=) B iamed
MULTIDISCIPLINARES 1 € j o e e

uUNDB

ROMPENDO BARREIRAS NA SAUDE: O CRISPR como Tratamento para

hemoglobinopatias com énfase da Anemia Falciforme

BREAKING DOWN BARRIERS IN HEALTH: CRISPR as a Treatment for

Hemoglobinopathies with an Emphasis on Sickle Cell Anemia

ROMPIENDO BARRERAS EN SALUD: CRISPR como tratamiento para las

hemoglobinopatias con énfasis en la anemia de células falciformes

Lucas Verissimo Oliveira Batista'
UNDB. Sao Luis. Maranhao.

Nicole Peres Soeira?
UNDB. Sao Luis. Maranhao.

Juliana Campos Vieira®
UNDB. Sao Luis. Maranhao.

Yuri Lopes Nassar*
UNDB. Sao Luis. Maranhao.

' Discente do curso de Medicina. Centro Universitario UNDB. lucasverissimo@live.com.

2 Discente do curso de Medicina. Centro Universitario UNDB. nicolesoeira@gmail.com.

3 Discente do curso de Medicina. Centro Universitario UNDB. 002-024719@aluno.undb.edu.br.
4 Professor Mestre. Centro Universitario UNDB. yuri.nassar@undb.edu.br.

Revista de Estudos Multidisciplinares, Sdo Luis, v. 3, n. 3, Edigdo Especial | JOMED
UNDB, dez. 2023. ISSN 2238-7897


mailto:lucasverissimo@live.com

REVISTA DE

o
ESTUDOS rn
MULTIDISCIPLINARES j o | e d

uUNDB

RESUMO

A doenga falciforme (DF) representa a condigdo sanguinea monogénica mais
prevalente, caracterizada por dor aguda, les6es em érgéos-alvo e obitos prematuros.
As alternativas terapéuticas para o DF ainda permanecem restritas. Apenas quatro
farmacos foram endossados pela Anvisa visando a reducdo de complicacbes
imediatas, com foco em tratamento sintomatico, e apenas um como tratamento. O
transplante de células-tronco hematopoiéticas surge como o unico método curativo
para a DF, geralmente proveniente de um doador compativel e familiar. A manipulagao
ex vivo de células-tronco hematopoiéticas autdlogas e de células progenitoras,
seguida pelo transplante de células geneticamente alteradas, oferece a perspectiva
de uma cura duradoura aplicavel a todos os pacientes, independentemente da
disponibilidade de doadores adequados e da ocorréncia da doenga do enxerto contra
o hospedeiro. Este artigo de revisdo direciona seu foco para a aplicagdo da edigéo
genética CRISPR/Cas9 na erradicagdo da anemia falciforme, englobando a correcéo
definitiva da mutagcdo da DF. Apresentaremos um panorama sucinto das principais
realizacbes e obstaculos, visando proporcionar uma visdo mais nitida acerca do
potencial das abordagens apoiadas na edigao genética para a concretizagao da cura

da anemia falciforme.

Palavras-chave: @ CRISPR/Cas9; Edicdo Genética; Anemia  Falciforme;

hemoglobinopatias;

1 INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) é uma condicdo hereditaria caracterizada pela

presenga de um defeito estrutural na molécula de hemoglobina, resultando em uma
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anemia hemolitica. A raiz da doenga é uma mutagao pontual no gene da beta globina,
que leva a producdo de uma forma anormal de hemoglobina, denominada
hemoglobina S (HbS), ao invés da hemoglobina A (HbA) considerada saudavel.
(Ladeia, 2020)

Essa alteracdo genética resulta na troca do acido glutamico pela valina na
sexta posicdo da sequéncia beta do gene, causando transformag¢des nas
propriedades fisico-quimicas da estrutura da hemoglobina. Individuos afetados pela
anemia falciforme sdo homozigotos para essa mutagéo, exibindo o perfil eletroforético
compativel com a hemoglobina SS (HbSS). (Ladeia, 2020)

A mutag&o na molécula de hemoglobina causa mudangas em sua solubilidade,

levando a formagéo de polimeros quando a oxigenagao € baixa.

Isso faz com que as hemacias percam sua forma bicbncava e adotem uma forma em
formato de foice. Esse processo resulta em oclusbes frequentes nos capilares
menores, chamadas de vaso-oclusdo. Além disso, as hemacias falcizadas tém uma
vida util mais curta do que as normais, levando a sua remocgado prematura da
circulagdo. Esses eventos, vaso-oclusdo e hemdlise, sao responsaveis pelas
manifestagdes clinicas e alteragdes laboratoriais caracteristicas da doencga. (Ladeia,
2020)

A edicdo genbmica € uma ferramenta poderosa e inovadora para realizar
adicoes, delecdes e alteragdes precisas no genoma - o conjunto completo de material
genético de um organismo. O desenvolvimento de novas abordagens - envolvendo o
uso de meganucleases, nucleases de dedos de zinco (ZFNs), nucleases efetoras
ativadoras de transcrigdo (TALENSs) e, mais recentemente, o sistema CRISPR/Cas9
- tornou a edicdo do genoma muito mais precisa, eficiente, flexivel e menos
dispendiosa em relacéo as estratégias anteriores. (CONEP, 2017)

A tecnologia CRISPR/Cas9 representa um avango significativo na edi¢ao
genética, e seu funcionamento envolve dois elementos-chave: um RNA guia,

projetado para reconhecer uma sequéncia especifica de um gene-alvo desejado, e a
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proteina Cas9, uma endonuclease que desempenha o papel crucial de induzir uma
quebra na estrutura de DNA de fita dupla. Essa quebra no DNA proporciona uma
abertura para que ocorram modificagdes precisas no genoma do organismo-alvo.
(Redman, 2016)

A base do sistema CRISPR/Cas9 reside na capacidade do RNA guia de se
ligar a sequéncia alvo no DNA, orientando a Cas9 para a localizag&o precisa do gene
que se deseja modificar. Uma vez ancorada ao local correto, a proteina Cas9 induz a
quebra do DNA de fita dupla nesse ponto especifico. Esta quebra desencadeia um
mecanismo natural de reparo do DNA, que pode ser manipulado para introduzir
mudangas controladas na sequéncia genética. Isso pode incluir a inativagdo de um
gene, a substituicdo de segmentos de DNA ou até mesmo a insergao de novos genes.
(Redman, 2016).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da Anemia Falciforme no Brasil e no Mundo.

A doencga falciforme, um dos disturbios monogénicos mais prevalentes,
engloba diversas patologias, sendo a anemia falciforme sua principal manifestagao.
Sua alta prevaléncia se concentra em regides como a Africa Subsaariana, a Bacia
Mediterranea, o Oriente Médio e a india, com taxas variando entre 20% e 40%.
(Ladeia, 2020)

No Brasil, conforme dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal, a
prevaléncia do trago falciforme situa-se em torno de 4% na populagdo em geral,
variando entre 2% e 8%, enquanto entre os afrodescendentes essa taxa é de 6% a
10%. A estimativa € de 25.000 a 30.000 casos de anemia falciforme no pais, com
cerca de 3.500 novos casos surgindo anualmente. A distribuigdo do gene da HbS

varia entre as regides brasileiras, com proporgdes como 1:650 nascimentos vivos por
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ano na Bahia, 1:1.200 no Rio de Janeiro, 1:1.400 em Pernambuco, Maranhao, Minas
Gerais e Goias. No sul do pais, as propor¢des diminuem para 1:10.000-11.000 no Rio
Grande do Sul e 1:13.500 em Santa

Catarina e Parana. (Ladeia, 2020)
2.2 Fisiopatologia da hemoglobinopatias

As hemacias presentes em individuos com anemia falciforme exibem a
hemoglobina S (HbS), resultante de uma mutac&o pontual no sexto codon do gene
da globina beta. Essa condigéo, de carater autossdmico recessivo, requer a heranga
de uma copia alterada do gene tanto da m&e quanto do pai. A modificagdo ocorre no
cromossomo 11 e implica a substituicdo de um nucleotideo timina por um adenina,
gerando a codificagdo do aminoacido valina ao invés do acido glutédmico, resultando
na producédo de HbS (MARCO ANTONIO ZAGO, 2001)

A variante desoxigenada da hemoglobina S (HbS) desencadeia a
polimerizagdo hemoglobinica, levando a perda da organizagdo quaternaria e a
adogao de uma organizagdo primaria. Esse processo insolubiliza a HbS, causando
uma transformagéo nas hemacias saudaveis em uma forma semelhante a uma foice,
conhecida como eritrofalciformagado ou afoicamento. Isso resulta em obstrugcdes
microvasculares generalizadas, causando danos isquémicos aos tecidos e crises de
dor, chamadas crises vaso-oclusivas. Além disso, ocorre anemia cronica devido a
hemdlise intravascular e extravascular. (MARCO ANTONIO ZAGO, 2001)

A variabilidade clinica na anemia falciforme é influenciada por fatores como
hemoglobina fetal, haplotipos da beta globina e coexisténcia de talassemia. A anemia
falciforme é caracterizada por homozigose para hemoglobina S (HbSS), enquanto
heterozigoses incluem HbS/beta talassemia, HbSC e HbSD, além do trago falciforme
HbAS. (FORONI, 2022).
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2.4 Edicao Gendmica com CRISPR-Cas9

Na década de 1980, foi identificada uma particularidade no material genético
da bactéria Escherichia coli, uma regido com um padrao atipico, apresentando uma
sequéncia altamente variavel intercalada por outra sequéncia repetitiva cuja fungéo
ainda ndo era compreendida. A hipétese surgiu em 2005 de que essas sequéncias
variaveis poderiam ser originarias de fontes externas, funcionando como memoria
imunoldgica contra fagos e plasmideos invasores. Isso estabeleceu as bases para o
sistema Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) e as
Proteinas Associadas Cas, que se tornaram ferramentas biotecnologicas essenciais
para a edicdo gendbmica a partir de 2012. Originado do sistema imune adaptativo de
microrganismos, esse processo reconhece o material genético invasor,
fragmentando-o em partes menores e incorporando-o ao seu proprio DNA. Em uma
subsequente infecgao pelo mesmo agente, ocorre a ativagédo do locus CRISPR. Esse
locus passa por transcricdo, o RNA mensageiro é processado e sdo formados
pequenos fragmentos de RNA guia (crRNAs). Esses crRNAs, ao se unirem as
proteinas Cas, identificam e finalmente eliminam os acidos nucleicos estranhos.

(HOIJER, 2022)

A técnica CRISPR surge a partir dessa engenhosa mecénica natural,
permitindo a edicdo precisa de sequéncias especificas no genoma de qualquer
organismo. Essa técnica utiliza apenas trés moléculas: a nuclease (Cas9), que corta
a dupla fita de DNA; um RNA guia que direciona o complexo até o alvo desejado; e o
préprio DNA alvo. Comparada a outras técnicas, como Zinc-Finger Nucleases,
TALENs e Gene Targeting, o sistema CRISPR se destaca por sua simplicidade e
precisdo. Isso faz com que ele seja uma ferramenta versatil para diferentes
abordagens de edigdo génica, incluindo inativacdo génica (gene knockout - KO),

insercao de sequéncias exogenas
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(knock-in) e substituicdo alélica, entre outras. (HOIJER, 2022)

O RNA orientador se une ao DNA alvo. A enzima Cas9 reconhece essa
estrutura e facilita a quebra da dupla hélice do DNA, subsequente a restauracido na
presencga de um doador de DNA com correspondéncia homologa. Esse procedimento
leva a integragao de uma sequéncia externa no genoma (insergéo) ou a substituicao
alélica. (HOIJER, 2022)

Os avancgos rapidos desta inovadora tecnologia viabilizaram a condugao de
testes translacionais em células humanas ndo germinativas, empregando a edigéo
de genes através da abordagem CRISPR. Ja estdo sendo documentadas as
primeiras aplicagdes terapéuticas, abrangendo fases de aprimoramento dos métodos
de administragdo e da precisado para assegurar a segurancga e eficacia do sistema.
(HOIJER, 2022)

Recentemente, cientistas das instituicbes académicas da Califérnia e Utah
alcangaram sucesso na retificagdo da alteragdo genética associada a anemia
falciforme. Foram isoladas células CD34+ de individuos afetados por esta condigao,
submetidas a edigado por meio da abordagem CRISPR-Cas9 e, apds um periodo de
16 semanas, os dados indicaram a diminuicdo nos niveis de expressdo do gene
mutante e um incremento na express&o do gene saudavel. (HOIJER, 2022)

Essa tecnologia esta sendo predominantemente aplicada a doengas genéticas
monogénicas, que, embora raras, somam cerca de 10 mil condi¢gbes catalogadas.

(HOIJER, 2022)
3 METODOLOGIA

O objetivo deste estudo foi destacar a comunidade afetada pela anemia
falciforme, criando e delineando perfis de pacientes distintos para possibilitar a

identificacdo de semelhancas. A relevancia do assunto pode ser realgada,
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especialmente, pela transformacdo de mentalidade em relagdo as inovacgdes
genéticas, sempre pautada na ética. Por meio de uma reviséo bibliografica, foram
examinados a fisiopatologia, a manipulagdo genética e o método CRISPR, além de
investigagdes socioculturais e historicas relacionadas a epidemiologia, destacando a

significancia do enfoque biopsicossocial.

Verificou-se que a abordagem, em sua maior parte descritiva e embasada nas
opinides dos avaliadores, limita-se a analise entre os estudos. A partir deste achado,
foram examinados os aspectos favoraveis e desfavoraveis para o progresso
tecnoldgico de terapias que utilizam a edigdo genética em organismos vivos. Com
base nisso, foi empreendida uma analise minuciosa da discussao, fundamentada na
diretriz técnica do Conselho Federal de Medicina, destacando todo o rigor e
exceléncia delineados no documento. Os procedimentos de coleta dos dados
supracitados, foi através de pesquisa bibliografica e documental, com abordagem

quantitativa e qualitativa, com o intuito de relacionar os dados para a interpretagao.

Esse é um estudo de revisédo sistematica e meta-analise que desempenham
um papel crucial na sintese e interpretagcao do conhecimento cientifico acumulado. A
pesquisa levou em consideragao referéncias com no maximo 6 anos de publicacéo e
dentro das bases Pubmed e Scielo, com amostragem global sempre tentando trazer
énfase ao Brasil, quando possivel. Essas fornecem uma visdo abrangente e critica
das evidéncias disponiveis em um determinado campo, permitindo que os
pesquisadores tirem conclusdes mais informadas sobre uma questdo de pesquisa
especifica. (SILVA, Ana B.; PEREIRA, Jo&o R., 2021).

A pesquisa foi projetada para maximizar os beneficios e minimizar os riscos.
Os pesquisadores consideraram cuidadosamente o0s possiveis riscos fisicos,
emocionais e sociais, bem como os beneficios potenciais da pesquisa, sempre

respeitando a equidade e a justica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso do sistema CRISPR-Cas9 se tornou uma ferramenta indispensavel em
diversas areas da pesquisa biomédica, com o potencial de revolucionar o tratamento
de doengas genéticas. No entanto, sua aplicagéo, especialmente na edi¢do de genes
germinativos humanos, tem suscitado preocupag¢des éticas que exigem uma
consideragao cuidadosa. Um ponto focal primordial gira em torno das mutagdes n&o
intencionais induzidas pelo CRISPR-Cas9, ocorrendo ndo apenas no local alvo
pretendido, mas também em outras partes do genoma. Essas mutagdes fora do alvo
demandam atencdo critica devido a sua capacidade de perturbar a funcédo e
regulacdo de genes n&o relacionados. Além disso, ha a preocupagdo com a
possibilidade de ocorrerem alteragbes estruturais mais amplas na sequéncia do

genoma no local alvo pretendido. (HOIJER, 2022)

Estudos sobre os efeitos indesejados da edigdo genémica usando CRISPR-
Cas9 tém gerado conclusdes contraditorias. Alguns relatam efeitos adversos, como
mudangas no local alvo e mutagbes fora dele, enquanto outros ndo chegam a
conclusdes claras. Essas diferencas podem ser atribuidas a condigbes experimentais
variaveis, como concentragcdo de Cas9, métodos de entrega e caracteristicas
celulares distintas. Limitagdes nas configuragdes experimentais e nas tecnologias
gendmicas usadas para analise também podem mascarar a detecgédo desses efeitos
adversos do CRISPR-Cas9. Além disso, tais efeitos podem ser raros, afetando
apenas uma pequena proporcdo das amostras editadas. Portanto, uma analise
abrangente, envolvendo um grande numero de amostras, € fundamental para
compreender totalmente os efeitos do CRISPR-Cas9, incluindo suas implicacdes de
longo prazo nas geragoes futuras. (HOIJER, 2022)

A validacdo da edicdo genbmica frequentemente utiliza meétodos de
sequenciamento curto ou Sanger. No entanto, essas técnicas podem néo identificar

aberracdes genéticas mais amplas, comuns na edicdo gendmica pelo CRISPR-Cas9.
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O sequenciamento longo € menos limitado nesse aspecto. Nos estudos de Hoijer,
demonstraram grandes dele¢cdes e rearranjos complexos no alvo da edigéo
gendmica, usando PCR de longo alcance e sequenciamento longo. Outros relatos
também identificaram variantes estruturais induzidas por Cas9 (SVs) no alvo em vivo,
incluindo delegdes segmentares e cromossomos inteiros. (HOIJER, 2022)

As aberragdes gendbmicas complexas induzidas pelo CRISPR-Cas9 sdo mais
comuns nos locais alvo, embora estudos, tenham detectado esses efeitos também
fora dos locais alvo em embrides humanos. Para avaliar a relevancia das aberracoes
fora do alvo, é necessario identificar suas posicbes no genoma. Ferramentas
computacionais podem prever esses locais, mas a abordagem mais confiavel é
determinar experimentalmente a atividade fora do alvo do Cas9 in vitro por meio de
sequenciamento. Recentemente, o método Nano-OTS, um sequenciamento longo
usando nanoporos, foi desenvolvido para identificar com precisao aberragdes fora do

alvo, mesmo em regides gendmicas complexas e repetitivas. (HOIJER, 2022)

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o progresso da tecnologia CRISPR/Cas9, a inser¢ao autéloga de células-
tronco hematopoiéticas editadas geneticamente poderia potencialmente proporcionar
uma solugao para a maioria dos individuos com anemia falciforme. No entanto, para
tornar viavel essa estratégia de tratamento centrada na edicdo genética em contexto
clinico, enfrenta-se diversos desafios, que incluem a demanda por alta eficacia de

edicdo e minimos efeitos colaterais.

E crucial adquirir um entendimento quantitativo das implicagdes genotipicas e
fenotipicas de uma ampla variedade de mutacdes nas células CD34 + da anemia
falciforme modificadas pelo CRISPR/Cas9, de modo a garantir a seguranga das

aplicacgdes clinicas. A elaboracgao de taticas de edicao que possibilitem a obtencéo de
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altas quantidades de HSCs (células-tronco hematopoiéticas) para repovoamento a
longo prazo, com uma propor¢ao substancial de células editadas apos o enxerto,

permanece um desafio continuo.

As abordagens atuais de edi¢cao ex vivo apresentam limitagbes. Apenas uma
minoria das células CD34 + dos pacientes com anemia falciforme demonstra ser
HSCs. Ademais, torna-se dificil oferecer uma cura fundamentada na edigdo genética
ex vivo aos pacientes devido ao alto custo, que € motivado pela necessidade de
instalacdes altamente especializadas e competéncias técnicas avangadas. A edigcao
genética in vivo das HSCs pode contornar as limitagbes da abordagem ex vivo, pois
a administracdo da terapia in vivo pode ser pouco invasiva e financeiramente mais

acessivel, especialmente em regides com recursos limitados.
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