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RESUMO

Anemia falciforme € uma condi¢do que afeta cerca de 60.000 a 100.000 pessoas
no Brasil, e € a hemoglobinopatia mais prevalente no mundo todo. Surge em
decorréncia de uma mutacao genética que faz com que haja alteracdo nas subunidades
da hemoglobina (Hb), que desencadeia a formacdo da hemoglobina S (HbS). A
hemoglobina é uma proteina presente nas hemacias e tem como funcao o transporte de
02 para o organismo. E composta por quatro subunidades divididas em dois pares, um
de cadeias do tipo alfa e um de cadeias néo alfa. A substituicdo de uma base nitrogenada
timina por adenina (GTT a GAT) no cromossomo 11 do DNA acarretara uma troca na
transcricdo, ao invés de transcrever um &cido glutamico, sera transcrita uma valina, o
gue levara a producédo da hemoglobina S. O objetivo dessa reviséo bibliografica é apurar
0s aspectos moleculares e fisiopatolégicos da anemia falciforme e evidenciar um
tratamento alternativo para essa doenca através da técnica de edicdo génica CRISP-
Cas9, comparando e expondo suas vantagens sobre os tratamentos utilizados
atualmente. Nos ultimos 30 anos foram realizados inUmeros estudos no ambito de
biologia molecular, sobre terapia génica para o tratamento da anemia falciforme, e uma
vertente da terapia génica € a edicdo génica que consiste na substituicdo de uma regiao
mutada do genoma por uma sequéncia original (normal) utilizando-se uma
variedade de procedimentos, nos quais a nuclease, que é uma enzima capaz de
guebrar as ligacdes entre 0s nucleotideos
atua, em uma sequéncia especifica do DNA para altera-la. A grande quantidade de
pesquisas e estudos sobre o mecanismo molecular dos eventos fisiopatoldégicos da
anemia falciforme tem possibilitado o surgimento de novos tratamentos curativos que
futuramente poderdo ser implantados como tratamentos mais eficazes e viaveis em

relacdo aos atuais.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Edicdo Génica; Haplotipo; Aspectos Moleculares,
CRISPR-Cas9.



ABSTRACT

Sickle cell anemia is a condition that affects around 60,000 to 100,000 people in
Brazil, and it is the most prevalent hemoglobinopathy worldwide. It arises as a result of a
genetic mutation that causes an alteration in the subunits of hemoglobin (Hb), which
triggers the formation of hemoglobin S (HbS). Hemoglobin is a protein present in red
blood cells and its function is to transport O2 to the body. It is composed of four subunits
divided into two pairs, one of alpha-type chains and one of non-alpha chains. The
substitution of a nitrogenous base thymine for adenine (GTT to GAT) in chromosome 11
of the DNA will cause an exchange in the transcription, instead of transcribing a glutamic
acid, a valine will be transcribed, which will lead to the production of hemoglobin S. The
aim of this literature review is to ascertain the molecular and pathophysiological aspects
of sickle cell anemia and to highlight an alternative treatment for this disease through
gene therapy, comparing and exposing its advantages over the treatments currently used.
In the last 30 years, numerous studies have been carried out in the field of molecular
biology, on gene therapy for the treatment of sickle cell anemia, and one aspect of gene
therapy is gene editing, which consists of replacing a mutated region of the genome with
an original sequence (normal) using a variety of procedures, in which the nuclease, which
is an enzyme capable of breaking the bonds between nucleotides, acts on a specific DNA
sequence to change it. The large amount of research and studies on the molecular
mechanism of the pathophysiological events of sickle cell anemia has enabled the
emergence of new curative treatments that in the future may be implemented as more

effective and viable treatments compared to current ones.

Keywords: Sickle Cell Anemia; Gene Editing; Haplotype; Molecular Aspect; CRISP-Cas9.
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1. INTRODUCAO

A doenca falciforme é uma hemoglobinopatia hereditaria de fenétipos SS, SC,
S/beta-talassemia e SD, dependendo da hemoglobina variante com que se combinou,
além é claro, da classica combinagcdo AS; mas o termo anemia falciforme refere-se ao
fenétipo SS. A hemoglobina alterada recebe o nome HbS por referéncia ao termo em
inglés sickle (foice em portugués) (ANVISA, 2002). A manifestacéo clinica da doenca
depende de alguns processos fisico-quimicos que desencadeiam sintomas em pacientes
com anemia falciforme. A HbS ao sofrer desoxigenacdao, interage de forma hidrofébica
com suas moléculas adjacentes, e essas se agregam formando estruturas em fibras que
se enovelam entre si, formando um eixo axial no interior da heméacia denominados
polimeros, que podem alterar o formato da membrana celular, deixando-a em forma de
foice (PITOMBEIRA E NETO, 2003). Hemacias falcizadas podem causar vaso-oclusao
por obstruirem os vasos e impedir o fluxo sanguineo, o que pode causar diversas
alterac6es no organismo e uma possivel isquemia. As manifestacdes clinicas podem
variar de casos em que ndo existem sintomas a casos graves de vaso-oclusdo e
isquemia que pode gerar um dano agudo ou crbénico nos érgdos. Pacientes com o
fenotipo HbSS possuem niveis de hemoglobina total baixos ao nascimento e s0 iréo
estabilizar com trés a seis meses de vida e diminuem novamente até 0s quinze meses
de vida. A vaso-oclusdo é o processo agudo mais comum em pacientes com anemia
falciforme com mais de dois anos de idade e é o responsavel pela maior parte das
internacbes hospitalares; pode variar entre processos de dor aguda extrema ou
moderada e pode afetar ossos, regido lombar, regido toracica e o abdome. Podem
ocorrer ainda, processos de Sindrome Toracica Aguda (STA), anemia aplastica aguda,
sequestro esplénico, acidente vascular encefélico (AVE) e necrose de diversos 6rgaos;
esses pacientes podem apresentar baixa imunidade pelo “ataque” ao baco, deixando-

0S mais suscetiveis a infec¢des bacterianas (ANVISA, 2002).

Entretanto, os quadros clinicos variam entre pacientes, existem pacientes HbSS
gue apresentam diversas crises dolorosas de vaso-oclusédo e podem ter morte precoce

enquanto ha casos em que quase nao existe crise vaso-oclusiva e 0s pacientes podem
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levar uma vida quase normal com uma forma benigna da doenca. Dessa forma, a
concentracdo de hemoglobina fetal baixa, leucocitose, alta frequéncia de crises algicas

e anemia aguda séo fatores que levam a morte precoce dos pacientes (ANVISA, 2002).

A anemia falciforme € a expressao clinica da homozigose do gene da hemoglobina
S e é a anomalia genética com maior prevaléncia no mundo, ja no Brasil, sua prevaléncia
€ de 0,1% a 0,3% na populacdo negra, atingindo também a populacdo caucasiana
brasileira em razdo da miscigenacao, enquanto na populacéo africana sua prevaléncia é
de 25% a 40% (SOARES, 2017).

Por ser uma doenca decorrente de alteracdes génicas, ainda ndo ha cura para a
anemia falciforme, porém existem alguns tipos de tratamentos que visam melhorar a
gualidade de vida do portador através do controle das manifestacdes clinicas. Grande
parte da populacdo de portadores do gene da HbS acaba sofrendo com questdes
econOmicas e sociais. Desta forma, a busca por uma cura é essencial e tem evoluido

nos ultimos anos, mas ainda néo foi descoberta (ANVISA, 2002).
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2. OBJETIVOS

Realizar levantamento bibliografico em bases de dados e bibliotecas cientificas,
para, apdés analise criteriosa, apresentar a prevaléncia e fisiopatologia da anemia
falciforme, na busca pela integracdo dos aspectos moleculares e genéticos da doenca
as novas possibilidades de tratamentos por meio da técnica de edi¢cdo génica CRISPR-
Cas?9.
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3. METODOLOGIA

Para confeccdo deste trabalho foi realizada uma reviséo bibliografica baseada
em artigos cientificos em inglés e portugués, preferencialmente publicados a partir de
2010 e buscados em bases de dados como SciELO (Scientific Eletronic Library Online),
PubMed (National Library of Medicine), LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude), e BIREME (Biblioteca Regional de Medicina).

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Edicdo Génica; Haplotipo; Aspectos Moleculares;
CRISPR-Cas9.

Keywords: Sickle Cell Anemia; Gene Editing; Haplotype; Molecular Aspects; CRISPR-
Cas?9.
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4. ANEMIA FALCIFORME
4.1 ANEMIA FALCIFORME NO BRASIL

A anemia falciforme teve origem no continente africano e subsequente origem
nas Américas através das imigracdes forcadas de aproximadamente 3 a 4 milhdes de
individuos africanos. E a doenca hereditaria de maior prevaléncia no mundo, com
frequéncia de 25% a 40% em paises africanos (SOARES, 2017) e de acordo com o
documento Doenca Falciforme publicado pelo Ministério da Saude, acomete cerca de 60
mil brasileiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Segundo ainda este documento, a populacdo brasileira é composta por 3
grandes grupos étnicos, os amerindios, 0s europeus e os africanos, este Ultimo grupo
chegou ao Brasil na condi¢cdo de escravos para trabalhar, principalmente, nas regides
norte e nordeste do pais, consequentemente essas regibes apresentam maior
prevaléncia de heterozigotos para o gene HbS (6% a 10%), enquanto a prevaléncia nas
regides sul e sudeste € menor (2% a 3%). A doenca falciforme acomete cerca de 0,1%
a 0,3% da populacdo negra e devido a miscigenacdo a tendéncia na populacéo
caucasoide é a de aumentar a prevaléncia do gene S (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).



4.2 ASPECTOS MOLECULARES DA DOENCA

A hemoglobina é uma proteina presente nas hemacias responsavel pelo
transporte de oxigénio no corpo. E uma proteina de estrutura globular e quaternaria
composta por quatro cadeias polipeptidicas, e um grupo prostético heme ligado a cada
uma das cadeias (Fig. 2 ). A hemoglobina A é composta por duas globinas Alfa e duas
Beta, e a combinacao entre variadas globinas formam os seis tipos de hemoglobinas
humanas geradas durante as fases do desenvolvimento, como exemplificado na Figura
1 (NAOUM, 1997; MCINNES, 2016; PITOMBEIRA & NETO, 2003).

Figura 1 — Tipos de hemoglobina humana.

Representacao dos diferentes tipos
de hemoglobina de acordo com seu

principal periodo de producao e

OQuadro composicao de cadeia globinica

Tipo de Periodo preponderante Cadeias

hemoglobina de sintese globinicas

Gower-1 Embriac/até 3° més E Ea
de gestacao

Portland Embnaoc/até 3®¥ més Eova
de gestacio

Gower -2 Embriao/até 3% més 0L 5F 5
de gestacao

Hb Fetal Feto/até 69 més de wida s

HbA Feto/vida adulta (eI P

HbA Vida adulta e P

Fonte: Neto e Pitombeira, 2003.
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Figura 2 — Estrutura quaternaria da Hemoglobina.

grupo heme

cadeiaa cadeiap

Hemacia

cadeia3 : & cadeiaa

forma helicoidal da
cadeia polipeptidica

Fonte: http://gassama.myweb.uga.edu/, 2013.

Anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditaria em que ocorre a
mutacdo do gene B-globina que ira substituir uma base nitrogenada timina por adenina
(GTT a GAT), no cromossomo 11 do DNA e ao invés de transcrever um acido glutamico,
sera transcrita uma valina, que resultara na formacédo da HbS, como representado na
figura 3 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).


http://gassama.myweb.uga.edu/
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Figura 3 - Alteracdo molecular da anemia falciforme.

DNA hemoglobina normal DNA hemoglobina mutante
NIRLLLINIRISININL ] LININ
mRNA mRNA
= F G 1 Eulimis =] o Wl
ANINY 4 0 IMIMARINIn 11 JNin
hemoglobina normal hemoglobina mutante

H eu H HEREIH

Fonte: Fernando Braganca, 2016.

A substituicdo do é&cido glutamico por valina gera uma instabilidade na
hemoglobina, levando a polimerizacdo da mesma em situacdes de hipéxia (BENFATO
et al., 2007). A polimerizacdo da HbS deforma os eritrocitos, que normalmente possuem
um ciclo de vida de 120 dias, e adquirem a condi¢cao de drepandcitos (hemacias em
forma de foice), com um ciclo de vida menor que dura de 10 a 20 dias, através do
alinhamento com outras fibras do polimero HbS formando um feixe e alterando o formato
do eritrécito. Essa alteracdo pode levar o paciente a ter crises hemoliticas e vaso-
oclusivas (RAMOS, 2015). Alguns drepandcitos podem retornar a forma natural quando
expostos a grandes concentracdes de HbF mas, se houver dano irreversivel sobre a
membrana, as células ndo voltam ao estado normal mesmo apds re-oxigenacao. Os
drepandcitos permanentemente falcizados apos diversos processos de re-oxigenacgao e
hipoxia sdo destruidos de forma prematura, caracterizando a AF como uma anemia
hemolitica (ANVISA, 2002).

A vaso-oclusdo € uma manifestacao clinica caracteristica da anemia falciforme.

As hemécias falcizadas sé@o responséaveis pela obstrucdo de vasos da microcirculagao.
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A obstrucao ocorre por dois principais fatores, a vaso-oclusdo mecéanica ocasionada pelo
formato das hemacias falcizadas que perdem sua capacidade de deformabilidade e a
expressdo de moléculas que contribuem para a adesdo ao endotélio vascular. A
obstrucdo dos vasos ocasiona infartos teciduais e, consequentemente dor ou danos

teciduais irreversiveis no portador (ANVISA, 2002).

O traco falciforme é a forma heterozigotica para o gene da hemoglobina S e
causa uma alteracdo comum e benigna em que o individuo herda uma hemoglobina S
de um dos pais e uma hemoglobina A do outro (HbAS). O traco falciforme varia de 2% a
8% de acordo com a intensidade da populag&o negra no Brasil. Os portadores do trago
falciforme n&o costumam apresentar sintomas e nenhum tipo de alteracdes fisicas e tém
expectativa de vida semelhante ao restante da populacao; os exames hematoldgicos nao
apresentam anemia, os niveis de hemoglobina se apresentam dentro da normalidade.
As hemécias, apesar de possuirem uma heterozigose da hemoglobina S com a
hemoglobina A, tém tempo de vida normal devido a maior concentragdo de hemoglobina
A e menor concentracdo de HbS em seu interior. O portador do traco falciforme pode
apresentar sinais clinicos caso esteja sob condicfes que propiciem a falcizacdo das
hemaécias como a acidose, hipdxia e desidratacdo (MURAO E FERRAZ, 2007).

4.3 HAPLOTIPOS

O tipo de variabilidade mais comum no complexo génico da globina beta é aquele
produzido por variacdes de sequéncias que alteram o sitio de reconhecimento de uma
enzima de restricdo. O padrdo de combinacao dos sitios polimérficos € denominado
haplétipo (SILVA E GONCALVES, 2010).

Haplétipos sdo marcadores que foram herdados em determinada ordem num
cromossomo especifico. Eles sdo marcadores Uteis para definir o fluxo do alelo Bs na
populacdo. O locus B esta presente no cromossomo 11, que é um locus que sofreu
diversas mutacbes ao passar do tempo. E possivel verificar a composicédo das regides
que ficam proximas ao locus B através do uso de enzimas de restricdo que irdo identificar

alteracdes do DNA. Os hapldtipos podem representar diferentes origens étnicas e
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geogréficas, o haplétipo Benin (Ben) teve origem na Costa Oeste da Africa, chega ao
norte da Africa, oeste da Arébia e sul da Europa; ja o Bantu foi identificado na Republica
da Africa Central (CAR), por isso pode ser conhecido como haplétipo CAR; o haplotipo
Senegal (Sen) foi primeiramente encontrado no oeste da Africa Atlantica; o Camario
teve origem no decorrer da costa oeste da Africa; e o haplétipo Arabe-indiano esta
presente no sub-continente indiano e leste da peninsula Arabe e pode ser chamado de
haplotipo Indo-arabe (SILVA, 2006).

Cada um dos haplotipos estéd associado a diferentes sequéncias que controlam a
expressao de hemoglobina fetal (HbF) e os niveis de HbF tem influéncia na densidade
de células falcizadas nos pacientes, quanto maior o nivel de hemoglobina fetal, menor a
guantidade de eritrdcitos falcizados. Portanto a sintese de hemoglobina fetal ajuda a
determinar a gravidade do quadro clinico de pacientes com AF. Dessa forma, cada
haplotipo associa-se a diversas sequéncias controladoras da expressdo de HbF, que
pode apresentar quadros graves, moderados ou intermediarios. Os haplétipos Senegal
e Indo-Arabe estdo associados a quadros clinicos moderados por apresentarem uma
meédia de 15%-30% de HbF, enquanto o Bantu associa-se a quadros graves e o Benin e
Camardo a quadros intermediarios. Hapl6tipos Benin, Camardo e Bantu apresentam
quadros graves e intermediarios, respectivamente tendo uma média de 5%-15% de HbF.
Dessa forma, pode se dizer qgue a hemoglobina fetal € um fator importante, mas néo é

exclusivo para determinacao do fenétipo do portador (SILVA, 2006).

Figura 4 - Relacdo entre os haplétipos e a gravidade clinica de cada um.

‘Haplétipos de Hb S Hb total Hb Fetal  Gravidade Clinica
(g/dl) (%)

Bantu 50-85 5—7 e

Benin 70-85 5-7 vee

Senegal 80-950 8-10 -

Camardes 80-90 5-7 .

Arabe-Indiano -9 15-20 +

Atipica ~8 5-7 vanavel

(444e) MU Grave; («++) grave: («+) moderado; («) ciscrelo

Fonte: Naoum, 2004.
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4.4 TALASSEMIAS

Devido a possibilidade de ocorréncia de pareamento da HbS com Beta-

talassemia, iremos descrever brevemente esta hemoglobinopatia.

As talassemias sdo alteracGes genéticas que modificam a relacdo alfa e beta da
cadeia globina, o que impede que certa quantidade de globina se ligue a um grupo
heme e essa globina que nédo se liga ao grupo heme precipita nas células, o que pode
causar hemodlise e uma eritropoiese deficiente. Essa alteragdo pode acometer os
grupos alfa, beta, gama, delta, épsilon, porém é mais comum e de maior significancia
clinica nos grupos alfa (alfa-talassemia) e beta (beta-talassemia) (MARTIN;
THOMPSON, 2013).

As talassemias sédo as mais comuns das hemoglobinopatias com acometimento
de aproximadamente 5% da populacdo mundial, possuem pelo menos um alelo positivo
em alguma das cadeias globina. Ha uma relacdo diretamente proporcional entre a
prevaléncia de portadores de talassemia e regifes que sdo ou ja foram endémicas de
malaria, como Africa subsaariana, sudeste da Asia e o Mediterraneo (OLIVIERI, 1999;
HOFFBRAND, 2013).

5. TRATAMENTOS UTILIZADOS ATUALMENTE
5.1 HIDROXIUREIA

A hidroxiureia (HU) foi sintetizada inicialmente no ano de 1869 por Dresler e Stein
em experimentos que procuravam extrair derivados da ureia, porém a hidroxiureia so foi
ter seu primeiro uso clinico um século depois, principalmente como tratamento
qguimioterapico para diversos tumores e leucemias e foi aprovado pelo FDA (Food and
Drug Admnistration) dos EUA em 1967. Ao passar dos anos a hidroxiureia foi cada vez
mais utilizada no tratamento de leucemia mieloide cronica, psoriase, melanoma, cancer
de ovario e HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) (BALLAS, 2006). Ja nos anos 80

houve diversos estudos que mostram que essa medicacao induz o aumento de HbF na
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anemia falciforme, portanto foi aprovada pela FDA em 1998 para o tratamento de
pacientes com doenca falciforme grave e, nos ultimos 30 anos, tem sido o principal
método utilizado para tratamento modificador da doenca. H& diversos estudos que
mostram que a hidroxiureia apresenta uma melhora nos quesitos laboratoriais anormais
da DF (Doenca Falciforme) e reduz a frequéncia de crises vaso-oclusivas dolorosas,
sindrome toracica aguda, hospitalizacdes, transfusfes de sangue e, recentemente, tem
aumentado a sobrevida dos portadores da AF (MCGANN E WARE, 2015).

N s aps

O mecanismo de ac¢do da hidroxiureia corresponde a inibicdo reversivel da
enzima ribonucleotideo redutase (RR) que converte ribonucleotideos em
desoxirribonucleotideos que sdo necessarios para a sintese e reparo do DNA. Essa
inibicho leva a diminuicio dos pools intracelulares de trifosfatos de
desoxirribonucleotideos, impedindo a progressao da divisdo celular. A interrupcédo da
hematopoiese resulta na cinética eritroide alterada apdés a recuperacao,
consequentemente apresenta maiores niveis de HbF através do recrutamento de
progenitores eritroides iniciais (MCGANN E WARE, 2015).
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Figura 5 - Multiplos mecanismos de a¢do da hidroxiureia para AF.

\

Hidroxiureia—%,

Progenitor \e‘e,
eritroide o L

T

redutase e citotoxicidade medular; (3) diminuicdo da adesividade e melhor reologia dos neutréfilos e
reticuldcitos circulantes; (4) redugcdo da hemolise por meio de melhor hidratacdo eritrocitaria, macrocitose
e reducdo da falcizacao intracelular; e (5) liberagéo de 6xido nitrico (NO) com potencial vasodilatagéo local

e melhora da resposta vascular.

Fonte: JUnior, 2014.

Por outro lado, a hidroxiureia demonstra certa toxicidade, principalmente por
induzir citopenias que tendem a serem leves e reversiveis. Pode afetar todas as
linhagens celulares, porém é mais comum encontrar neutropenia leve ou moderada,
reticulocitopenia e trombocitopenia, que sado reversiveis seja por suspensao temporaria
do tratamento ou através da diminuicdo da dose ingerida. Ela pode apresentar efeitos
clinicos colaterais, sendo o0s mais comuns, desconforto gastrointestinal leve,
escurecimento da pele ou leito ungueal e um possivel leve afinamento do cabelo. O uso
a longo prazo da hidroxiureia pode causar efeitos indesejaveis e de extrema relevancia
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como potencializar infertilidade, riscos na gravidez como teratogénese e possivel
aumento do risco de malignidade (MCGANN E WARE, 2015).

Quadro 1 - Toxicidades reconhecidas e potenciais da terapia com hidroxiureia na AF.

Muito Raro <<1% Raro <1% Ocasional 1-10% Comum >10%
Reacdo alérgica Diarreia Anemia Leucopenia
Alanina Hiperpigmentacao
aminotransferase Gastrite Anorexia das unhas e pele

(ALT) aumentada

Creatinina Hiperesplenismo Queda de cabelo Neutropenia
aumentada
Malignidade Pancitopenia Nausea Reticulocitopenia

Vomito

Ulceras de pele Trombocitopenia

Fonte: McGann e Ware, 2015.

5.2 TRANSFUSAO DE HEMACIAS

A transfuséo é indicada em casos de anemia severa, anemia com repercussao
hemodinamica, sequestro esplénico, aplasia pura de células vermelhas e hiper-
hemolise. O tratamento pode ser feito através de transfusdo simples, visando o aumento
da capacidade de carreamento de oxigénio, sem reduzir significativamente os niveis de
HbS (LOUREIRO, 2006).

Os pacientes com AF correm o risco de complicacdes relacionadas atransfusdes
continuas, como infeccbes sanguineas, aloimunizacdo, sobrecarga de ferro, reacdes

hemoliticas, reacdes alérgicas e hiper viscosidade do sangue (LOUREIRO, 2006).

5.3 TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS (TCTH)

O TCTH é um tratamento que consiste na eliminacdo dos componentes
hematolégicos e imunologicos do paciente através de quimioterapia, irradiacdo e
alteracdo por células tronco-hematopoiéticas doadas ou préprias do paciente
(HOFFBRAND; MOSS, 2013).
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A Unica opcado curativa utilizada atualmente na AF é o transplante de células
tronco hematopoiéticas, que tem capacidade de restaurar a hematopoiese normal dos
pacientes. Esse tratamento possui habilidade de produzir progenitores celulares e
células filhas capazes de realizar autorreplicacédo (INCA, 2012).

5.3.1 Indicagbes

Nem todos os pacientes podem realizar o TCTH, pois ele € indicado para
pacientes com caracteristicas especificas, como pacientes que apresentam falhas na
resposta ao tratamento com HU em um periodo de 6 meses, em conjunto com a presenca

das seguintes manifestacdes clinicas (SIMOES et al., 2010):

e Crises derivadas de obstrugéo e priapismo;
e Acidente vascular encefalico (AVE);

e Sindrome toracica aguda (STA);

e Doenca pulmonar;

e Presenca de estenose e oclusoes;

e Cardiomiopatia;

e Exame anormal de Doppler das artérias cerebrais.

5.3.2 Fontes de células-tronco

Segundo HOFFBRAND; MOSS, 2013, as células-tronco

hematopoiéticas podem ter trés origens diferentes:

e Medula 6ssea;
e Cordao umbilical;

e Sangue periférico.

5.3.3 Tipos de TCTH

Existem dois tipos de transplantes, o autdlogo, que utiliza as células tronco

hematopoiéticas do proprio paciente e usa altas doses de quimioterapia para o
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tratamento e sua probleméatica é a possibilidade de recidiva da doenca de origem
(SANTOS et al., 2015; SOARES et al., 2006). Enquanto o alogénico utiliza células-tronco
hematopoiéticas de doadores com HLA (antigeno leucocitario humano) compativel com
a do paciente, h4 grande possibilidade de incompatibilidade imunolégica ocasionando
imunodeficiéncia e DECH (doenca de enxerto contra o hospedeiro) (BALMAN et al.,
2009).

5.4 TERAPIA GENICA E SEUS BENEFICIOS

“A habilidade de fazer modificagbes pontuais no genoma humano tem sido o
objetivo da Medicina desde o conhecimento do DNA como unidade basica da
hereditariedade” (Goncalves e Paiva, 2017, p. 370). A terapia génica tem como definigéo
0 aprimoramento genético através da reparacdo de genes mutados ou modificacfes
sitio-especificas. A area de abordagem € ampla, tornando provavel o tratamento de
doencas causadas por genes recessivos, como a anemia falciforme, e de doencas
genéticas adquiridas como o céancer, e algumas infec¢des virais como a AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (GONCALVES E PAIVA, 2017).

5.4.1 Edicéo génica CRISPR-CAS9

A técnica de CRISPR-Cas9 é um método de biologia molecular de baixo custo e
altamente efetiva, precisa e simples quando comparada a outras técnicas, permite a
edicdo de sequéncias de DNA alvo-especificas do genoma de qualquer organismo,
através da delecéo, insercao ou substituicdo de um ou mais nucleotideos com o auxilio
de 3 moléculas, a nuclease (Cas9), que cliva o DNA dupla fita, um RNA que guia o
complexo até o alvo, e o DNA alvo, onde é realizada a edicdo do gene (ZHANG et al.,
2014). Esse método possui outras aplicacfes além da edicdo genética, como a marcacao
de DNA, regulacdo da expressao génica, clivagem de RNA, mapeamento de genes e
rastreamento de DNA (ZHANG et al., 2014). A ativacao e o direcionamento da Cas9 é
mediado por duas moléculas de RNA, sendo elas a crRNA (CRISPR-derived RNA) e

tracrRNA (trans-activating RNA), ja para a aplicacao laboratorial foi criado o single guide
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RNA (sgRNA), uma molécula de carater quimeérico obtida através da juncéo do crRNA e

tracrRNA e é responsavel por ativar e direcionar a Cas9 (PEREIRA, 2016).

A quebra da dupla fita de DNA é gerada pela clivagem do DNA pela Cas9 e
precisara ser restaurada pela célula por um de dois mecanismos, o NHEJ (juncéo de
pontas ndo homologas) ou o HDR (reparo direcionado por homologia). A acao simultanea
entre a Cas9 e NHEJ é geralmente utilizada quando o objetivo € o nocauteamento do
gene, enquanto o uso do HDR tem como foco o knock-in (introducdo de novas
sequéncias de DNA) ou a substituicao alélica (PEREIRA, 2016).

Figura 6 - Técnica de CRISPR-Cas?9.
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Fonte: Advanced Analyvtical.

Um estudo em andamento sobre o uso da CRISP-Cas9 no tratamento da anemia
falciforme (FRANGOUL et al., 2020) consiste na reducéo da expressao do gene BCL11A
nos eritrocitos, reestabelecimento da sintese de gama-globina e reativacao da producao
de hemoglobina fetal. Para a realizacdo desse estudo foram estabelecidos alguns
critérios de inclusdo, como idade entre 18-35 anos, diagndstico de anemia falciforme e
historico de duas a trés crises vaso-oclusivas por ano. Nessa pesquisa trés pacientes

receberam infusdo intravenosa de uma terapia autéloga ex vivo de CRISPR-Cas9,


https://www.aati-us.com/instruments/fragment-analyzer/presentations/?title=2017%20-%20Automating%20CRISPR%20Genome%20Editing
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denominada CTXO001, utilizando células-tronco hematopoiéticas (CTH) do proprio
paciente geneticamente modificadas, com objetivo de produzir maiores niveis de HbF.
Anterior a infuséo foi administrado bulssulfano, um antineoplasico alquilante de DNA. J&
apos a infusdo, células da medula 6ssea do paciente foram retiradas com o objetivo de
analise da quantidade de DNA que possivelmente teria sido editada, sendo observado
gue antes da infusdo os pacientes possuiam em média 9,1% de HbF e apds 15 meses
esse valor foi elevado a uma média de 43,2%, confirmando a eficacia do tratamento. Em
relacdo a hemoglobina S, os pacientes apresentavam cerca de 74,1% antes da infuséo,
e depois de 15 meses esse valor diminuiu para uma meédia de 52,3%. Durante o
tratamento houve a evidéncia de algumas reacdes adversas graves, Como pneumonia
na presenca de neutropenia, célculo biliar e dor abdominal, também ocorreu linfopenia,
considerado um sintoma néo grave. Contudo, foi constatado que entre 3-15 meses 0s 3
pacientes apresentaram aumento na hemoglobina adulta e fetal e, em destaque, ndo
apresentaram crises vaso-oclusivas, uma das principais e mais importantes
manifestacOes da doenca. Esses resultados foram de grande notabilidade, visto que a
auséncia de crises vaso-oclusivas evitam diversas complicacdes como derrame, STA
(sindrome toracica aguda), necrose papilar renal, auto-esplenectomia, Ulceras nas
pernas, priapismo, necrose 6ssea asséptica e perda visual (FRANGOUL et al., 2020).
Segundo Frangoul et al., 2021, por mais que os dados obtidos sejam positivos e
esperancosos, ainda € necessario avaliar a longo prazo o uso dessa terapia para
caracterizar a efetividade desse tratamento.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Apoés pesquisas sobre os aspectos moleculares e fisiopatologicos da doenca
falciforme foi descrita a relevancia da procura por novos tratamentos, visto que € a
hemoglobinopatia com maior prevaléncia no Brasil e ainda ndo possui nenhum tipo de
tratamento suficientemente eficaz. O uso da terapia com edicdo génica utilizando a
técnica CRISPR-Cas9 tem sido estudada, como foi evidenciado na revisdo e mostrou
resultados promissores no tratamento da anemia falciforme. Por outro lado, ainda é
necessario realizar mais ensaios clinicos para o aprimoramento dessa técnica como
possivel tratamento assertivo. Dessa forma, nota-se a importancia da consisténcia de
pesquisas nesse cenario para melhoria continua da qualidade de vida dos portadores

dessa hemoglobinopatia.
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