células-tronco (SERPA, 2021), e foram reinfundidas as
células nos pacientes, sendo monitorados para eventos adversos, integracdo de
vetores e niveis de hemoglobina total e HbA, além da necessidade de transfuséo
posterior a infusdo (THOMPSON, 2018).

Os 22 pacientes foram acompanhados dentro de um periodo de 26 meses apés
a infusdo, onde nenhum evento adverso ao medicamento foi observado. Todos 0s
eventos que foram notificados até Ultima publicacdo, ocorreram apés o
condicionamento com bulsulfano, onde dois tiveram doenga hepatica veno-oclusiva,

mas que foram tratadas e nao interviram nos estudos (MAGRIN et al, 2022).

Do total de pacientes, 13 tinham um gen6tipo ndo-B°B°, onde 12 pararam de
receber transfusbes de hemacias apds a terapia, e apresentaram um nuamero de
HbAT™’Q na média de 6g/dL a mediana de hemoglobina total foi de 11,2 g/dL. Em
contrapartida, os 9 pacientes com genétipo B%B° e com homozigose para a mutacéo
IVS1-110, 6 pacientes ndo atingiram a independéncia transfusional, mas reduziram
em média 74% no numero anual de transfusdes comparado com os 2 anos anteriores
a inclusdo do estudo. Além disso, atingiram um nivel de HbA™Q em 4,2 g/dL em
média. Os outros 3 participantes com B%B° gendtipo ou duas copias da mutacéo IVS1-
110, também atingiram a independéncia transfusional no periodo de 14 a 20 meses
pos infusdo génica, e a HbA™Q variou de 6,6g a 8,2 g/dL, e a hemoglobina total de
8,3 a 10,2 g/dL (THOMPSON, 2018).

Fatores como idade, gendtipo e status de esplenectomia ndo pareceram se
relacionar com a expressao génica. No tratamento dos 22 pacientes, 7 expressaram
em média 8 g/dL, da hemoglobina alvo, aproximando dos valores de normalidade,
sendo 3 com gendtipo BYB° ou com a mutacdo grave para IVS1-110, com a
independéncia transfusional ha mais de 1 ano, de quando o estudo foi publicado, e

um numero de copias vetoriais superiores a 0,6 do Lentivirus (MAGRIN et al, 2022).

Estes resultados sugerem que, caso as taxas de transducdo das células

hematopoiéticas possam ser melhoradas, pacientes com beta talassemia major
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dependentes de transfusédo, poderdo alcancar esta independéncia e o aumento da
expectativa de vida (LOCATELLI et al, 2022).

Apés 21 meses de infusdo, foi publicado um estudo onde um paciente
correspondente ao NCT01745120 voltou para as transfusdes, e foi detectado um
quadro de HIV do tipo selvagem, onde o virus mantem sua capacidade normal de
replicacdo. Este foi o Unico caso de HIV publicado a partir desta terapia génica
(MAGRIN et al, 2022).

No histdrico deste paciente, foi relatado que ele estava recebendo 14 episodios
de transfusdo anuais, durante os 2 anos anteriores a inclusédo no estudo. Conforme
os critérios de inclusao, ele testou negativo para HIV — 1 e HIV — 2. O paciente passou
por novas transfusdes pos terapia, durante 3,5 meses, e interrompeu durante 17
meses, onde sua Hb total estava em 9,5 g/dL e sua HbA™’Q em 3,8 g/dL. No 21°, ele
voltou a necessitar de transfusfes mensais, apos queda de 3 meses na Hb total, que
foi de 6 g/dL e HbA™®Q para 2,9 g/dL (HONGENG et al, 2021).

Isso pode ter ocorrido pois o Lentivirus BB305 usado para o tratamento,
também contém sequéncias minimas selecionadas de HIV, mas necessarias para o
empacotamento do genoma viral e a transducéo de células hospedeiras, porém néao
€ um caso convencional, pois este Lentivirus possui menos de 25% do genoma do
HIV (MAGRIN et al, 2022).

Apos 1 més confirmado o diagnostico de HIV, o paciente e apresentava sua
vaga viral em 70 copias por ml, e comecou o tratamento com antirretroviral. 20 meses
ap6s o uso do medicamento, teve sua carga viral diminuida para 40 cépias por mL.
Além disso, o paciente apresentou anemia, quadro comum em casos de HIV, o que
levou a volta de transfusdes sanguineas 1,5 ano apds a terapia génica. Com 6 meses
apos o inicio do tratamento com retroviral, 0 paciente apresentou um aumento nos
niveis de Hb total e, desde seu ultimo acompanhamento, o paciente estava 13,4

meses sem realizar transfusdo (MAGRIN et al, 2022).
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4.2 TNS9.3.55

Um estudo de fase 1, de NCT01639690 (SCARADAVOU, 2012) teve como
objetivo avaliar a seguranca e eficAcia de uma terapia génica, usando células
progenitoras hematopoiéticas CD34+ autélogas transduzidas com o vetor TNS9.3.55.
Dos 10 participantes atuais do estudo, 4 diagnosticados com beta talassemia major,
possuem dados na publicacdo onde entre os pacientes estavam 2 mulheres e 2
homens, com idade entre 18 e 39 anos. Um paciente tinha como genétipo B%/B° e dos
outros trés, um apresentava a mutacao grave IVSI-1 10. Antes da inclusdo no estudo,
0s pacientes recebiam volume médio de transfusdo de 177 — 271 mL/Kg/ano
(BOULAD et al, 2022).

O uso deste vetor tem como mecanismo, transduzir células tronco
hematopoiéticas CD34+, para estas codificarem elementos regulatorios selecionados
onde desempenham funcBes da expressdo génica no mesmo cromossomo da
sequéncia de um gene que ir4 ser transcrito e que assim permitiram a expressao
terapéutica da globina B, levando a capacidade dos eritrécitos de sintetizar beta
globina e elevando a hemoglobina. Foi usado como parametro, a mutagénese
insercional e a geracdo de um Lentivirus competente para a replicagdo, a expressao
de beta globina transduzida pelo gene e a eficacia do protocolo (requerimento de

transfusdes pos transplantes) (BOULAD et al, 2022).

Para o estudo, foram usados o0s seguintes critérios de inclusao:

e Os pacientes devem ter 18 anos ou mais

e Os pacientes podem ser de ambos 0s sexos ou de qualquer origem étnica

e Os individuos devem ter um diagnoéstico confirmado de 3-talassemia major
e terem sido inscritos em um programa de hiper transfusdo com uma
transfusdo anual confirmada de 2100 mL/kg/ano, mas < 200 ml/kg/ano, ou
= 8 transfusdes de sangue por ano durante um periodo minimo de dois
anos.

e Os pacientes ndo devem ter um irmdo compativel com HLA.

e Os pacientes devem estar fora do tratamento com hidroxiuréia (HU) ou
eritropoetina (EPO) durante, pelo menos, trés meses antes da entrada no

estudo.
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e Os pacientes devem ter uma pontuacdo de desempenho de Karnofsky
270% no momento da entrada no estudo.

e Os individuos devem ter valor de ferro hepatico de < 15 mg/g/peso seco

e Os individuos ndo devem ter evidéncia de cirrose do figado.

e Individuos com funcdo pulmonar assintomética baseada no teste de
capacidade de difusdo pulmonar para o monéxido de carbono maior que
50% do previsto.

e Individuos com determinagdo da funcdo renal com base em: creatinina

sérica menor ou igual a 1,5 mg/dL.

Apébs a insercao do gene, foi feito 0 acompanhamento dos 4 pacientes com
talassemia dependente de transfuséo, no periodo de 6 a 8 anos. Este mesmo vetor ja
havia sido testado em dois modelos de camundongos, corrigindo a beta talassemia, e
produzindo um aumento médio de 4 gramas na hemoglobina. Os pacientes passaram
por um condicionamento de intensidade reduzida (RIC), um modelo onde resulta em
citopenias prolongadas, requirindo o suporte com células tronco hematopoiéticas em
doses menores (SCARADAVOU,2012).

ApOGs a mobilizagdo com G-CSF, foram coletadas por aférese, uma média de
16,0 x 108 de células CD34+/kg, e receberam uma dose média de células transduzidas
com o vetor de 9,0 x 10% kg, administradas em duas aliquotas sucessivas. Nenhum
problema de seguranca ou efeito adverso foram relatados, relacionado a terapia ou
ao condicionamento mieloablativo. Neste estudo foi usado o mecanismo RIC, que
diminui a possibilidade de toxidades graves, relacionadas ao uso do bulsufano, onde
foi diminuida neste estudo (BOULAD et al, 2022).

Para a andlise da marcacdo dos genes, foi utilizado o método de PCR
guantitativo na medula 6ssea e no sangue periférico, para medir o nimero médio de
copias de vetor (VCN). 12 meses apoés a infuséo, foi observado um VCN de 0,04
copias na medula 6ssea, e de 0,03 nas células do sangue periférico, com um intervalo
de 0,01 — 0,08. Apds 94 meses foi novamente calculado, apresentando um VCN igual
de 0,03 no sangue periférico, mas com intervalo de 0,01 — 0,11, sendo o mais alto o

paciente mais jovem do estudo e o Unico esplenectomizado (BOULAD et al, 2022).
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Apos o transplante o requisito de transfusdes foi reduzido por um periodo, mas
voltou a ser regular, igualando aos niveis anteriores a terapia. Dois pacientes tiveram
os episodios reduzidos de forma mais duradoura, sendo uma mulher de 18 anos
(paciente 2), com gendtipo B°/B* Esta paciente recebeu um menor nimero de células
CD34+ tranduzidas com o vetor no grupo, e o maior VCN no sangue periférico, de
0,11 no ultimo acompanhamento. Antes da terapia ela recebeu em meédia 214
mL/kg/ano de transfusdo de concentrado de hemécias, tendo uma queda para 101
mL/Kg/ano apés 8 anos do tratamento. O outro paciente (paciente 4), também de 18
anos, e com o mesmo genétipo, recebeu um total de 7,37 x 10° de células CD34+/kg
em duas etapas, e apresentou um VCN de 0,06 no ultimo acompanhamento. Sua
necessidade de transfusdo caiu de 27mL/kg/ano para 145 ml/kg/ano (BOULAD et al,
2022).

Este estudo tornou-se desafiador, pois, ndo era possivel distinguir cadeias 3
enddgenas e as codificadas pelo vetor, intensificando por conta das transfusfes
recebidas pods-tratamento. Devido a esta dificuldade em analisar as cadeias
codificadas pela terapia, analisou-se col6nias hematopoiéticas, com uma coépia do
vetor, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, para estudar a expressao
de globina beta/alfa, em um Unico paciente (paciente 2), que recebeu o menor nimero
de transfusao, e observou-se um aumento da média na expressao da globina beta de
0,11 para 0,39. Além disso, foi feita uma anélise da medula 6ssea, e no més 24 houve
uma diminuigdo no numero de eritroblastos ortocromaticos e reticuldcitos,

acompanhado da queda de necessidade de transfusdes (BOULAD et al, 2022).

Um outro estudo usando vetor lentiviral em células-tronco hematopoiéticas para
tratar a anemia falciforme, utilizou do mesmo mecanismo de condicionamento da
medula, e mostrou-se promissor, com uma marcacao génica aumentada em 2-4x ap6s
6 meses do tratamento. Isso descartou que o baixo numero de cépias por vetor
constatado no estudo, ndo alcancando a independéncia transfusional, foi dada pela
falta de eficiéncia de transdugdo do vetor, sem relacdo com a intensidade do
condicionamento RIC (GRIMLEY et al, 2020).

Por fim, a eficacia da terapia génica néo foi alcancada, onde os 4 pacientes
continuaram recebendo transfusbes de hemécias pés insercdo do gene, devido a

limitacéo de transducao do vetor, sendo comprovado pelo baixo VCN dos 4 pacientes,
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tendo 1 paciente com melhor resposta, um dos pacientes mais jovens e Unico
esplenectomizado, podendo ser discutido se estes foram fatores contribuintes. Com
base em outros estudos, se espera um VCN maior que 0,3 (THOMPSON, 2018) para
alcancar a independéncia, onde no presente estudo foi de 0,15.

4.3 CTX001

Um estudo experimental de fase 2 e 3, de NCT03655678 (VERTEX, 2018),
relatando o caso de dois pacientes tratados com CTX001, um com talassemia
dependente de transfusdo e o outro com doencas falciforme (DF), utilizou células-
tronco hematopoiéticas autélogas modificadas por CRISPR — Cas9, capaz de
direcionar insercdes ou delecbes em um local especifico do DNA gendmico, utilizando
o vetor na regido intensificadoras especifica do BCL11A, para reduzir sua expressao
em células eritroides, restaurar a sintese de y globina e aumentar a produgao de
hemoglobina fetal (BRUSSON et al, 2013).

Figura 3 — Inibicdo da producéo de y globina por BCL11A

Fonte: Frangoul et al, 2021

Neste gene podem possuir polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), uma

variacao genética que afeta uma base na sequéncia do genoma. O BCL11A & um fator
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de transcricdo que reprime a producao da globina alvo e da hemoglobina fetal (BAUER
et al, 2013).

No estudo (VERTEX, 2018), atualmente, possuem 45 participantes inscritos,

dentro dos critérios de inclusao:

e Diagnostico de B-talassemia dependente de transfusdo (TDT) com
histérico de pelo menos 100 mL/kg/ano ou =10 unidades/ano de
transfusdo de concentrado de heméacias nos ultimos 2 anos antes da
assinatura do consentimento ou da Ultima nova triagem para pacientes
submetidos a nova triagem.

e Elegivel para transplante autélogo de células-tronco conforme

julgamento do investigador.

Uma publicacao foi feita dentro deste estudo (FRANGOUL et al, 2021) e ap06s
o relatério dos 2 primeiros participantes, foi administrado em outros oito pacientes, 6
com beta talassemia e 2 com DF, acompanhados por 3 meses. Os outros inscritos no
tratamento ndo tiveram atualizagéo do tratamento (FRANGOUL et al, 2021).

A primeira paciente foi uma mulher, de 19 anos com gendtipo B0/B+, que
recebeu 34 unidades de concentrado de hemacias por ano, e foi feito um
acompanhamento de 21,5 meses apos o tratamento com CTX001. Esta obteve um
aumento no nivel de hemoglobina fetal de 0,3g por decilitro no inicio do estudo para
8,4 no més 3. No més 18 este nimero aumentou para 13,1 g por decilitro. Além disso,
o numero de hemoglobina fetal aumentou de 10,1% para 99,7% ja no més 6, no qual
foi mantido até o més 18 e seu nivel de hemoglobina ficou estavel com 12,1g por
decilitro no més 4, mantendo até sua Ultima visita. Sua ultima transfuséao foi feita apés
30 dias de tratamento (FRANGOUL et al, 2021).

Durante o estudo a paciente apresentou alguns eventos adversos relacionados
ao condicionamento, onde a maioria foi classificado em grau 1 e 2 de gravidade, tendo
2 eventos como graves, iniciados no dia 13: pneumonia com presenca de neutropenia,
o qual foi resolvido no dia 28 e doenca hepética vasooclusiva onde atingiu gravidade
de grau 3, sendo resolvida no dia 39 (FRANGOUL et al, 2021).
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O paciente 2 apresentava anemia falciforme, e obteve um aumento na
hemoglobina fetal, onde no inicio do estudo era de 9,1% e com 15 meses aumentou
para 43,2%, e sua Uultima transfusédo de concentrado de hemacias foi 19 dias apos a
infus&o. Ele apresentou 3 eventos adversos graves, sendo resolvidos (FRANGOUL et
al, 2021).

Nos dois primeiros pacientes envolvidos na terapia, obteve-se um resultado
positivo durante o0 acompanhamento, com altos niveis de hemoglobina fetal, controle
dos eventos adversos e a independéncia transfusional durante o periodo. Por
apresentar limitacbes, como o0 pouco numero de pacientes testados e de
acompanhamento, o estudo cadastrado na plataforma Clinical trials est4d sendo
realizado com 30 participantes, para poder analisar melhor o perfil do uso de CRISPR-
Cas9 utilizando o vetor CTX001 para pacientes beta talassemicos a longo prazo
(FRANGOUL et al, 2021).

4.4 GLOBE

O estudo de NCT02453477 (AIUTI et al,2015) utilizou células tronco
hematopoiéticas administradas de forma intradssea, transduzidas com o vetor
GLOBE, capaz de codificar o gene da beta globina, em 3 adultos e 6 criangas com

Beta talassemia major (AIUTI et al,2015).

O vetor lentiviral GLOBE contém o gene da beta globina sob o controle de um
promotor minimo, ou seja, uma regido do DNA que contém sequéncias de
nucleotideos que controlam a transcricdo de um gene. Ele é chamado de "minimo"
porque contém apenas as sequéncias essenciais necessdrias para iniciar a
transcricdo do gene que € inserido nas células progenitoras hematopoiéticas dos

pacientes com beta talassemia (ROSELI et al, 2010).

O intuito de administrar de forma intradssea, foi direcionar diretamente para a
regido da medula éssea, evitando assim a perda de células em 6rgaos nao-alvo,
comprovado por imagens bioluminescente e com recuperagdo hematopoiética
precoce e a longo prazo, comprovado em um estudo anterior feito com camundongos
(FRITTOLI et al, 2010).
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Os critérios de incluséo para o estudo foram:

e Qualquer genotipo de beta talassemia dependente de transfusdo, onde a
dependéncia é definida como receber 2 8 transfusbes de sangue por ano
durante um periodo minimo de 2 anos.

¢ indice de Karnofsky ou Lansky > 80%.

e |dade = 3 anos e < 65 anos.

e Funcdes cardiaca, renal, hepética e pulmonar adequadas.

e Triagem trombolitica de baixo risco e histéria negativa de eventos
trombaoticos prévios significativos.

e Para todos os doentes em idade reprodutiva, concordancia em utilizar
meétodos contraceptivos altamente eficazes e adequados durante a fase
de tratamento e durante, pelo menos, 12 meses apés a administracdo de
medicamentos .

e Disponibilidade de uma histéria transfusional adequada e bem
documentada e fornecer o registro transfusional detalhado dos 6 meses

anteriores a fase de intervencéo.

Foi analisado quantitativamente via PCR, o numero de cépias de vetor (VCN)
em células CD34+ nos participantes. Em adultos notou-se que este marcador atingiu
seu pico no segundo ao terceiro més, diminuindo e estabilizando em uma mediana de
0,50 a partir do més 12. Sobre a necessidade de transfusao, foi reduzida entre os
participantes, onde o paciente 1 ficou sem receber durante 9 meses, e apds este
periodo, recebeu em quantidade e frequéncias menores que antes do estudo. Os
outros dois adultos continuaram recebendo concentrado de hemécias ap6s o estudo,
mas em quantidades menores. Entre o grupo das criangas, o resultado foi mais
promissor, com uma mediana de VCN foi de 1,19, onde 3 delas receberam a ultima
transfusdo logo apds a transfusdo. Acredita-se que o resultado clinico superior em
pacientes pediatricos se deve a capacidade de repovoamento das células tronco
hematopoiéticas e devido a funcdo da medula 0ssea ser prejudicada durante o
envelhecimento. (ROSELI et al, 2010).



37

Grafico 3 — quantidade de participantes totais e dos que atingiram a independéncia
transfusional
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5. DISCUSSAO

A terapia génica vem sendo estudada e ampliada em ensaios clinicos para
pacientes com doengas oncohematologicas. Aqui avaliamos 7 estudos disponiveis na

plataforma Clinical trials, e com publicacdo no PubMed, utilizando 4 vetores diferentes.

Em resumo, os avancos na terapia génica tém mostrado promissoras
perspectivas no tratamento de doencas oncohematolégicas. Nossa analise abordou
sete estudos clinicos que utilizaram quatro vetores diferentes, destacando a
importancia do numero de coépias por vetor (VCN) como um indicador da eficacia
terapéutica. Os resultados sugerem que o VCN esta relacionado com o tipo de
mutacdo presente nos pacientes, evidenciando diferencas significativas na
independéncia transfusional entre genotipos distintos. Entre as terapias estudadas, foi
observado um menor VCN nos pacientes da terapia baseada no vetor LentiGlobin
BB305 mostrado nos estudos NCT0215152 (MAGRIN et al, 2022), NCT01745120
(THOMPSON et al, 2018), NCT02633943 e NCT02906202(LOCATELLI et al, 2022),
com um valor de 0,3 e o maior valor foi de 1,19, encontrado entre as criangas do
estudo GLOBE, conforme mostrado no estudo NCT02453477 (AUITI et al, 2015).

Acredita-se que esse valor superior aos outros estudos, deve-se a capacidade
de repovoamento das células tronco hematopoiéticas e a funcdo da medula 6ssea,
gue pode ser prejudicada durante o envelhecimento. Este resultado mostrou uma
eficacia no tratamento da beta talassemia, com o uso do vetor, e pode ser usado de
base para estudos futuros (ROSELI et al, 2010).

O estudo utilizando CTX001 n&o se baseou no VCN, e sim nos valores de
hemoglobina total e fetal, onde apds a administracdo do vetor, os pacientes
apresentaram aumentos substanciais nos niveis de hemoglobina fetal, indicando que
estas células editadas foram mantidas de forma duravel, permitindo concluir que o
CTX001 mimetiza o fenétipo da hemoglobina fetal (FRANGOUL et al,2021).

Relacionando-se este nimero com a quantidade de individuos que atingiram a
independéncia transfusional, obteve-se uma relacéo entre o VCN e o0 tipo de mutagao
encontrada. No estudo do LentiGlobin BB305, dos 13 pacientes com genoétipo nao

BO/BO, apresentaram Hb de 9g/dL e alcancaram a independéncia transfusional,
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enguanto 9 pacientes com gendétipo BO/BO ou mutacgéo 1VSI-110, apenas 3 atingiram
a independéncia (MAGRIN et al, 2022).

Utilizando o vetor TNS9.3.55, nenhum participante atingiu a independéncia.
(BOULAD et al, 2022), mas observou-se que a melhor resposta foi no individuo mais
jovem com gendtipo BO/B+, e que comparando com o estudo GLOBE, onde entre 6
criancas, 3 pararam de receber transfusdes e entre os 3 adultos, as quantidades foram
diminuidas, mas nao eliminadas, confirma a hipétese de que a idade € um dos fatores

relevantes para a eficacia das terapias génicas (MARKTEL et al, 2021).

A paciente portadora de talassemia BO/B+, submetida ao tratamento com
células CD34+ editadas por CRISPR-Cas9 utilizando o vetor CTX001, demonstrou
alcancar independéncia transfusional apés um periodo de 30 dias de terapia. Este
resultado é congruente com o observado no paciente com anemia falciforme
submetido ao mesmo tratamento. Contudo, é imprescindivel destacar que este estudo
apresenta severas limitacfes, exigindo, portanto, a realizacdo de ensaios clinicos
adicionais a fim de se obter uma avaliacdo mais robusta da eficacia do procedimento
terapéutico (FRANGOUL et al,2021).
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