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RESUMO
A doenca falciforme apresenta-se em 60 a 100 mil brasileiros, e foi descrita
inicialmente em 1910, ocasionada pela mutagdo em homozigose c.20A>T, no gene
da beta-globina humana (HBB) localizado no cromossomo onze, levando a
substituicdo do Acido Glutamico (Glu) por uma Valina (Val) no sexto aminoacido da
beta globina. Essa substituicdo produz uma molécula denominada hemoglobina S
(HbS) alterando a morfologia da hemacia para a forma de foice, o que dificulta o
transporte de oxigénio no corpo e ocasiona a obstru¢do dos vasos sanguineos. Os
tratamentos convencionais e rotineiros consistem na utilizacdo de Hidroxiureia e
transfusdo de sangue, no entanto, as complicacdes agudas ndo sdo totalmente
eliminadas, e os quadros podem ser agravados devido a aloimunizagdo em prol de
multiplas transfusGes. Dessa forma, o transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas torna-se a Unica terapia curativa, todavia, poucos pacientes Sao
elegiveis, além da baixa disponibilidade de doadores compativeis, tornando
indispensavel que uma técnica menos invasiva e mais abrangente seja
desenvolvida. A terapia génica tornou-se alvo de estudos com o principio de realizar
modificacdes pontuais no genoma humano, por meio da correcdo de genes
mutados. No mundo foram encontrados 40 protocolos clinicos na base de dados
ClinicalTrial.gov, em que os editores CRISPR/Cas9, ZFN e TALEN sdo empregados
em ensaios in vitro para avaliagdo da capacidade de corre¢gdo da mutagdo no gene
da HBB em culturas de células tronco hematopoiéticas. Conforme observado no
protocolo NCT03745287 conduzido pela Vertex Pharmaceuticals Incorporated,
iniciado em 2018, o CRISPR/Cas9 foi utilizado com o objetivo de induzir os niveis de
HbF, por meio da edi¢cdo em células-tronco hematopoiéticas e progenitoras, do gene
BCL11A, um fator repressor da producdo de HbF. Essa estratégia, uma vez que
comparada as demais técnicas génicas, mostra-se mais eficiente na corregéo
monoalélica, ocorrendo a remissdo da doenca falciforme. A implementacdo dessa
técnica deve ser analisada em prol do custo-beneficio, auséncia de

histocompatibilidade obrigatoria e reducéo de manifestacdes clinicas graves.

Palavras-chave: Doenca falciforme, tratamento, aloimunizacao, terapia génica.



ABSTRACT
Sickle cell disease is present in 60 to 100 thousand Brazilians, and was first
described in 1910, caused by a homozygous mutation, c.20A>T, in the human beta-
globin (HBB) gene located on chromosome eleven, leading to the substitution of
Glutamic Acid (Glu) for a Valine (Val) in the sixth amino acid of the beta globin. This
substitution produces a molecule called hemoglobin S (HbS), changing the
morphology of the red blood cell to a sickle shape, making it difficult to transport
oxygen throughout the body and causing blockage of the blood vessels. The
conventional and routine treatments consist of the use of Hydroxyurea and blood
transfusion, however, the acute complications are not totally eliminated, and the
conditions can be aggravated due to alloimmunization in favor of multiple
transfusions. Thus, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation becomes the
only curative therapy; however, few patients are eligible, besides the low availability
of compatible donors, making it essential that a less invasive and more
comprehensive technique be developed. Gene therapy has become the target of
studies with the principle of making punctual modifications to the human genome by
correcting mutated genes. Worldwide 40 clinical protocols were found in the
ClinicalTrial.gov database, in which CRISPR/Cas9, ZFN and TALEN are employed in
vivo trials to evaluate the ability to correct the mutation in the HBB gene in
hematopoietic stem cell cultures. As noted in protocol NCT03745287 conducted by
Vertex Pharmaceuticals Incorporated, initiated in 2018, CRISPR/Cas9 was used with
the goal of inducing HbF levels by editing in hematopoietic stem and progenitor cells
the BCL11A gene, a factor repressing HbF production. This strategy, once compared
to other gene techniques, shows to be more efficient in monoallelic correction, with
remission of sickle cell disease. The implementation of this technique should be
analyzed in terms of cost-benefit, absence of obligatory histocompatibility and

reduction of severe clinical manifestations.

Keywords: Sickle cell disease, treatment, alloimmunization, gene therapy.
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1. INTRODUCAO

A anemia é definida como a deficiéncia de suprimento de oxigénio para
os tecidos do organismo, seja pela diminuicdo de glébulos vermelhos e/ ou da
taxa de hemoglobina (AZEVEDO, 2019). Trata-se de um problema de saude
publica, o qual esta relacionado a diversos fatores culturais e socioeconémicos,
sendo estimado que atinja 27% da populacdo mundial e, no Brasil, 10% da
populacdo (MACHADO et al, 2019).

Como consequéncia da anemia, obtém-se o desequilibrio entre a
producdo e a destruicdo dos globulos vermelhos, sendo necessario uma
adaptacdo na producdo medular. Pode estar relacionada a fatores como perda
de sangue, insuficiéncia da medula 6ssea, deficiéncia nutricional e destruicdo
aumentada, caso das Anemias Hemoliticas (ZAGO, FALCAO, PASQUINI,
2013).

Dentre as anemias mais recorrentes, pode-se citar a Anemia Falciforme,
uma beta hemoglobinopatia hereditaria, a qual conta com a presenca de uma
hemoglobina anormal (HbS), decorrente da mutacdo no gene, que codifica a
cadeia beta globina, e ocasiona em alteracdes estruturais da molécula,
havendo a substituicdo de uma base nitrogenada no DNA, modificando o cédon
GAC para GTC no RNAmM (RNA mensageiro); isso gera a troca de um &cido
glutdmico (Glu) pela valina (Val), na posicdo numero 6 da cadeia beta
(AZEVEDO, 2019).

Os genes das globinas ao serem alvo de alterac6es moleculares simples
ou complexas podem sofrer consequéncias funcionais, devido ao tipo de lesao
molecular ou o local afetado, provocando supresséo da sintese ou reducao do
ritmo de producdo de cadeias com alteracdes estruturais variadas (ZAGO,
FALCAO, PASQUINI, 2013).

Essa mutagéo leva a deformidades nas hemacias, as quais adquirem o
formato de foice e ocorrem sobretudo sob condicbes de baixa oxigenacao,
causando obstrucdo na microcirculagcdo, em prol do acumulo de eritrocitos
falcizados e, consequente lesdo tecidual (FERREIRA, GOUVEA, 2018).

Os achados mais frequentes e caracteristicos na anemia falciforme sao

as crises dolorosas, anemia, febre, acidente vascular cerebral, Ulceras de
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pernas, ictericia, dentre outros, os quais podem se destacar logo na segunda
metade do primeiro ano de vida (AZEVEDO, 2019).

N&do h& tratamento especifico para a anemia falciforme, no entanto
medidas preventivas podem ser seguidas com o objetivo de minimizar as
consequéncias da anemia, sendo fundamental o diagndstico e terapéutica
precoce; as transfusbes sanguineas devem ser utilizadas em casos
excepcionais e uso de antibidticos e anti-inflamatério € recomendado para
amenizar dores e quadros infecciosos (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

Dentre os pacientes portadores de doenca falciforme, 50% recebem
transfusdo de concentrado de hemacia em algum estagio da vida, tendo como
objetivo melhorar a capacidade de transporte de oxigénio e o fluxo de sangue.
Todavia, os pacientes que recebem transfusdo de forma crénica, tem como
consequéncia a aloimunizagcdo, uma complicacdo que contribui para o
aumento das comorbidades da doenca (KATO et al., 2018).

Atualmente, a Unica terapia curativa disponivel para pacientes
falciformes é o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH), com o
objetivo de restabelecer uma hematopoese normal e eliminar as hemacias
falcizadas, que causam obstru¢des vasculares. Entretanto, 5 a 10% dos
pacientes transplantados morrem devido a complicagdes, como a doenca do
enxerto contra o hospedeiro (DECH) (FERREIRA, GOUVEA, 2018).

A Hidroxiureia (HU) é utilizada com o objetivo de elevar os niveis de
hemoglobina fetal, tendo como consequéncia a diminuicdo do quadro clinico.
Apesar dos resultados benéficos observados no perfil laboratorial, seu uso
tornou-se questionavel devido a toxicidade quando utilizada por longo prazo
(SILVA, SANTOS, 2021).

Além dos tratamentos convencionais ja utilizados, a aplicabilidade da
terapia génica CRISPR, sigla para Conjunto de Repeticdes Palindromicas
Curtas Regularmente Espacadas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) e Cas9, Proteinas Associadas-9 (Associated Proteins-9)
para o tratamento de Anemia Falciforme estd sendo estudada e testada. Seu
mecanismo reconhece o material genético invasor, clivando-o em pequenos
fragmentos e o integra em seu préprio DNA. Em uma segunda infeccéao pelo
agente ocorre a transcricdo do locus CRISPR e o processamento de CRISPR

RNA (crRNA), que determina a sequéncia de corte do DNA alvo, ocasionando
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na formacédo de complexos com as proteinas Cas, as quais reconhecem o0s
acidos nucleicos incomuns e finalmente o destroem (MARRAFFINI,
SONTHEIMER, 2010).

CRISPR/Cas9 é uma técnica com grande potencial a ser explorado,
devido a sua precisdo e por possuir um custo relativamente menor em
comparacao as demais técnicas (SANTOS et al., 2016). Apesar de ser alvo de
discussdes éticas, essa terapia vem sendo apoiada principalmente ao ser
mensurado seu uso em doencas com desordens graves, e seu apoio vem
crescendo gradativamente devido aos desenhos experimentais realizados e 0s
retornos positivos obtidos (GONCALVES, PAIVA, 2017).
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2. OBJETIVO

Realizar um levantamento bibliografico em bases de dados e bibliotecas
cientificas, sintetizando e discutindo a aplicagdo inovadora da terapia génica no
tratamento da anemia falciforme, além de analisar os protocolos clinicos que

estdao em andamento.
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3. METODOLOGIA

Este trabalho consiste em um estudo descritivo em forma de revisao
bibliografica. Foram realizadas pesquisas em bases de dados e bibliotecas
cientificas, tais como Pubmed, Scielo e Nature, e levantamento de dados
epidemioldgico no Clinical.Trials.gov, utilizando palavras-chave como “Anemia
Falciforme”, “Terapia Génica”, “Tratamento”, “‘CRISPR/Cas9” e
“‘Aloimunizacédo”. Ao todo, foram utilizados 90 trabalhos, entre livros e artigos
cientificos de revisdo, dos quais as informacBes utilizadas foram
cuidadosamente selecionadas, priorizando trabalhos mais recentes e néo

restritos apenas a lingua portuguesa, a fim atender ao objetivo do trabalho.
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4. DESENVOLVIMENTO
4.1. Hemoglobina
A hemoglobina (Hb) é constituida por uma molécula heme formada por
quatro nucleos pirrélicos, contendo em seu centro um atomo de Fe++; e uma
porcdo protéica chamada globina, sendo formada por dois pares de cadeias
polipeptidicas que possuem cerca de 140 aminoacidos cada, as quais nao
possuem ligacdes covalentes entre si e estdo dispostas na forma de um

tetramero em conformacéo helicoidal (Figura 1) (KATO et al., 2018).

Figura 1 - Estrutura da molécula de Hemoglobina
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Fonte: Benfato, 2007. Estrutura da molécula de hemoglobina, proteina de estrutura globular

e guaternaria composta por quatro cadeias polipeptidicas e o grupo prostético.

Pode ser encontrada de diversas formas, estando presente em 95 a 98%
da populagado na forma de HbA1 (a2p2), de 2,5 a 3% como HbA2 (a282) ou
também, de 0 a 2% da populagdo como HbF (a2y2) (VRETTOU et al., 2018).

A hemoglobina fetal (HbF) esta presente na fase embrionaria e fetal,
sendo gradualmente substituida pela HbA, até os seis meses de idade, em que
ocorrera a maturacao total dos eritrécitos. Na Figura 2 é possivel verificar o
desenvolvimento das hemoglobinas no periodo pés-natal e pds-nascimento
(AZEVEDO, 2019).
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Figura 2 — Diferenciacdo das hemoglobinas
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Fonte: King, 2014. Representacdo do desenvolvimento das hemoglobinas desde o
desenvolvimento embrionario até as primeiras semanas de vida.

Ao passo que ocorre a maturacdo dos eritrocitos, sera possivel
identificar a hemoglobina humana (HbA - a2p2), a qual contém duas cadeias
alfas (a) e duas cadeias betas (). As alfas possuem 141 aminoacidos com
valina-leucina na sequéncia terminal, e as betas possuem 146 aminoacidos
com valina-histidina-leucina como sequéncia terminal. Ao ser modificada a
sequéncia dos aminoacidos e suas interacdes, devido a mutacdes genéticas,
havera alteracbes na carga da hemoglobina e de sua fungdo no organismo,
como elasticidade eritrocitéria e afinidade com o oxigénio (AZEVEDO, 2019).

A afinidade pelo oxigénio ndo depende apenas de fatores estruturais da
molécula, havendo mecanismos de regulacdo externa, sendo estes o pH,
pressao parcial do gas carbénico (pCO2) e o 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). A
interacdo do 2,3-BPG com a hemoglobina ocorre apenas quando se encontra
desoxigenada, resultando na diminuicdo da afinidade pelo oxigénio
(STEINBERG, 2009).

A curva de dissociacédo (Figura 3) facilita a oxigenacdo nos niveis de
presséo parcial de O2 nos pulmdes, e a liberacdo de oxigénio para os tecidos
periféricos dependem de pressdo parcial, acarretando no afastamento das
cadeias betas da globina e na entrada do 2,3 BPG na bolsa central, resultando
em desoxi-hemoglobina. Ja nos pulmdes, a ligacdo com oxigénio aproxima as
cadeias beta e 0 2,3 BPG é liberado, permitindo maior afinidade do oxigénio a

hemoglobina, formando assim a oxi-hemoglobina (RAMOS, 2017).
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Figura 3 - Curva de dissociacdo da Hemoglobina
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Fonte: Autoria prépria. Curva de saturagéo e dissociagdo do oxigénio (O2) em relagdo aos
fatores temperatura, pH, CO2 e 2,3-BPG.

4.2. Sintese da Hemoglobina

No adulto sdo formados e destruidos cerca de 8 gramas de hemoglobina
diariamente, sendo 1g Hb equivalente a 1,3 mL de oxigénio. Sua sintese inicia-
se apls o pro eritroblasto, aumentando conforme maturacdo até a fase de
reticulocito, sendo responsavel por 35% da producdo total de hemoglobina
(KOURY et al., 2013).

A normalidade da sintese depende de suprimento adequado de ferro,
sintese das protoporfirinas e sintese da globina. A transferrina encaminha o
ferro até os precursores eritréides, em que se ligard ao receptor da transferrina
na membrana das células eritroblasticas e serd endocitado para o interior da
mitocondria, unindo-se a protoporfirina, o que dara origem ao heme
(ANDERSON et al., 2009).

A sintese da globina ocorre nos ribossomos e inicia-se por meio da
expressdo de genes estruturais herdados; o gene alfa e zeta estdo no
cromossomo 16 e os demais no cromossomo 11, e cada um apresentara como
produto um tipo de cadeia de globina que varia de acordo com o
desenvolvimento do organismo. As cadeias se agrupam em pares, originando
diferentes tipos de hemoglobinas, que podem ser divididas em embrionarias e
adultas (HO, THEIN, 2000).
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Diferente da globina, a sintese do heme ocorre na mitocéndria, sendo
constituido pela protoporfirina 1X, que se diferencia das demais em razéo das
cadeias laterais de carbono presente em seus anéis pirrolicos. A formagéo final
do heme se d&a por um anel tetrapirrdlico contendo um atomo de ferro no seu
interior (FAIRBANKS, BEUTLER, 2001).

A ligacao covalente entre o heme e a globina ocorre entre a histidina da
cadeias polipeptidicas e o radical propil dos anéis pirrélicos. O ferro se liga a
globina por meio da histidina, sendo responsavel por carregar uma molécula de
oxigénio por meio de uma ligacao fraca com a histidina distal, originando a oxi-
hemoglobina (AZEVEDO, 2019).

4.1.2. Aspectos Moleculares da Hemoglobina

Os genes da globina possuem trés éxons, regides codificantes, e dois
introns, regides ndo codificantes; ambos sdo copiados do DNA para o RNA na
transcricdo, mas durante o processamento do RNA, o0s segmentos
correspondentes aos introns sdo removidos, restando apenas 0s éxons, sendo
esse processo conhecido como splicing. Ao final do RNA é acrescentada uma
sequéncia de adeninas, a qual proporcionara estabilidade ao mRNA (Figura 4)
(HOFFBRAND, MOSS, PETTIT, 2008).

Figura 4 - Formacéo dos genes da globina
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Fonte: Zago, 2013. O DNA que contém o gene de globina é transcrito em RNA precursor (A)
que contém regibes codificadoras (éxons) as nao codificadoras (introns). A seguir (B) os intron
sdo removidos (splicing), originando (C) uma sequéncia codificadora continua. O RNA é entédo
modificado pela adicdo (D) de uma cauda poli-A e do cap, formando o RNA mensageiro

(mRNA) maduro, na parte inferior da figura.

Existem sequéncias importante para que o0 processo de transcricao
ocorra, sendo essas: ATAA (ATA-box ou TATA-box), sinalizando o ponto onde
a RNA-polimerase fixa-se a fita de DNA, desespiralizando-a e iniciando a
transcricdo; CCAAT e CACCC (CAT-box proximal e distai) pontos de
reconhecimento da RNA-polimerase; e GATA, um sitio de ligagao de fatores de
transcrigdo chamados GATA-1 a GATA-4, que controlam muitos genes expres-
sos em células eritroides (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

No processo de sintese da hemoglobina, ocorre a producéo de globinas
alfa e beta, juntamente com seus respectivos grupos heme, de forma
equilibrada, resultando em hemoglobinas normais A, em maior quantidade e,
em menor quantidade de A2 e Fetal. Alteracdes moleculares ocasionam em
desequilibrio na producdo das cadeias globinicas, e, consequentemente,
ineficacia na producéo dos eritrocitos (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

O gene da cadeia B estd no brago curto do cromossomo 11; o gene €
(epsilon) é ativo durante o desenvolvimento embrionario, enquanto o gene y
(gama) predomina durante o desenvolvimento fetal, produzindo a HbF,
enquanto os genes © (delta) e B sao ativos no desenvolvimento da
hemoglobina adulta. Ja o gene da cadeia a esta localizado no brago curto do
cromossomo 16, sendo necessario para a sintese de hemoglobinas presentes
na fase fetal e na fase adulta, mantendo a estabilidade da molécula de
hemoglobina (HARMENING, 2015).

Em ambos 0s genes existe uma regido que controla a atividade genética
de cada dominio, permitindo a ligacado dos fatores de transcricdo, sendo LCR
(Locus Contro Region) e HS40 encontrados, respectivamente, no gene de 3 e
a-globina, os quais favorecem a ligacdo de fatores de transcricdo e sua
expressao (HOFFBRAND, MOSS, PETTIT, 2008).
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4.3. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias séo alteracdes estruturais e funcionais
ocasionadas devido a mutacdes no gene que codificam as cadeias de globinas
alfa (a) e beta (B), comprometendo assim a fun¢cdo desempenhada pela
hemoglobina nos eritrgcitos. Divide-se em dois principais grupos, a talassemia
e as hemoglobinas variantes (NAOUM, 1997).

Em geral as mutagdes das hemoglobinas sdo raras e silenciosas
clinicamente, sendo detectadas no laboratério, uma vez que nao produz
alteragao funcional ou da estabilidade da molécula a ponto de produzir
sintomas clinicos (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

Conforme a Organizagdo Mundial da Saude, estima-se 0 nascimento
anual de cerca de 330 mil criangas com hemoglobinopatias, sendo 270 mil com
doencga falciforme (DF) e 60 mil com talassemias. Os disturbios hereditarios
das hemoglobinas constituem problemas de saude publica em 160 dos 230
paises mundiais (71%) (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

Segundo o estudo de Rosenfeld et al., 2019, foram coletados 8.952
exames na populacdo adulta brasileira, sendo que 3,7% da populacao
apresenta hemoglobinopatia; em 2,49% encontrou-se o traco falciforme, em
0,8% suspeitou-se de talassemia maior, em 0,3% de talassemia menor, em
0,04% de serem portadores de HbC e em 0,03% de HbF.

A talassemia foi descoberta na regido do Mar Mediterraneo, e
atualmente, possui maior incidéncia em locais com grande fluxo migratorio,
como Estados Unidos, Canada, Brasil, india entre outros. Essa
hemoglobinopatia decorre da mutacdo nos genes alfa ou beta, promovendo a
reducdo ou auséncia de uma ou mais cadeias de globina, sendo classificada
conforme a cadeia a qual teve sua sintese comprometida (ROSA et al., 2012).

Conforme DOMINGOS et al., 1997, as hemoglobinas variantes séo fruto
de alteracdes do gene estrutural, promovendo a formagcédo de hemoglobinas
com caracteristicas bioquimicas diferentes das hemoglobinas normais.

Nesse grupo destaca-se a HbS, forma homozigota para a Anemia
Falciforme, caracterizada como a hemoglobinopatia de maior significancia
clinica. O gene da HbS pode entdo combinar-se com outras anormalidades
hereditarias das hemoglobinas, como hemoglobina C (HbC), hemoglobina D

(HbD) e hemoglobina E (HbE), ocasionando em arranjos sintomaticas,
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denominados, respectivamente, hemoglobina SC, hemoglobina SD e
hemoglobina SE (SOARES et al., 2017).

4.2.1. Doenca Falciforme

A doenca falciforme € um termo usado para determinar um grupo de
alteracdes genéticas caracterizadas pelo predominio de HbS, sendo descrita
por Herrick inicialmente em 1910, originaria na Africa vindo para a América
através do comércio de escravos, disseminando-se heterogeneamente pelo
Brasil até metade do século XIX, sendo possivelmente responsavel por casos
de morbidade e mortalidade por milhares de anos (HERRICK, 1910).

Trata-se de uma anemia hemolitica cronica e hereditéria, caracterizada
por uma hemoglobina anormal, que ao ser desoxigenada torna-se insoluvel e
no formato de foice, o que impede seu fluxo nos vasos sanguineos
(FIGUEIREDO, 2014).

4.2.2. Incidéncia e hereditariedade da Doenca Falciforme

Transmitida por um gene semidominante, o qual pode se manifestar em
homozigose (HbS/HbS), ou seja, a pessoa apresenta anemia falciforme (AF),
uma vez que recebe de cada um dos pais um gene para hemoglobina S, sendo
de maior manifestacdo clinica. Pode também se apresentar na forma de
heterozigose (HbS/HbA), a qual se da pela combinacdo dos genes de ambas
as hemoglobinas A e S, sendo assim o individuo portador de traco falciforme,
conforme representado na Figura 5 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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Figura 5 - Presenca da Doenca Falciforme
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Fonte: Autoria prépria. Representagdo da manifestacdo da Doenca Falciforme, a depender

do gendtipo dos pais.

A incidéncia mundial de DF é mais elevada na Africa Subsaariana,
representando aproximadamente 75%, ja no Brasil, conforme dados obtidos do
Ministério da Saude, 60 a 100 mil brasileiros convivem com o0s casos de
doenca falciforme, sendo distribuida de forma heterogénea, dependendo da
regido e da composicdo étnica da populacdo. A DF predomina entre negros e
pardos, apresentando maior incidéncia na regido Norte e Nordeste estando
entre 6 a 10%; enquanto na regido Sul e Sudeste a prevaléncia € menor, de 2 a
3%. No Sudeste, a prevaléncia média de heterozigotos é de 2%, valor que
sobe a cerca de 6-10% entre negros. Estima-se que ha mais de 2 milhdes de
portadores do gene da HbS, somente no Brasil, e que mais de 8.000 sao
afetados com a forma homozigota (MELNIKOF, ALUSI, SANTOS, 2021).

A expectativa de vida de pacientes portadores do traco falciforme se
assemelha ao da populacéo geral. Ao contrario dos pacientes com AF (HbSS),
os individuos com trago falciforme ndo apresentam sintomas fisiol6gicos nem
alteracdes hematoldgicas, devido a concentracdo de HbA mais elevada que
HbS, reduzindo assim as chances de complicagcbes clinicas; alguns sinais
clinicos sdo manifestados somente sob condi¢des que propiciem o processo de
falcizacdo, como hipdxia, acidose e desidratacdo (WARE et al., 2017).
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A DF esta ligada a descendéncia de populacbes originarias
principalmente da Africa subsaariana, e também da india, da Arabia Saudita e
de paises mediterraneos. Atualmente, encontra-se presente em grande parte
da populacdo mundial em prol do crescente fluxo migratério e a miscigenacéo
dos negros (GONZALEZ, 2017).

Figura 6 - Niomero de nascidos com Doenca falciforme em 2015
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Fonte: Adaptado de Kato, 2018. Prevaléncia de nascidos com Doenga falciforme por

100.000 nascimentos no mundo em 2015.

Segundo o Programa Nacional de Triagem Neonatal do Ministério da
Saude (PNTN), estima-se, por ano, o nascimento de 700-1.000 novos casos

anuais de doencas falciformes no pais (Figura 6).

4.2.3. Variantes da Doenca Falciforme

Segundo a Linha de cuidados em Doenca Falciforme de 2021,
desenvolvida pela Secretaria Municipal da Saude de Sdo Paulo, as variantes
da DF incluem a Anemia Falciforme (HbSS), o traco falciforme (HbAS), as
associacdes de HbS com outras variantes de hemoglobinas, como, HbD, HbC,
e as interagcbes com talassemias (HbS/ B°talassemia, HbS/B+talassemia,
HbS/a talassemia).

A HbC possui uma alteragdo estrutural da cadeia B, resultante da
mutagédo no coédon B6, assim como a HbS, ocorrendo a substituicdo de GAG
para AAG, em que o acido glutdmico é substituido por lisina. O HbSC néo
possui a capacidade de formar polimeros, ndo participando assim na formacéao
de polimero desoxi-HbS, reduzindo assim o potencial de falcizacdo da
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hemacia, e consequentemente, possuird uma condicéo clinica benigna, apesar
de possuir quase todas as complicacbes presentes na doenca falciforme
(ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

Além dessas variagdes mais comuns, tem-se também a HbD, HbE, HbM
e HbO, com menor frequéncia populacional. As duas primeiras sofrem
substituicdo na cadeia 3 e do acido glutdmico, mudando somente a posi¢ao e o
aminoacido, e as duas ultimas sao exemplos de substituicdo da cadeia a
(SOARES et al., 2017).

4.2.4. Patofisiologia

Na Figura 7 pode-se observar uma representacdo esquematica da
doenca falciforme, ocasionada pela mutacdo c.20A>T em homozigose no gene
da B-globina humana (HBB), em que ocorre uma alteracdo do cédon de GAG
para GTG, resultando na substituicdo do acido glutamico (Glu) por um
aminoacido valina (Val) na sexta posi¢cao do gene, no cromossomo onze. Esta
substituicdo produz uma molécula de hemoglobina anormal chamada
hemoglobina S (HbS) (NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

Figura 7 - Mutagao ¢.20A>T no locus da B-globina
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Fonte: Autoria propria. A hemoglobina normal A (HbA) é formada por duas subunidades a-
globina e dois subunidades de -globina. Na HbS ocorre a substituicdo adenina-timina, o que

resulta na troca acido glutamico por valina na posi¢do 6 na cadeia p-globina.
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A substituicdo de aminoacidos presente na HbS modifica a carga elétrica
da molécula, pois a valina € um aminoacido de carga neutra e 0 acido
glutamico apresenta carga negativa (PAULING et al., 1949).

Essa troca abala a estrutura da molécula, em que o acido glutamico
auxilia no afastamento das moléculas de hemoglobina desoxigenada, as quais
se tornam agregados insoluveis no sangue indicando assim o impedimento do
fluxo sanguineo. E a entrada de valina favorece a polimerizacao e a formacao
de tactdides sob condi¢Bes de baixo teor de oxigénio. Os tactdides sao rigidos
cristais capazes de deformar o eritrocito, fazendo com que assuma a forma de
foice e ocasionando em quadros de hemodlise intravascular (FIGUEIREDO,
2014).

No estado oxigenado, a molécula de HbS ¢é soluvel, e nesta
conformacao estrutural as globinas estdo mais separadas. No entanto, ao ser
desoxigenada, a molécula de HbS torna-se alongada e as globinas aproximam-
se. Essa mudanca de conformagédo favorece o contato entre as regides da
desoxiemoglobina, o que ndo é possivel no estado oxigenado; logo, varios
tetrameros de HbS se unem e geram longos polimeros, alterando a morfologia
do eritrocito para a forma de foice (Figura 8) (ZAGO, FALCAO, PASQUINI,
2013).

Figura 8 - Representacdo esquematica da Doenca falciforme
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Fonte: Autoria propria. Fisiopatologia da anemia falciforme. A mutagdo no 62cédon
do gene da B globina, leva a formagédo de uma hemoglobina anémala, a HbS, que pode sofrer
polimerizacéo reversivel quando desoxigenada. O polimero falciforme danifica a hemacia e

produz danos irreversiveis a membrana, diminuindo sua vida util.
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Ao perder seu formato discéide, consequentemente, a funcionalidade da
bomba de sodio e potassio é prejudicada, havendo perda de potassio e agua, e
0 aumento intracelular de calcio, o que torna os eritrocitos mais densos e
favorecendo o aumento de cristais de HbS e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

Essas alteracbes morfologicas e fisico-quimicas interferem na
permeabilidade celular, além de provocarem lesGes crénicas da membrana
celular, a ponto do eritrocito tornar-se irreversivelmente falcizado, devido ao
aumento da viscosidade e da obstrucdo mecanica dos vasos sanguineos
(AZEVEDO, 2019).

Conforme, BRUGNARA, 2003, na membrana ocorrem as seguintes
alteracdes, como rearranjo das proteinas espectrina-actina, diminuicdo de
glicoproteinas, geracdo de radicais livres, externalizacdo da fosfatidilserina e
aceleracdo da hemolise, devido ao aumento da atividade citosdlica de célcio
(Ca2+) (Figura 9).

Figura 9 - Alterag6es da membrana eritrocitaria de um paciente falciforme
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Fonte: Autoria prépria. Representacéo da arquitetura da membrana eritrocitaria, havendo no
espaco extracelular, o rearranjo da espectrina-actina, diminuicdo de glicoproteinas, geracéo de
radicais livres, externalizacdo da fosfatidilserina. J4 no citosol, devido as alteragcbes na
membrana, ocorrerd a polimerizacdo de HbS, desencadeando no aumento da atividade de

célcio, o que acelera a hemolise, favorecendo, por consequéncia, a crise vaso-oclusiva.
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4.2.5. Sinais e sintomas

A principal manifestacdo da AF se da por quadros de anemia crbnica e a
vaso-oclusdo, sendo a frequéncia e severidade das crises vaso-oclusivas
dolorosas a depender de cada paciente. Os polimeros formados podem lesar a
estrutura da membrana do eritrécito levando a um fenébmeno conhecido como
hemolise, que se manifesta por quadros de palidez, ictericia, elevacdo dos
niveis de bilirrubina indireta e do ndmero de reticuldcitos, e diminuicdo do
namero de eritrécitos, ocasionando, consequentemente, em um quadro de
anemia (PICCIN, 2019).

Como resultado da hemdlise, ha o extravasamento do conteudo
citoplasmatico do eritrécito e liberagdo de Hb e arginase, uma enzima
responsavel pela conversdo de arginina em ornitina e ureia; a diminuigcdo da
concentracdo plasmaética de arginina, que atua como substrato da enzima 6xido
nitrico sintase para producdo de oxido nitrico (NO), juntamente, ao sequestro
de NO pelo grupo heme presente na Hb liberada, promovera a redugdo de
seus niveis fisioldgicos. Essa deficiéncia contribui para o carater vasoconstritor,
além de estar associada a diversas manifestacfes clinicas da AF, como
hipertensdo pulmonar, priapismo, Ulcera de pernas e infarto (SILVA,
CERCHIARO, HONORIO, 2011).

A vaso-oclusdo é a responsavel por grande parte das complicacdes,
uma vez que € indicativa do aumento da adesdo de células sanguineas ao
endotélio vascular, bloqueando a circulacdo nos microcapilares, causando
isquemia dos tecidos. Na AF os eritrocitos contendo HbS apresentam maior
adesdo ao endotélio vascular ao serem comparados aos eritrocitos de
individuos sadios, além de apresentarem formac&o de agregados leucocitarios
e células falciformes que contribuirdo para a obstrucdo, resultando em hipdxia
local, aumento da formacg&o de polimeros de HbS e propaga¢do da oclusédo
(SANTOS, CHIN, 2012).

O quadro inflamatorio desencadeado pela injuria constante causada
pelas células falciformes e agregados celulares a parede do endotélio vascular,
contardo com a participacdo das citocinas pré-inflamatorias, como IL-13, IL-6,
IL-8 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), os quais contribuirdo para o
aumento na expressao de moléculas de adesdo que podem agravar 0 processo

vaso-oclusivo. Esses fatores associados contribuem com os principais eventos
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agudos que ocorrem na AF como sindrome toracica aguda, infarto esplénico,
hipertensdo pulmonar, retinopatia, priapismo, sindrome respiratéria aguda,
sequestro esplénico e dor. Nas criangas ocorre a sindrome das maos e dos
pés, também conhecida como dactilite, em que os dorsos das maos e pés
estdo dilatados e extremamente dolorosos. Esses eventos diminuem a
qualidade e a expectativa de vida dos portadores da doenca (MELNIKOFF,
ALUISI, SANTOS 2021).

Os pacientes falciformes apresentam periodos sem manifestagoes
clinicas, podendo ser interrompida por manifestagdes agudas, como crises de
falcizagao, crises vaso-oclusivas, episodios dolorosos, crises aplasticas,
sequestro esplénico, além de suscetibilidade as infec¢cdes bacterianas,
manifestacbes cutaneas, atraso no desenvolvimento fisico e sexual, o qual
pode ser aparente na primeira década de vida (ZAGO, FALCAO, PASQUINI,
2013).

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma complicacdo grave da anemia
falciforme, afetando de 6 a 17% das criancas e adultos jovens. Pode ser
resultante da oclusdo dos principais vasos cerebrais ou hemorragia
intracerebral ou subaracnéideo (SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

Quadros subitos da anemia devem ser reconhecidos e tratados
imediatamente, devido a rapida queda na concentracdo de hemoglobina,
podendo ocasionar em manifestacdes cardiacas e pulmonares (TELEN,
MALIK, VERCELLOTTI, 2018).

Podem ocorrer também crise de sequestro de sangue ocasionada pelo
aumento do volume de sangue encontrado no baco, acarretando na hiperplasia
compensatoria da medula 0ssea e aumento rapido do baco. E crise aplasica,
caracterizada pela insuficiéncia transitéria da eritropoiese (MELNIKOFF,
ALUISI, SANTOS 2021).

Com excecao dos sinais e sintomas ja mencionados, podem haver
demais complicacdes, como hepatobiliares, ocorrendo a formacéo de calculos
biliares consequentes da excrecdo continua de bilirrubina proveniente de
hemécias hemolisadas; lesdes oculares resultantes da estase e oclusdo dos
pequenos vasos do olho pelos eritrocitos falcizados; ou condicdes

constrangedoras ao paciente, como € 0 caso do priapismo, uma erecao
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involuntaria provocada pela vaso-oclusdo dos corpos cavernosos e esponjosos
do pénis (SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

Os rins de pacientes falciformes também s&o suscetiveis, devido a baixa
tensdo de oxigénio, pH acido e alta tensdo osmdtica. Este tipo de ambiente
facilita a ocorréncia de falcizacao e infarto de medula renal, com consequente
hematuria e inabilidade de concentrar urina, ocasionando nha excrecao reduzida
de potassio e na elevacdo dos niveis de acido urico (TELEN, MALIK,
VERCELLOTTI, 2018).

4.2.6. Diagndstico laboratorial

O diagnéstico para a doenca falciforme é realizado inicialmente por meio
da triagem neonatal, estando associado ao aconselhamento genético,
juntamente, a deteccdo de heterozigotos, tendo como finalidade esclarecer e
conscientizar do risco reprodutivo, mesmo em casais heterozigotos
(GUIMARAES, COELHO, 2010).

O recém-nascido ndo necessita de cuidados especificos, uma vez que
apresenta altos niveis de hemoglobina fetal (HbF), o qual o protegera das
manifestacfes da doenca até o terceiro ou quarto més. O diagndstico precoce,
como é o caso do teste do pezinho, reduz as crises da doenca e a taxa de
mortalidade, aumentando a expectativa de vida do paciente, sendo entao
encaminhado para o servico de cuidados de atencdo integral (REIS et al.,
2021).

Com esse objetivo, em 2001, o Ministério da Saude incluiu em seu
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) a pesquisa de
hemoglobinopatias, com o objetivo de identificar precocemente a prevaléncia
de hemoglobinas variantes na triagem neonatal (MACEDA, 2018).

O Teste do Pezinho presente na triagem neonatal foi incorporada ao
Sistema Unico de Saude (SUS) em 15 de janeiro de 1992 pela Portaria GM/MS
n.° 22, exigindo a realizacdo de testes para Fenilcetonuria e Hipotireoidismo
Congénito a todos recém-nascidos (RN) vivos. Somente em 2001, a triagem
para Hemoglobinopatias, principalmente a Anemia Falciforme foi incluida no
programa.

O exame é realizado entre o terceiro ao sétimo dia de vida do recém-

nascido, em que sera coletada uma pequena quantidade de sangue da regiao
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lateral do calcanhar, sendo predominante a presenca de HbF, em 60 a 70% do
total, o que néo restringe a identificacdo do traco falcémico ou da doenca
(SILVA, 2015).

A identificacdo precoce garante aos neonatos com diagndéstico positivo,
tratamento e acompanhamento continuo, tendo em vista reduzir as crises da
doenca, a morbidade e mortalidade, aumentar a expectativa de vida, além de
evitar diagnosticos errbneos. Quando adultos, esses pacientes devem ter uma
assisténcia especializada rotineira, além de realizarem uma avaliagdo da
qualidade de vida por meio de uma escala Likert (REIS et al., 2021).

As caracteristicas basicas para o diagnoéstico de AF sdo encontrados no
hemograma, em que sera avaliado a presenca de eritroblastos, alteracdo do
CHCM, presenca de Corpusculo de Howell Jolly e Pappenheimer, células em
alvo, drepandcito, anisocitose, poiquilocitose, leucocitose indicativa de
hemolise a qual ocasionara na atividade proliferativa compensatoria da medula
0ssea, com consequente aumento na contagem microscépica de reticulécitos.
O hematocrito e a hemoglobina estardo reduzidos visto que a HbS altera a
forma da hemacia, o que culmina na diminui¢éo do ciclo de vida. Na Tabela 1 é

possivel observar as alteracdes relatadas (ALMEIDA et al., 2020).

Tabela 1 - Alteracdes caracteristicas da Anemia falciforme

Exames laboratoriais Valores esperados
Concentragdo de HbS 80 - 90%
Dosagem de HbF 2-20%
Dosagem de Hb 7-9g/dL
Reticul6cito 5-30%
Leucdcitos Acima de 10 mil
Plaquetas Plaquetose
Fragilidade ormética Diminuida
Bilirrubina indireta Acima de 5 mg/dL
Urobilinogénio Elevado
Hematuria Frequente
Acido Urico sérico Elevado
Ferro sérico Normal ou aumentado
Ferritina Elevado

Fosfatase alcalina sérica Elevada nas crises

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2013.

O teste de falcizagdo consiste na analise morfolégica dos eritrocitos em
baixa oxigena¢do, em uma solucdo de metabissulfito de sédio a 2%. O sangue
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adicionado a essa solucéo sera analisado na lamina vedada com esmalte, em
gue as HbS sofrem deformacéo apds algumas horas. Esse teste ndo é indicado
devido a sua baixa sensibilidade, uma vez que diversos fatores podem interferir
no resultado, como conservacao de reagentes, execug¢do da técnica, dentre
outros (DUPSKI, 2017).

No teste de solubilidade € realizada a separacédo das hemoglobinopatias
pela solubilidade uma vez que as HbA s&o soluveis e as HbS insoluveis, sendo
visualizado por meio da opacidade que confere ao filtro de papel. Esse teste
em neonatos € pouco utilizado devido a ocorréncia de falsos negativos, uma
vez que ndo houve a transicdo da HbF para HbA (ZANATTA, MANFREDINI,
2011).

A eletroforese de hemoglobina, retratada na Figura 10, é realizada em
uma cuba com dois polos de cargas opostas, as quais estabelecerdo uma
corrente elétrica que impulsiona as proteinas a correrem em direcdo ao polo
oposto, sendo assim, na HbS, ha a troca de uma glutamina por uma valina, isto
€, um aminoacido positivo por um neutro, o que leva a perda de uma carga
positiva, causando mobilidade mais lenta da HbS em tampao alcalino, uma vez
gue comparada com a HbA; ja na HbC ocorre a troca de uma glutamina por
lisina, um aminoacido positivo por um negativo, ou seja, a perda de duas
cargas positivas e, por isso, a HbC migra mais lentamente que a HbS (ZAGO,
FALCAO, PASQUINI, 2013).

Figura 10 - Representacdo esquematica da eletroforese de hemoglobina

nas variagdes de DF
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Fonte: Manual Doenca Falciforme, 2012.
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A técnica realizada em tampdo de pH alcalino é essencial para a
deteccdo de hemoglobinopatias, no entanto, para a confirmacéo de quadros de
HbS é necessario que outros métodos sejam realizados, como eletroforese em
gel acido, em que haverd a diferenciacdo da HbS e HbC que migram na
mesma posicdo em pH alcalino; além dos testes de solubilidade e falcizacao,
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) ou focalizacdo isoelétrica
(IEF) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A HPLC utiliza um principio de troca catidnica entre a hemoglobina
estuda e o tampao, e um sistema de alta voltagem automatizado que permite a
separacao nitida das bandas de hemoglobinas, identificando-as precisamente,
permitindo um diagnéstico preciso. Ja o IEF consiste em uma separacdo
eletroforética, na qual as proteinas sdo separadas de acordo com as diferencas
de seus pontos isoelétricos (pl), sendo submetidas a um campo elétrico, em
gue migrardo até atingirem uma posi¢cdo estacionaria, em que ficardo com
carga total neutra. A utilizacdo desses procedimentos em triagens de
hemoglobinas anormais demonstra 6tima resolucdo, nitida separacdo das
bandas, além de apresentarem sensibilidade e especificidade elevadas
(BERTHOLO, MOREIRA, 2006).

4.2.7. Tratamento
Os tratamentos profilaticos da doenca falciforme possuem como objetivo
evitar fatores que precipitam as crises, como anoxia, desidratacao, infecgoes,
estase da circulacdo, resfriamento da pele e infeccbes. Anti-inflamatorio,
analgésicos, acido folico, antibiéticos e hidroxiureia sdo as drogas indicadas,

juntamente, a multiplas transfusdes (SILVA et al., 2018).

4.2.7.1. Tratamento farmacolégico

Dentre as condutas béasicas de tratamento para a doencga falciforme
estabelecidas pelo Ministério da Saude, de 2012, a hidroxiureia (HU) tornou-se
em 1995, o primeiro medicamento que, comprovadamente, previne
complicagbes da DF.

A HU é um hidroxicarbonato inibidor que atua na inibicdo da enzima
ribonucleotideo redutase, induzindo a sintese de HbF e de oOxido nitrico, e,
consequentemente, a atividade da enzima guanilato ciclase, ocorrendo assim a

elevacao de niveis intracelulares de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
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associada a reducdo de polimeros de HbS e na expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio, e consequente, queda dos quadros vaso-oclusivos
(HOPPE; NEUMAYR, 2019).

Segundo a Portaria n.° 05, de 19 de fevereiro de 2018, a HU impacta
positivamente na sobrevida das pessoas com DF, reduzindo em 40% o risco de
Obito, crises vaso-oclusivas, quadros de hospitalizacéo e internacdo, e em 50%
episédios de sindrome toracica aguda e da necessidade de transfusdes
constantes.

Apesar dos beneficios obtidos com o uso da HU, o mesmo se extingue
apos determinados periodos, tornando necessario o uso de doses mais
elevadas, o que poderia aumentar o risco de toxicidade, além de também poder
apresentar reag0es adversas e potencial risco carcinogénico, teratogénico e
téxico, sendo necessario o0 monitoramento de sinais e sintomas adversos apos
a utilizacado do farmaco (HIDROXIUREIA, 2017).

Devido a HbF néo sofrer polimerizacdo, o0 aumento de sua concentracao
previne a primeira etapa do processo fisiopatoldgico da doenca, contribuindo
para a prevenc¢ao das futuras complicacdes. Dessa forma, os agentes indutores
de HbF com propriedades inibidoras da DNA metiltransferase, responséavel pelo
silenciamento do gene da y-globina ap6s o nascimento, sdo a 5-azacitidina e
decitabina, derivados de é&cido butirico, inibidores de histona deacetilase e
agentes citotoxicos (FIGUEIREDO, 2007).

A b5-azacitidina foi uma das primeiras substancias a demonstrar
capacidade de promover aumento na sintese de HbF, entretanto, seu uso foi
interrompido devido a efeitos deletérios graves como leucopenia, trombopenia,
citopenia e potencial mutagénico induzido pelo farmaco. A 5-Aza-2’-
deoxicitidina, conhecida como decitabina, apresentou capacidade similar de
induzir a producdo de HbF, com menor toxicidade e risco na inducdo de
tumores, uma vez que comparada a 5-azacitidina (SANTOS et al., 2012).

Acidos graxos de cadeia curta, como acido butirico também foram
utilizados, porém apos exposi¢des prolongadas ao butirato, a produgéo de HbF
diminui devido a problemas farmacocinéticos, como baixa absor¢cdo e meia-
vida. A talidomida, usada na década de 60 como farmaco hipnotico e sedativo,

assim como seus derivados, lenalidomida e pomalidomida, passaram a ser
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estudados devido as suas propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias
decorrentes da inibicdo do TNF-a (AERBANJINAI et al., 2007).

4.2.7.2. Tratamento hemoterapico

Pacientes falciforme costumam apresentar quadros recorrentes de
anemia, tolerando baixos niveis de hemoglobina; apesar desse quadro, a
transfusdo de sangue é realizada somente com condi¢cdes especificas, como o
caso de crise de sequestro esplénico, AVE (Acidente vascular encefalico), crise
aplastica, preparagédo para cirurgia, gravidez, hipéxia com sindrome toracica
aguda e priapismo; isso evita que O paciente seja exposto a agentes
infecciosos e a sensibilizacdo contra antigenos do concentrado de hemacias
recebido (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013).

Preferencialmente, deve-se utilizar concentrados de hemacias filtrados e
fenotipados para o sistema Rh e Kell, além de respeitar os antigenos contra os
quais o0 paciente desenvolveu anticorpos. Na desleucocitacdo ocorre a
remocdo dos leucécitos presentes na unidade de hemacias. Esses
procedimentos viabilizam a reducdo da incidéncia de reacles febris
transfusionais e aloimunizagdo HLA (JESUS, ARAUJO, 2012)

Na sangria terapéutica parte do sangue do proprio paciente € removido,
seguida de uma transfusdo sanguinea; costuma ser requerida em casos de
AVC, sindrome toracica aguda ou complicacdes da doenca, visando evitar a
hiperviscosidade sanguinea (GONZALEZ, 2021).

O objetivo da transfusdo deve ser manter o nivel de HbS abaixo de 30%,
nao ultrapassando o valor de 10,0 a 11,0 g/dL de hemoglobina, tendo em vista
gue o aumento da hemoglobina e hematdcritos podem ocasionar no acumulo
de ferro e o aumento da viscosidade sanguinea, sendo assim uma
desvantagem da técnica e um risco ao paciente (ZAGO, FALCAO, PASQUINI,
2013).

Jd o TCTH é considerado o tratamento mais eficaz no combate a
doenca falciforme, tendo como proposito restabelecer a hematopoese por meio
da substituicdo de hemacias afetadas, evitando transfusfes e a sobrecarga de
ferro no sangue. O transplante pode ser feito a partir de células precursoras de
medula éssea de um doador, sendo assim de forma alogénico; ou do sangue
de corddo umbilical (JUNIOR, 2015).


https://europepmc.org/search?query=AUTH%3A%22Wulin%20Aerbajinai%22
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O risco do transplante esta relacionado ao nivel de mortalidade
associado a infeccbes potencialmente graves, e a necessidade de doadores
compativeis, sendo que os indices de compatibilidade sédo reduzidos, tornando
essencial a execucdo de métodos que auxiliem na selecdo de doadores
compativeis (RODRIGUES et al., 2010).

4.2.7.2.1. Aloimunizacao

A terapia transfusional vem sendo muito utilizada como tratamento de
paciente com anemia falciforme desde a década de 1930, tendo como objetivo
melhorar a capacidade de transporte de oxigénio e o fluxo sanguineo na
microcirculacdo, diminuindo assim a porcentagem de HbS e elevando o nivel
do hematdcrito, prevenindo eventos de vaso-oclusao (STEINBERG, 1930).

A prevaléncia de aloimunizacao na populacdo geral esta entre 2 a 5%, ja
em pacientes com DF varia de 5 a 75%. Devido a constancia de transfusoes,
complicagbes podem ser observadas como por exemplo, hemocromatose,
aloimunizacdo, aumentando assim a morbidade da doenca (KARAFIN,
WESTLAKE, HAUSER, 2018).

A aloimunizacao eritrocitaria ocorre apés uma transfusdo, em que o
paciente sera sensibilizado, produzindo anticorpos direcionados contra
antigenos das hemécias do doador, as quais sdo consideradas estranhas ao
organismo. Sua ocorréncia € o principal efeito adverso da transfuséo
eritrocitaria, uma vez que aumenta o0 risco de reacles transfusionais
hemoliticas e leva a atrasos na identificacdo de unidades de hemacias
compativeis (FASANO et al., 2019).

Isso implica que o concentrado de hemacia seja compativel em futuras
transfusdes, além da realizacéo da fenotipagem dos grupos sanguineos tornou-
se fundamental para os pacientes com AF, com o0 objetivo de evitar casos de
aloimunizagdo e consequente reacao transfusional hemolitica tardia (RTHT).
Pacientes que contém anticorpos irregulares, isto é, anticorpos produzidos
apos estimulo antigénico por hemacias nao proprias, devem receber
concentrado de hemacias com fenoétipo compativel (VIZZONI, MOREIRA,
2017).

Em um estudo realizado em 2012 destacou que o risco de

aloimunizacdo estd associado ao numero de transfusbes sanguineas



37

realizadas, devido a maior exposicdo dos pacientes aos antigenos
eritrocitarios. Os aloanticorpos mais prevalentes estéo relacionados ao sistema
Rh, Kell, por serem esses 0s mais imunogénicos, sendo obrigatorio segundo a
Portaria n° 473, de 26 de abril de 2013 a transfusédo de concentrado de
hemacia compativel em relacdo a esses sistemas. Além disso, recomenda-se
guando possivel respeitar também os antigenos Fy(a), Fy(b), Jk(a), Jk(b), S, e
S, uma vez que esses também estdo relacionados a aloimunizagdo em DF
(Figura 11) (BOATENG, CAMPBELL, DAVENPORT, 2019).

Figura 11 - Fatores contribuintes para a aloimunizacgao
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Fonte: Adaptado de Linder, Chou, 2021. A hemdlise em pacientes falciformes conduz a

niveis elevados de hemoglobina circulante e heme livre, ativando os macrofagos e neutrofilos,

0 que conduz a secreg¢do de citocinas pré-inflamatérias, tornando-os mais suscetiveis a

aloimunizacéo.

4.3. Aplicabilidade da terapia génica

A terapia génica é entendida como a capacidade de melhoramento
genético por meio da corre¢do de genes ou sitios-especificos mutados, como é
o caso de imunodeficiéncias, hemoglobinopatias, fibrose cistica entre outras
(GONCALVES et al., 2017).

A base da terapia génica para hemoglobinopatias envolve a insergéo de

um transgene de globina nas células-troncos do paciente, a qual ira introduzir
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uma coépia adicional de um gene de globina ou um gene de globina projetado
para reduzir a gravidade da anemia falciforme (FORONI et al., 2022).

A mesma tem se mostrado altamente eficaz, especifica e de facil
manipulacdo, sendo possivel substituir os genes mutados por meio de um
carreador molecular denominado vetor; estes podem ser plasmidiais,
nanoestruturados, virais ou nao virais, sendo responsaveis por aumentar as
fungbes normais, corrigir deficiéncias ou inibir atividades deletérias, além de
realizarem modificacbes em multiplos locais gendmicos simultaneamente,
utilizando RNAs guia em paralelo dentro de uma mesma célula (DOUDNA,
CHARPENTIER, 2014).

Utiliza-se comumente o vetor viral, o qual fornece material genético
artificial com uma eficiéncia muito elevada, além de possuir uma alta
variabilidade, como o gammaretrovirus, adenovirus, virus adeno-associado
(AAV) e o lentivirus. A depender da natureza da terapia, os vetores virais
podem ser escolhidos com base na sua capacidade de integragdo no genoma
das células hospedeiras, sendo dessa forma, os lentivirais os mais aplicados;
baseados no virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), possuem
genotoxicidade e oncogénese reduzida e sdo capazes de infectar células
quiescentes (MALIK, 2016).

A anemia falciforme é causada por uma alteracdo no cédigo de DNA do
gene da beta-globina, sendo entdo, a terapia génica utilizada como uma
estratégia potencialmente curativa, em que a timina seria transformada em
adenina no cédon 6 do gene da beta globina mutado. O desafio inicia-se no
desenvolvimento de uma estratégia eficiente de transferéncia de genes para as
CTH que resulte em uma producéo suficiente de células modificadas por genes
que conduza a resolugdo de doencas (ABAHAM, JACOBSOHN, BOLLARD,
2017).

Segundo observado na Figura 12, o ponto focal da terapia génica inicia-
se na coleta de células-tronco hematopoiéticas do paciente, podendo ser da
medula éssea, sangue periférico, ou sangue do corddo umbilical. As células
Sao expostas a uma terapia que consiste na insercao de um gene adicional da
globina B ou y por meio de um vetor lentiviral que se integra no genoma da

célula hospedeira. As células modificadas séo transplantadas no paciente,
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proliferando-se e reabastecendo o compartimento hematopoiético (MALIK,
2016).

Figura 12 - Processo de producao de CTH modificadas
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Fonte: Autoria prépria. Transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas modificadas

geneticamente.

A terapia € realizada em trés etapas, primeiramente é realizada a coleta
de CTH, a qual sera exposta a terapia génica, em que as células falciformes
serdo modificadas; apdés o paciente ser condicionado ao tratamento
quimioterapico, as células-tronco modificadas séo transplantadas de volta ao
paciente. A modificacdo das CTH ocasiona no repovoamento do
compartimento hematopoético, produzindo corre¢cdes nas hemacias falciformes
(CHANDRAKASAN, MALIK, 2014).

Os vetores virais sdo a maneira mais eficiente de entregar os genes na
CTH, sendo capazes de transcrever seu genoma e integra-lo ao genoma
hospedeiro, podendo ocorrer de duas formas, por meio da terapia com adi¢ao
de globina anti-falcizante, ou revisdo de genes, em que ocorre a correcao
mediada da mutacao da foice ou ativacdo da HbF usando nucleos direcionados
ao local (FINER, GLORIOSO, 2017).

ApOs a descoberta do virus HIV, vantagens para transducéo de células
nao divididas por meio dos vetores retrovirais, foram obtidas, como a

capacidade de sustentar uma auto inativacdo sem perder seu potencial. A
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expressdo de transgenes ao ser impulsionada por promotores especificos,
minimiza o potencial de oncogenes de insercdo, resultando na expressao
especifica de tecido (GOODMAN, MALIK, 2016).

Com esse objetivo, foram desenvolvidos genes de b-globina humana
sintética, simulando os aminoacidos anti-falcizantes da y-globina. O gene
bT87Q, desenvolvido pela Bluebird Bio Company, sofre uma alteracéo na 872
treonina para glutamina no gene da b-globina, por meio de uma lentiglobina,
simulando a glutamina pré-enviada em y-globina, ocorrendo a correcado da AF
em ratos. JA o gene bAS3 incorporou 3 substituicbes de aminoacidos na b-
globina (T87Q, E22A e G16D), o que tornaria a b-globina com as mesmas
propriedades anti-falcizantes da y-globina, resultando na correc¢do do fenétipo
da foice em camundongos (URBINATTI et al., 2015).

Embora conferindo propriedades anti-falcizantes a b-globina, um gene
gue naturalmente se expressa poés-natal, dois grupos desenvolveram um
lentivirus capaz de expressar a propria y-globina pés-natal, uma vez que a y-
globina ndo é imunogénica, estd naturalmente presente, e possui grande
potencial anti-falcizante. Jayavaradhan e Malik (2018) substituiram os éxons da
b-globina por exons da y-globina, e este vetor y-globina, que continha as
sequéncias nao codificadoras de b-globina e b-promotor, mostrou expressdes
elevadas de HbF.

4.3.1. Edigc&o de genes usando nucleases

Com o propésito de corrigir as mutacdes, diferentes nucleases dirigidas
ao local foram utilizadas, uma vez que sao capazes de realizar quebra de fita
dupla do DNA (DSB), sendo estas as ZFNs, nucleases de dedo de zinco (Zinc
finger nuclease), TALENS, nucleases efetoras semelhantes a ativador de
transcricdo (Transcription activator-like effector nucleases) e CRISPR/Cas9,
sendo possivel verificar a comparacdo desses sistemas na Tabela 2. Apos a
inducdo da DSB, a célula repara os DSBs geralmente por 3 mecanismos:
NHEJ, unido de extremidades ndo-homdloga (Non-homologous end joining),
MMEJ, unido final mediada por microhomologia (Microhomology-mediated end
joining), e HDR, recombinacdo homologa dirigida (Homology directed repair),
representados na Figura 13 (FERREIRA; GOUVEA, 2018).
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Figura 13 - Mecanismos de reparacéo de DSB
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Fonte: Adaptado de Jayavaradhan, 2018. Estratégias de edicdo de genoma para correcéo
de mutacdo falciforme ou reativacdo da expresséo enddgena de y-globina. As quebras de fita
dupla de DNA (DSB) induzidas por TALEN, CRISPR/Cas9 ou ZFN podem ser reparadas
principalmente pelos mecanismos de reparo de DSB das trés células. O mecanismo de reparo
de jungdo de extremidade ndo homdloga (NHEJ) é explorado para causar interrupcao do
intensificador de BCL11A ou juncéo de extremidade mediada por microhomologia (MMEJ) para
gerar mutacdes que causam persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal (HPFH). Tanto a
ruptura do intensificador BCL11A quanto as muta¢Bes HPFH induzem HbF. A correcdo génica
utiliza o reparo dirigido por homologia (HDR) para substituir a mutagdo que causa AF para a
sequéncia normal, produzindo hemoglobina adulta hormal.

As ZFNs reconhecem sequéncias de DNA especificas, em que por meio
de uma enzima de restricdo Fokl o DNA sera clivado ap0s a dimerizagcdo. Ao
direcionar ZFNs para ambos os lados do local de corte desejado, ocorre a
dimerizacdo de Fokl, ativando sua atividade de nuclease e criando o DSB
(SAHA et al., 2018).

As ZFNs conferem ao fator de transcricdo a capacidade de ligar
sequéncias especificas em promotores de genes, de tal forma que as
ZFNs visam uma sequéncia desejada no genoma, e ao se fundirem, criam um
DSB no local, ligando assim o DNA. Para reduzir o DSB fora do alvo, os ZFNs
foram projetados em dois conjuntos fundidos com a endonuclease Fokl, para
que cada uma reconheca uma sequéncia continua de DNA. Somente quando a
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ligacdo de ambos os conjuntos ocorrer, havera o reconhecimento do DNA, e sO
entdo o Fokl dimerizara e causarda um DSB no local de ligacdo. Assim, os ZFNs
combinam a capacidade de ligar sequéncias especificas de DNA e cliva-los
(ZOU et al., 2011).

Em 2015, foi demonstrado que o0s ZFNs corrigiam in vitro
aproximadamente 18% dos alelos falciformes para alelos do tipo selvagem em
CTH derivadas de pacientes falciformes. Apesar dos resultados positivos
obtidos, somente 10% a 20% das modificagdes do gene nas CTHs, quando
transplantados em ratos imunodeficientes, obteve 1% de gravacado in vivo, o
que sugere perda de potencial de repovoamento ao longo prazo
(SEBASTIANO et al., 2011).

As TALENs s&o proteinas diméricas, secretadas pelas bactérias
Xanthomonas, as quais reconhecem sequéncias de DNA por meio de um
dominio central que consiste em um numero varidvel de repeticbes de
aminoacidos. Os TALENs sdo semelhantes aos ZNFs na medida em que
utilizam elementos de ligacdo de DNA, direcionando o mesmo nucleotideo para
clivar o genoma em um local especifico, reconhecendo um Unico nucleotideo
(JOUNG, SANDER, 2013).

Os TALENs contém varios dominios de ligacdo ao DNA organizados em
tandem (repeticdes TALE), estando ligados a um dominio catalitico Fokl. Cada
dominio de ligacdo contém dois aminoacidos definidos que sdo capazes de
reconhecer um par de bases de DNA especificas (BEDELL et al., 2012).

A complexidade do desenvolvimento da terapia com ZFNs é uma
desvantagem, o que torna a procura de outras técnicas mais viaveis e praticas,
como é o caso dos TALENSs, que possuem uma vantagem sobre os ZFNs, uma
vez que as interacdes entre os dominios de ligacdo de DNA derivados de
TALEN e seus nucleos alvo poderiam ser projetados modularmente, tornando
sua constru¢do muito mais simples do que projetar ZNFs (ARCHANJO et al.,
2021).

Entretanto, uma comparagdo entre ZFNs, TALENs e CRISPR/Cas9,
mostrou que o CRISPR/Cas9 tem melhor eficiéncia de corte no locus HBB em
comparacdo com os demais, podendo ser observado na tabela 2 uma anélise

entre as vantagens e desvantagens de cada técnica (XU et al., 2015).
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Tabela 2 - Comparacao entre as principais nucleases usadas na edi¢cao

génica

Nuclease Vantagens

Desvantagens

* As quebras de fita dupla do
DNA podem ser feitas tanto
pelo HDR, quanto por NHE];
ZFN * Pode ser usada em células-
tronco  pluripotentes  ou
somaticas.

* Caro;

¢ Trabalhoso;

* Mutac¢des induzidas;

* Necessita de regides ricas em
guanina.

* As quebras de fita dupla do
DNA podem ser feitas tanto

« Dificil construcdo plasmatica,
devido ao tamanho;

TALEN * Dominio Folk utilizado ndo é
pelo HDR, quando por NHEJ; especifico;
* Customizavel. » Mutagoes induzidas.
* Sistema simples; * Muta¢des induzidas;
* Acessivel; * Uso de vetores virais.
CRISPR-Cas9 * As quebras de fita dupla do

DNA padem ser feitas tanto
pelo HDR, quanto por NHE].

Fonte: Adaptado de Listik e Carmo, 2016.

4.3.1.1. CRISPR/Cas9

Em 1980 foi identificado um locus com padrdo incomum no genoma da
bactéria Escherichia coli, constituido por sequéncias repetidas, espacadas e
intercaladas, sem funcdo conhecida. ApOs estudos, constatou-se que as
sequéncias eram de origem extracromossomal e atuavam como uma memoéria
imunolégica (MARRAFFINI, SONTHEIMER, 2010).

Emanuelle Charpentier e Jennifer Doudna iniciaram um projeto de
pesquisa basico com o objetivo de desvendar como as bactérias atacam as
infeccdes virais. Observaram que as bactérias possuem um sistema
imunoldgico adaptativo, chamado CRISPR e Cas9, em que ocorre 0
reconhecimento de material genético invasor, clivando-o em fragmentos e
integrando-o ao seu DNA. Em caso de reinfecgdo pelo mesmo agente, ha
transcricdo do locus CRISPR, processamento do RNAmM e criagdo de
fragmentos de RNA sendo formados complexos com as proteinas Cas, que
identificam e destroem os acidos nucleicos estranhos (OLIVEIRA, 2016).

A Cas9 pode codificar uma familia de proteinas que apresentam
dominios funcionais tipicos de nucleases, helicases, polimerases e proteinas
de ligacao a polinucleotideos, contribuindo assim para o funcionamento integral
do locus (CAETANO et al., 2018).
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Dessa forma, o CRISPR €& uma tecnologia que permite editar as
sequéncias de DNA alvo-especifica do genoma pela acédo da nuclease Cas9,
responsavel por clivar o DNA dupla fita, 0 RNA que guiar4 o complexo ao alvo,
e o DNA alvo. Por meio dessa edicdo, tornou-se possivel que ocorra a
substituicio do DNA mutado em pacientes falciformes por uma verséo
saudavel. O sistema CRISPR/Cas9 detecta o DNA viral e produz dois RNAs
curtos, em que um deles sera a sequéncia do virus (GONCALVES, PAIVA,
2017).

A edicdo de sequéncias de DNA alvo-especifica do genoma torna-se
viavel pela acdo de 3 moléculas, a nuclease Cas9, que sera responsavel pela
clivagem do DNA dupla fita; um RNA guia, guiando o complexo até o alvo; e o
DNA alvo (CONG et al., 2013).

O sistema CRISPR/Cas9 é a mais recente ferramenta de edicdo de
genoma devido a sua facilidade de uso. A Cas9 é guiada para um local
especifico no genoma por um Gnico guia RNA (sgRNA), levando uma
homologia de 20-bp para a sequéncia alvo. Assim, basta alterar a sequéncia de
reconhecimento do sgRNA de 20-bp para a sequéncia do gene alvo desejado
(XU et al., 2015).

Ao contrario dos outros nucleases, o Cas9 utiliza o RNA para orientar o
reconhecimento da sequéncia alvo. Apdés a clivagem, os subsequentes
mecanismos enddgenos de reparacdo eucariotica podem ser simplificados em
2 vias, NHEJ e HDR, conforme observado na Figura 14 (DEWITT et al., 2016).
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Figura 14 - Mecanismo do Sistema CRISPR-Cas9

Cas9 direcionada por Cas9 direcionada por
crRNA: tracrRNA RNA-guia simples

' Alca de
ligagao

; — —
/ ~
¥ \\
NHEJ HDR
T T
Ruptura do gene devido a Corregao do gene por
insercao de delegdes recombinagdo assistida

Fonte: Adaptado de Doudna, Charpentier, 2014. Diferentes estratégias para a introdugdo
de DNA, em que a quebra da fita dupla se torna alvo das maquinas de reparacdo de DNA
celular enddgeno que catalisam a unido final ndo homéloga (NHEJ) ou a reparacao dirigida por
homologos (HDR). O Cas9 funciona como uma proteina de ligagdo de DNA guiada por RNA

quando projetada para conter mutagdes inativas em ambos 0s seus locais ativos.

Com o objetivo de projetar o CRISPR para atingir a mutacéo falciforme,
foi realizada uma analise bioinformatica detalhada do local de implantacdo do
HBB. Os locais alvos mostraram que o direcionamento de introns poderia ter
menos efeitos fora do alvo em comparagcdo com 0s éxons, uma vez que 0S
introns continham menos polimorfismos de nucleotideos Unicos, tornando um
projeto CRISPR aplicavel a mais pessoas (DEVER et al., 2016).

Hoban et al., 2015, mostrou que a correcdo da mutacdo da foice
mediada por ZFN e TALEN foi de 10%, jA as taxas de correcdo in vitro
utilizando o sistema CRISPR/Cas9 no CD34+ derivado das células-tronco da
medula O0ssea de pacientes falciformes foram as que obtiveram 0s maiores
indices de correcdo monoalélica, em que a mutacao foi corrigida em 20% das
colénias de CTH, além de ter melhor eficiéncia de corte no locus HBB.

A aplicacdo dessa terapia no TCTH alogénico, segundo Nowogrodzki
(2018), tem ganhado forca devido as vantagens obtidas, como a nao

ocorréncia de DECH, uma vez que os linfocitos derivados das CTH
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reinfundidas toleram o0s antigenos do receptor, 0s quais sao proprios,
aumentando a sobrevida global ao transplante. Concomitantemente, em prol da
auséncia de DECH, o uso de imunossupressores nao € necessario no poés-

transplante, o que reduz o risco as infecgdes.

4.3.1.2. Reativacdo da hemoglobina fetal usando edi¢cdo génica

Em um estudo multicéntrico de 2008, englobando 3.578 pacientes,
conduzido por Platt, foi observado que em grande maioria, a frequéncia de
crises dolorosas estava relacionada com niveis de HbF mais baixos e que o
aumento desse, mesmo pequeno, poderiam diminuir o numero de crises
dolorosas, e consequentemente, ocasionar em uma maior sobrevida. O HbF
possui um potencial anti-falcizante, o que torna fundamental o encorajamento
de estudos com hidroxiureia e outros indutores da sintese de HbF.

A célula produz a forma adulta de hemoglobina HbA (a2B2) ou a forma
fetal HbF (a2y2). A HbF é a principal proteina transportadora de oxigénio
encontrada no feto humano em desenvolvimento e persiste no recém-nascido
por aproximadamente 6 meses. Normalmente, a producao de HbF é desligada
no recém-nascido e a HbA é ligada. Em criancas falciformes o HbA é
substituido pelo HbS devido a uma mutacao da cadeia b-globina. Os sintomas
associados a AF séo aliviados se a HbF continuar sendo a forma predominante
de hemoglobina apds o nascimento (FORONI et al., 2022).

Foram experimentadas estratégias terapéuticas destinadas a induzir a
sintese de HbF, sendo utilizado como alvo terapéutico o gene BCL11A,
leucemia de células-B 11A (B-cell lymphoma/leukemia 11A/ linfoma), um fator
de transcricdo que reprime a Y-globina pelo mecanismo de unido de
extremidades ndo homodlogas, ocasionando dessa forma, no aumento da
expressdo do HbF nas CTH modificadas, obtidas pelo transplante alogénico
(PIEL, STEINBERG, REES, 2017).

Uma abordagem alternativa para a inducéo de HbF, pode ser por meio
de um RNA de interferéncia para realizar a inibicdo pos-transcricional do
BCL11A, utilizando um vetor lentiviral contendo RNA direcionado, sendo
possivel assim derrubar o BCL11A nas células eritrides, resultando na
expressao de HbF maior que 50% e na reversao do fenétipo da foice (GUDA et
al., 2015).
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Canver et al., 2015, concentrou em um trecho de DNA um sistema que
reduz a expressao do repressor BCL11A, com o0 proposito de aumentar a
expressdo de HbF, segundo analisado na Figura 15. O sistema CRISPR/Cas9
foi utilizado para cortar sistematicamente pequenas se¢des de DNA ao longo
de todo o comprimento das CHT, levando ao aumento na producéo dos niveis
de HbF em células adultas. O sistema oferece edicdo de genoma altamente
flexivel, em que o Cas9 requer uma homologia extensa para que a clivagem

ocorra, minimizando a clivagem fora do alvo.

Figura 15 - Representacdo grafica de aumento de HbF por meio da

introducéo de inser¢gdes ou delegdes no enhancer de BCL11A

Enhancer ———

IR R e

Inativagao por Indels

Fonte: Romero, Dewitt, Walterns, 2018. Introducdo de indels no enhancer de BCLA11A,

promove knockdown de repressor e desinibe a transcricdo de HBG, elevando os niveis de HbF.

Acerca disso, por meio de insercao de células CD34+ modificadas com
vetor lentivirus espera-se diminuir a inibicdo do BCL11A em pacientes
falciformes, levando a uma maior protegao contra eventos agudos ou crénicos
da doenca causados pela polimerizagao da HbS, uma vez que HbF evita o
processo de afoicamento (BRENDEL et al., 2016).

Os pacientes que se submeteram a terapia génica tiveram taxas
estaveis e elevadas de HbF apds a infusdo comparadas ao periodo anterior da
infusdo; além disso, pacientes falciformes com altos titulos de HbF possuem
menos crises vaso-oclusivas em razao da afinidade ao oxigénio. Esses
resultados tornam a crer que o risco beneficio se mostra favoravel nessa
modalidade de gene terapia (ESRICK et al., 2021).

A transcricdo de HBG pbde ser aumentada em até 30 vezes apoOs a
delecdo do dominio de ligacdo de BCL11A no promotor de HBG. CTH de
camundongos transgénicos foram transduzidos para o locus B-globinico com

adenovirus codificando sgRNA e foram capazes de deletar a mutacao
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TGACCA em 50% das células tratadas ap0s acao da nuclease e reparo NHEJ.
A auséncia dessa sequéncia impede a ligacdo de BCL11A ao promotor de
HBG, sendo assim, a acao repressora inibida (LI et al., 2018).

A persisténcia hereditaria da HbF (HPFH) € uma condi¢cdo benigna na
qual as mutacdes ocorrem naturalmente na regido que regula a expressao do
gene HBG, resultando no aumento da expressao da HbF. O sistema CRISPR/
Cas9 foi utilizado para gerar uma persisténcia induzida de HbF no promotor da
Y-globina. A reativacdo de HbF foi associada com niveis reduzidos de HbS e
melhoria da AF in vitro, entretanto, a eficiéncia da edicédo in vivo e os efeitos
potenciais fora do alvo desta abordagem devem ser estudados (TRAXLER et
al., 2016).

Hoban et al. (2015) desenvolveu um projeto, empregando por meio da
eletroporacdo a introducdo do mRNA transcrito in vitro pelo ZFN, clivando a
mutacdo da foice no locus B-globina. Utilizando um modelo de doador
homélogo, obtiveram altos niveis de modificacdo genética no CD34+ de CHT
em pacientes falciformes. As células CD34+ modificadas foram capazes de
produzir tetrameros de hemoglobina do tipo selvagem tanto in vitro quanto in
vivo quando implantadas em camundongos imunodeficientes.

Quando expressos em células, os ZFNs clivam o DNA de uma maneira
especifica de sequéncia e levam a quebra de fita dupla. Quando o ZFN é
aplicado junto com um modelo de doador contendo a base corretiva, a célula
pode realizar uma reparacdo homologa dirigida para corrigir permanentemente
0 genoma da célula. Como resultado da analise genémica, obteve-se em 18%
das leituras a correcdo genética da mutacéo falciforme (HOBAN et al., 2015).

4.4. Protocolos atuais em andamento

Conforme pesquisas realizadas no ClinicalTrials.gov, em 2022,
utilizando as palavras-chave "Anemia Falciforme", "Terapia Génica", existem
ao total 919 estudos em andamento sobre a doenca falciforme, sendo 40
somente de terapia génica aplicada no tratamento de AF; 12 protocolos
encontram-se com status completo, 6 ativos, 21 com recrutamento em aberto,
1 aguardando inicio. Esses estudos clinicos estéo distribuidos entre a Europa e
os Estados Unidos, estando ausentes no Brasil. Na Tabela 3 é possivel

verificar o desenvolvimento dos principais protocolos envolvendo terapia génica
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utilizando lentivirus e CRISPR/Cas9 em potencial para o tratamento de

pacientes falciformes.

Tabela 3 — Principais protocolos clinicos utilizando terapia génica

Protocolo Participantes Intervencao Fase Situacao
Inibigao de
NCT04443907 20 BCL11A por 1/12 Recrutando
Induggo de CRISPR-Cas9
HBG Inibicgo de
NCT03745287 45 BCL11A por 1/2 Ativo
CRISPR-Cas9
Lentivirus
NCT04293185 35 codificador de 3 Recrutando
globina BT87Q
Lentivirus
NCT02247843 6 codificador de 112 Recrutando
Adicéo de globina BT87Q/
genes E22A/ G16D
globinicos Lentivirus
NCT02186418 7 codificador de 1/12 Ativo
globina BT87Q
Substituicao da B- Sem
NCT04774536 9 globina por 1/2 recrutamento
CRISPR/Cas9 no momento

Fonte: Adaptado de Clinical.Trials.gov

A eficacia e seguranca séo aspectos fundamentais a serem analisados
nos estudos clinicos, sendo estabelecidos a marcacdo vetorial, expressao
transgénica e reconstituicdo hematopoiética como medidas determinantes do
sucesso da terapia genética em pacientes falciformes, além de sobrevivéncia,
hospitalizagbes, crises dolorosas, e outros eventos associados a anemia
(ARCHER, GALACTEROS, BRUGNARA, 2015).

Em 1994, McCune et al. apresentou os indicios de que uma
hemoglobina recombinante teria a capacidade de inibir a falcizagdo das
hemacias de modo similar a HbF. Dessa forma, a adicdo de HbAS2 com
mutagdo T87Q a solucdo de HDbS, seria capaz de atrasar a formacgao de
polimeros de HbS em ambiente hipoxico (5% de pO2) assim como a HbF.

Seguindo essa linha de raciocinio, em 2003, Levasseur et al.
desenvolveu a ideia de que uma unica dose de CTH autdlogas transduzidas
por vetor lentiviral contendo sequéncia codificadora para HbAS com mutagdes
T871, E22A e G16D, seria capaz de corrigir o fendtipo falciforme em
camundongos. O transplante autélogo aumentou a contagem total de eritrocitos
e hemoglobina total.
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A Bluebird Bio, uma empresa de biotecnologia, é a primeira a tratar um
paciente falciforme com terapia génica. Na Franca e nos Estados Unidos, o
vetor LentiGlobin BB305 foi utilizado para tratar pacientes falciformes, com o
objetivo de avaliar a sua seguranca e eficAcia. Esse vetor utiliza LCR
modificado e elementos reguladores promotores da b-globina, transferindo um
gene de beta globina artificial BA(T87Q). Os pacientes s&o condicionados ao
tratamento com busulfan seguido do transplante de células autélogas da
medula 6ssea, as quais foram geneticamente modificadas (CAVAZZANA et al.,
2015).

A B-globina T87Q é um valioso biomarcador de eficacia biologica em
ensaios clinicos em humanos, sendo suas propriedades anti-falcizantes
comparaveis ou ligeiramente inferiores as da y-globina. Sendo assim, é
provavel que a expressao de beta globina artificial BA(T87Q) entre 20% e 30%,
preferencialmente com variacdo moderada na expressdo, satisfaca o limiar
minimo para prevenir a maioria das manifestacdes clinicas e complicacbes da
DF em homozigotos (NEGRE et al., 2016).

As criancas com AF tratadas na Franca apresentaram beneficios
clinicos durante o primeiro ano de tratamento, com quase metade das cadeias
de globina compostas de B(T87Q), e permanece completamente livre de
sintomas de AF. Ja os pacientes adultos tratados nos Estados Unidos,
mostraram apenas aumentos modestos de [B(T87Q), e ndo tiveram um
beneficio clinico significativo, possivelmente devido ao menor numero de
células hematopoiéticas em adultos, e a gravacdo indevida das células
modificadas geneticamente. Entretanto, o tratamento dentro de 12 meses ap6s
o transplante poderia ocasionar na selecdo positiva de genes modificados
(BERNAUDIN, VERLHAC, LATOUR, 2020).

O tratamento B(T87Q) foi utilizado em um paciente de 13 anos com
histérico de multiplas crises vaso-oclusivas, infarto silencioso e sindrome
toracica aguda, obtendo-se resultados positivos, como a reconstituicao
policlonal, e interrupcdo das transfusfes sanguineas apdés 3 meses de terapia.
Apds 9 meses sua hemoglobina é de 11,4 g/dL, além de ndo apresentar
sintomas graves (KANTER et al., 2015).

Nos Estados Unidos, outros ensaios clinicos estédo sendo desenvolvidos,

como é o caso do NCT02247843, conduzido por Kohn e colegas, em que esta
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sendo investigada a eficacia do vetor Lenti-bAS3-FB40 usando
condicionamento mieloablativo com busulfan. Ja o ensaio NCT02186418
conduzido por Jayavaradhan e Malik esta testando a eficacia do sGb GM y-
globina vetor lentiviral, por meio do uso de outro agente quimioterapico, o
Melfalano, com intensidade reduzida (JAYAVARADHAN, MALIK 2018).

No ensaio NCT03745287, avaliou-se a seguranca e eficacia de CTX001
em individuos com doenca falciforme grave, os quais receberam o TCTH
baseado na inibicdo de BCL11A por CRISPR-Cas9; estes apresentaram
remissao da doenga nos primeiros 6 meses de avaliagdo, com aumento dos
niveis de HbF e ndo desenvolveu crise vaso-oclusiva. O sgRNA foi programado
para que a Cas9 pudesse viabilizar a delecédo do enhancer de BCL11A, isto é,
o modulador da transcricdo, para que assim, a transcricao do repressor de y-
globina fosse inibida (CORBACIOGLU et al., 2020).

Em dezembro de 2022 sera iniciado o protocolo NCT04774536 em
parceria entre o Instituto do Genoma Inovador e a Universidade da California,
em Sao Francisco. O estudo clinico de fase 1/2, possui como finalidade o
transplante de células-tronco hematopoiéticas modificadas com o
CRISPR/Cas9 que substituirA o gene defeituoso da beta-globina por uma
versao reparada, em pacientes falciformes graves. O produto investigacional
CRISPR_SCD001 ¢é administrado por infusdo intravenosa apos
condicionamento mieloablativo com busulfan (HOBAN, ORKIN, BAUER, 2016).

A técnica requer que uma pequena porcdo das células-tronco
hematopoiéticas do paciente, as quais possuem capacidade de auto-renovacéao
e divisdo ilimitada, sejam colhidas para a edicdo de genes fora do corpo. Ao
serem removidas, a medula 6ssea restante € destruida com quimioterapia para
criar espago para que as ceélulas reparadas sejam reinfundidas. Essa retirada
individual permite que cada paciente sirva como seu proprio doador de células-
tronco, 0 que torna essa abordagem mais segura do que um transplante
alogénico, uma vez que elimina a necessidade de encontrar um doador
compativel (WALTERS, 2022).

Utiliza-se o CRISPR-Cas9 em conjunto com uma sequéncia de RNA
guia que visa a regiao defeituosa do gene da beta-globina, acompanhada por
um pequeno segmento de DNA que codifica a sequéncia apropriada, para

estimular a reparagdo da mutacdo por meio da substituicdo do segmento de
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DNA. As células-tronco do paciente sdo primeiramente tratadas com impulsos
elétricos que criam poros nas suas membranas, permitindo a plataforma
CRISPR-Cas9 entrar nas células e percorrer até os nucleos para corrigir a
mutacéo, representado na Figura 17 (WALTERS, 2022).

Figura 17 - Uso de CRISPR-Cas9 para a correcdo da mutacgéo
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Fonte: Autoria propria.

4.5. Futuras direcdes e desafios da terapia génica

Apesar da diversidade de vetores capazes de carrear genes da R3-
globina com o proposito de garantir a expressao adequada de genes
responsaveis pela transdugdo da hemoglobina, assegurando assim a
reconstituicdo da hematopoiese, ainda € essencial que se estabeleca o
mapeamento correto das posigdes em que 0S genes estao inseridos para que a
transferéncia seja feita de forma segura, sem que ocorra a expressao ou o
silenciamento de genes adjacentes (HOBAN, ORKIN, BAUER, 2016).

Os obstaculos iniciais da terapia génica foram superados, visto que
foram obtidos resultados positivos quanto a sua aplicabilidade, entretanto,
restam algumas duvidas acerca de sua eficiéncia, seguranca, durabilidade e
custo-beneficio. Os vetores lentivirais tém sido usados como alvos em
potencial para a transdugao de Células Tronco Hematopoéticas, porém, a
producao de vetores de alto titulo capazes de oferecer uma elevada transdugéo
dos genes tem sido um desafio (OLIVEIRA et al., 2018).
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Seu uso clinico ainda estd em andlise, devido a dificuldades que
impedem seu uso, como a eficiéncia da transferéncia, o direcionamento do
gene para atuar especificamente nas células-alvo, a duragdo da expressao e a
seguranca do método, que englobando efeitos fora do alvo (off-target) e
mutacdes por insercdo. Em razdo das barreiras na eficiéncia da terapia, torna-
se crucial a necessidade do desenvolvimento de um sistema que resulte em
uma expressao duradoura (RABELO, JUNIOR, 2018).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os impactos negativos da doenca falciforme estdo atrelados a estigmas
populacionais e a qualidade de vida fisica e emocional, tornando fundamental o
desenvolvimento de terapias alternativas, menos agressivas e mais efetivas a
longo prazo. Dessa forma, ensaios clinicos baseados na modificagao genética
de células-tronco hematopoéticas autélogas tém sido alvos de uma futura
terapia curativa, sem que a fungdo normal do gene seja afetado ou ocorra um
evento de expansao clonal.

Os resultados preliminares dos ensaios clinicos demonstram que a
aplicacdo dos produtos investigacionais sdo capazes de reverter as
complicagbes da doenga, a partir do aumento da expressao de globinas com
propriedades anti-falcizantes. No entanto, apesar dos beneficios, essa
modalidade terapéutica apresenta limitagdes, estando, no momento, disponivel
apenas em ensaios clinicos. As reagdes adversas a longo prazo ainda séo
desconhecidas, por mais que a genotoxicidade do tratamento tenha sido
trabalhada ao longo dos ensaios clinicos, o risco esta presente.

Dessa maneira, em prol da seguranca e eficacia terapéutica a longo
prazo, o0 numero de estudos clinicos utilizando terapia génica vem crescendo,
tornando-se indicativo de um potencial curativo, mais conveniente que o TCTH-
alo, uma vez que o procedimento dispensa 0 uso de imunossupressores pos-
transplante, e a busca por doadores histocompativeis por se tratar de uma
modalidade de transplante autélogo. Além desses fatores, a doenca do enxerto
contra o hospedeiro, que é uma doenga secundaria ao transplante alogénica,
nao ocorre nas abordagens de terapia génica pois os linfocitos derivados das
CTH reinfundidas toleram os antigenos do receptor, que sao proprios, aumenta
a sobrevida; isso torna minimo ou ausente o risco de rejeigcdo do receptor as
CTH devido sua constituigao ser reconhecida como propria pelo sistema imune.

As estratégias génicas utilizando o sistema CRISPR-Cas9 foram as que
obtiveram os maiores indices de corregao monoalélica em relagdo a colonias
tratadas com ZFN ou TALEN, uma vez que as col6nias de CTH tiveram a
mutacgdo corrigida apos a associagdo de eletroporagdo de mRNA da Cas9 e
transducéao por lentivirus em integrase codificando o sgRNA e molde do gene
HBB nativo.
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Acredita-se que em um futuro proximo, pacientes portadores de anemia
falciforme possam usufruir da terapia génica como tratamento menos agressivo
e mais acessivel, com o propésito de uma melhor qualidade de vida e
sobrevida, sem que haja a necessidade da exposi¢do constante as transfusdes

e provavel sensibilizacao.
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