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RESUMO

A Anemia Falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia hereditaria autossémica recessiva,
caracterizada por mutagdo no gene da [B-globina que resulta na producédo de
hemoglobina S (HbS) e na deformacédo das hemacias em formato de foice.O estudo
teve como objetivo analisar e comparar a eficacia, os avancos e as limitacbes das
terapias tradicionais — como o0 uso da hidroxiureia, transfusdes sanguineas e
tratamentos de suporte — em relacéo a terapia génica baseada em CRISPR-Cas9,
destacando seu potencial curativo e os desafios clinicos e éticos envolvidos. Trata-se
de uma pesquisa de carater qualitativo, exploratério e bibliografico, fundamentada na
analise de artigos cientificos, revisdes sistematicas e publicacdes recentes de 2013 a
2025 disponiveis em bases de dados como PubMed, Scielo e ScienceDirect, que
abordam a fisiopatologia da AF, os tratamentos convencionais e 0s avanc¢os da edicéo
génica. Os estudos analisados demonstram que 0s tratamentos convencionais
proporcionam melhora sintomatica e reducdo das complicacdes, porém nao
promovem a cura definitiva e podem causar efeitos adversos. Em contrapartida, a
terapia génica por CRISPR-Cas9 mostra resultados promissores, com reducédo da
falcizacao eritrocitaria, prevencao das crises vaso-oclusivas e preservacdo da funcéo
organica, sugerindo potencial curativo. Contudo, ainda ha desafios técnicos, éticos e
sociais, especialmente relacionados a seguranca da edicdo genética, a eficiéncia dos
vetores e a acessibilidade do tratamento para comunidade cientifica. A analise
comparativa evidencia que, enquanto os tratamentos tradicionais mantém o controle
sintomatico temporario, a terapia génica baseada em CRISPR-Cas9 tem potencial
para modificar o curso clinico da Anemia Falciforme, oferecendo uma abordagem
personalizada e potencialmente duradoura se melhor estudada e explorada. Apesar
dos desafios ainda existentes, a edicdo génica representa um avanco significativo nas
perspectivas de cura e na qualidade de vida dos pacientes com AF.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Terapia génica. CRISPR-Cas9. Hemoglobina S.
Tratamento.

ABSTRACT

This research addresses Sickle Cell Anemia (SCA) and the innovative therapeutic

perspectives associated with gene editing using the CRISPR-Cas9 system, in

comparison to conventional treatments. Objective: The study aims to analyze and

compare the effectiveness, advances, and limitations of traditional therapies—such as
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the use of hydroxyurea, blood transfusions, and supportive treatments—with gene
therapy based on CRISPR-Cas9, highlighting its curative potential and the clinical and
ethical challenges involved. This is a qualitative, exploratory, and bibliographic
research based on the analysis of scientific articles, systematic reviews, and recent
publications (2013 — 2025) available in databases such as PubMed, SciELO, and
ScienceDirect, which address the pathophysiology of SCA, conventional treatments,
and advances in gene editing. The analyzed studies show that conventional treatments
provide symptomatic improvement and reduce complications; however, they do not
offer a definitive cure and may cause adverse effects. In contrast, gene therapy using
CRISPR-Cas9 has shown promising results, including reduced erythrocyte sickling,
prevention of vaso-occlusive crises, and preservation of organ function, suggesting
curative potential. Nonetheless, there are still technical, ethical, and social challenges,
especially regarding the safety of genetic editing, vector efficiency, and the accessibility
of treatment for the scientific community. The comparative analysis shows that while
conventional treatments maintain temporary symptomatic control, CRISPR-Cas9—
based gene therapy has the potential to modify the clinical course of Sickle Cell
Anemia, offering a personalized and potentially long-lasting approach if further studied
and developed. Despite the remaining challenges, gene editing represents a significant
advance in the prospects for cure and in improving the quality of life of patients with
SCA.

Keywords: Sickle Cell Anemia. Gene Therapy. CRISPR-Cas9. Hemoglobin S.
Treatment.

1. INTRODUCAO

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenca hemolitica hereditaria autossémica
recessiva, resultante de uma mutacdo no gene da hemoglobina no cromossomo 11,
gue provoca a substituicho do acido glutdmico por valina na cadeia beta da
hemoglobina. Essa alteracdo gera a Hemoglobina S (HbS), que, sob condicbes de
hipoxia, induz a polimerizagao dos glébulos vermelhos, fazendo com que assumam o
formato de foice. As células falciformes tém sua flexibilidade comprometida,
dificultando a circulacdo sanguinea, o que pode causar obstru¢do nos pequenos
vasos sanguineos e gerar isquemia tecidual *. (De Almeida, 2017).

O principal mecanismo da Anemia Falciforme (AF) é a vaso-oclusdo, causada
pela adesédo das hemacias falciformes e leucdcitos ao endotélio vascular, resultando
em obstrucdo nos microcapilares e levando a hipoxia e necrose tecidual. Na forma
cronica da doenca, ocorrem inflamacgfes recorrentes, aumento da viscosidade
sanguinea, reducdo do fluxo e oxigenacdo sanguinea, além de maior nimero de

hemacias falciformes em condi¢des de baixo oxigénio, intensificando a fagocitose das
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células. O quadro de anemia surge com a diminuicéo das heméacias circulantes devido
a hemodlise constante das hemacias falciformes, reduzindo a concentracdo de
hemoglobina. Quedas rapidas nos niveis de hemoglobina podem desencadear crises
aplasticas. A hemolise excessiva também causa sequestro esplénico, aumentando o
volume do baco e agravando a anemia e hipovolemia. A autoesplenectomia ocorre
guando o sequestro das hemacias € recorrente, levando a fibrose e calcificacdo do
baco *.

Neste contexto, a terapia génica surge como uma alternativa promissora de
tratamento e até mesmo cura para as doencas genéticas, no caso em questao a AF.
Ela tem como objetivo a modificacdo do material genético, por meio da correcdo de
genes mutados defeituosos ou da introducéo de alteracdes em regides especificas do
DNA 2,

Com os avangos nas areas de tecnologia, ciéncia e medicina, essas técnicas
estdo se tornando cada vez mais acessiveis, especialmente ap6s a descoberta da
ferramenta CRISPR-Cas9. Essa ferramenta permite substituir partes do DNA, corrigir
erros geneéticos ou inserir caracteristicas benéficas, além de possibilitar a ativacado ou
inibicdo de certos cédons conforme a necessidade. Inicialmente descoberta em
bactérias como um mecanismo de defesa contra elementos invasores, o CRISPR-
Cas9 funciona quando o sistema imunoldgico bacteriano detecta o DNA viral e utiliza
a enzima Cas9 para clivar e destruir esse DNA, armazenando fragmentos dele no
préprio DNA da bactéria em repeticbes palindrdmicas curtas e regularmente
espacadas do inglés “clustered reqularly interspaced short palindromic repeats”
(CRISPR) 2.

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo compreender o uso da
tecnologia CRISPR-Cas9 como terapia génica no tratamento da anemia falciforme,
através de uma revisdo bibliografica. Além disso, buscou-se pontuar os desafios
técnicos envolvidos na aplicagdo do CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia
falciforme, entender suas implicacbes na seguranca e eficacia da terapia, a e
identificou-se as questdes éticas e sociais relacionadas ao uso da tecnologia CRISPR-

Cas9 como terapia génica
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2. METODOLOGIA

A presente pesquisa foi realizada através de um estudo de natureza tedrico-
bibliografica de carater exploratério com busca de conhecimentos especificos sobre o
assunto abordado, em referéncias de documentos e autores nacionais e estrangeiros.
Segundo Rodrigues e Neubert, a pesquisa bibliografica € desenvolvida com base em
material ja elaborado, constituido principalmente por livros e artigos cientificos, sendo
particularmente Gtil quando se pretende analisar e discutir teorias e contribuicdes ja
consolidadas 4. Severino complementa que esse tipo de pesquisa possibilita a
construcdo de um referencial teérico consistente, a partir da andlise critica das
producbes ja existentes sobre o objeto de estudo, servindo como base para a
delimitacéo e aprofundamento da problematica investigada °.

Para a realizacéo do trabalho foram consultadas as seguintes bases de dados
PubMed, Scielo, Google Académico e Biblioteca Digital Brasileira de Teses e
Dissertagdes (BDTD), bem como sites oficiais do governo. Essas plataformas foram
selecionadas devido a sua abrangéncia e relevancia na area de pesquisa médica e
cientifica.

Como critérios de busca foram utilizados os termos de busca (anemia
falciforme, terapia génica, doenca falciforme, tratamentos anemia falciforme,
fisiopatologia da AF, Crispr- Cas9), combinados com os conectores légicos “and” e
‘or”, juntamente com seus correspondentes descritores em inglés.

A selecao de estudos para esta revisao bibliografica incluiu publicacdes entre
2013 e 2025, sendo considerados os estudos que correspondem diretamente ao tema
de pesquisa, que possuem texto completo disponivel e de acesso publico, e cuja
relevancia € confirmada pelo titulo e resumo. A busca pelos estudos, realizada com
base nas palavras-chave, resultou em 283 artigos. Foram excluidos os que se
repetiam nas bases de dados, estavam fora do recorte temporal definido ou nao
apresentavam relacdo direta com o tema proposto. Assim, 37 artigos foram

selecionados para compor a amostra desta pesquisa.

3. REVISAO DE LITERATURA
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3.1. EPIDEMIOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

De acordo com um estudo realizado por Alegre e colaboradores em 2022, o
Brasil € um dos paises com os indices mais altos de casos de Doenca Falciforme
(DF), isso se da por conta de sua grande miscigenacao racial especialmente sob a
descendéncia de povos africanos. Estima-se que no Brasil nasgam por ano cerca de
3000 nascidos vivos com DF 6 Ja segundo Sousa, estudos indicam que
aproximadamente 4% da populacéo brasileira é portadora do traco falciforme, sendo
gue essa prevaléncia atinge cerca de 10% da populacédo negra ou afrodescendente.
Sousa destaca ainda que as regides Norte e Nordeste do Brasil apresentam as
maiores taxas de incidéncia do traco falciforme, quando comparadas a outras areas
do pais 7.

Entre os anos de 2000 e 2020, o Brasil registrou 7.857 0Obitos relacionados a
Doenca Falciforme, com maior concentracao nas regides Sudeste (3.653) e Nordeste
(2.621). A distribuicdo por raca/cor evidencia que individuos pardos representaram
47% das mortes e pretos, 25%, refletindo disparidades étnico-raciais significativas.

Figura 1 - Distribuicdo de Obitos por Regi&o (2000-2020)
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Fonte: Adaptado de Gayoso, et al., 8.

Os estados com maior nimero de registros foram S&o Paulo, Bahia e Para. J&
as regioes Sul e Centro-Oeste apresentaram 0s menores numeros absolutos, embora

também com predominancia de Obitos entre pessoas pardas conforme figuras 1.
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Esses dados reforcam a necessidade de atencdo especifica as populacdes

vulneraveis no enfrentamento da doenca 8.
3.2. ANEMIA FALCIFORME: DEFINICAO E FISIOPATOLOGIA

Segundo Sousa a Anemia Falciforme é uma doenca hereditaria croénica do
sangue, com alta prevaléncia no Brasil, caracterizada por uma mutagéo no gene da
B-globina. Essa alteracéo faz com que os globulos vermelhos adquiram o formato de
foice devido a deficiéncia de oxigénio. A AF € uma das hemoglobinopatias mais
comuns, inserida no grupo das Doencas Falciformes, e suas manifesta¢des clinicas
variam, impactando significativamente a qualidade de vida dos pacientes e gerando
custos elevados para o sistema de saude ’.

Segundo Gorgonio, a fisiopatologia da anemia falciforme esta associada a uma
mutacao pontual no sexto codon do gene responsavel pela codificacdo da cadeia beta
da hemoglobina (HBB), localizado no cromossomo 11. Essa alteragéo genética resulta
na substituicdo do aminoacido acido glutamico por valina, modificando a estrutura
conformacional da hemoglobina e originando a hemoglobina S (HbS). Em condi¢c6es
de baixa tensdo de oxigénio, a HbS sofre polimerizacéo, processo que desencadeia
alterac6es na morfologia dos eritrécitos, levando-os a adquirir uma forma alongada e
em foice. Essa deformacdo compromete a flexibilidade das células, dificulta sua
passagem pelos vasos sanguineos de pequeno calibre e favorece eventos vaso-
oclusivos °. Esses processos estdo ilustrados nas figuras 2, 3 e 4.

A pesquisa de Santos destaca que a crise vaso-oclusiva (CVO) € uma
complicacdo comum e recorrente da doenca falciforme, sendo a principal causa de
dor, atendimento médico e internacdes nesses pacientes. Pode surgir a partir dos seis
meses de idade e ocorrer ao longo da vida. A crise resulta da obstrugéo dos pequenos
vasos sanguineos por hemacias falcizadas, levando a isquemia tecidual, dor intensa
e agravamento do quadro inflamatério. Sua duracdo costuma variar entre 4 a 6 dias,
podendo se estender. Fatores como infecgéo, febre, desidratacao, acidose, esforco
fisico e frio podem desencadea-la, embora em muitos casos nao haja causa

identificavel 19.
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Para Souza a circulacéo inadequada dos eritrocitos na microvasculatura pode
resultar tanto na obstrucdo do fluxo capilar quanto na destruicdo precoce dessas
células. Um exemplo clinico relevante ocorre no baco, cuja estrutura e condi¢cdes
circulatérias favorecem a falcizacao dos eritrocitos, ocasionando infartos recorrentes.
Esses eventos levam a fibrose progressiva e, frequentemente, a destruicdo completa
do 6rgéo, sendo necessaria a realizacdo de esplenectomia na maioria dos casos .

Souza complementa ainda que € importante destacar que, na auséncia da
polimerizacdo da hemoglobina, o processo de falcizacdo ndo se manifesta de forma
significativa na maior parte das hemacias, e que a inflamacéo crbnica representa uma
caracteristica marcante da patologia. Observa-se também lesdo da microvasculatura,
ativacdo da cascata de coagulacdo e exposicao do fator tecidual devido ao dano
endotelial. Esses processos fisiopatoldégicos desencadeiam mecanismos que
provocam dor intensa, isquemia tecidual aguda, anemia hemolitica e disfuncbes
organicas, como insuficiéncia renal, configurando um quadro de comprometimento

sistémico progressivoll.

Figura 2 - Troca de bases no c6don de DNA que sintetiza a cadeia beta da hemoglobina
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Fonte: Oakis; Bento; Silvals.
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Figura 3 - Processo de vaso-ocluséo promovido por varios mediadores endoteliais devido a
alteracdo molecular
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A sintomatologia da anemia pode apresentar ampla variabilidade, a depender
tanto da etiologia quanto do grau de severidade do quadro clinico. Os sinais mais
leves incluem fadiga, palidez cutaneomucosa e episodios de tontura, frequentemente
associados a uma sensacdo continua de exaustdo e a reducdo da tolerancia ao
esforco fisico em atividades cotidianas. Em casos mais avancados, podem surgir
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manifestacdes clinicas mais significativas, como dor toracica e palpitacdes cardiacas,
decorrentes da sobrecarga imposta ao miocardio na tentativa de compensar a
diminuicdo da oferta de oxigénio aos tecidos periféricos 12.

3.3. DIAGNOSTICO DA ANEMIA FALCIFORME

O hemograma €, geralmente, o primeiro exame complementar solicitado na
investigacdo diagnéstica dessa enfermidade, devido ao seu baixo custo e facil
acessibilidade. Essa analise permite ndo apenas a deteccdo de anemia por meio da
diminuicdo dos niveis de hemoglobina (Hb), como também a visualizacdo, via
esfregaco sanguineo, de hemacias com morfologia anormal, denominadas hemacias
falcizadas, drepandcitos ou, ainda, hemacias em forma de foice. De maneira
recorrente, observam-se alteracdes nos indices hematimétricos, como o volume
corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), os quais podem apresentar-se reduzidos ou elevados, conforme a
progresséao clinica do quadro 16,

Nesse contexto, métodos laboratoriais avancados tém sido amplamente
empregados para conferir maior precisdo e agilidade ao diagnéstico das
hemoglobinopatias. Dentre esses, destaca-se a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography), considerada
um dos métodos de escolha devido a sua elevada sensibilidade, especificidade e
rapidez na deteccdo e quantificacdo de hemoglobinas variantes. Plataformas
automatizadas, como as desenvolvidas pela Bio-Rad, possibilitam a triagem eficiente
de hemoglobinas anormais, além de fornecerem dados quantitativos precisos sobre
as fracoes presentes. Para a confirmacgao e caracterizacdo de hemoglobinas como a
hemoglobina A (HbA), hemoglobina fetal (HbF), hemoglobina C (HbC) e hemoglobina
S (HbS), € comumente empregada a técnica de eletroforese em meio acido, utilizando
gel de agar citrato ou agarose, reconhecida por sua capacidade de separacéo
eletroforética de proteinas com base em suas cargas elétricas .

Para Das Chagas Aradjo et al., ainda existem alguns exames laboratoriais que,
apesar de apresentarem custos mais elevados, oferecem resultados de alta precisdo

na deteccdo de hemoglobinas instaveis. Dentre esses métodos, destacam-se a
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focalizacéo isoelétrica e a eletroforese em meio alcalino utilizando acetato de celulose,
ambas técnicas amplamente reconhecidas pela sua capacidade de diferenciar
variantes hemoglobinicas com grande sensibilidade *. Outro exame utilizado é o teste
de solubilidade da hemoglobina, que verifica a insolubilidade da HbS, resultando em
uma opacidade observada no filtro de papel. Contudo, esse teste ndo € indicado para
recém-nascidos, pois pode gerar resultados falso-negativos, mesmo em individuos
portadores da HbSS .

No Brasil, a partir de 2021, a doenca falciforme e outras hemoglobinopatias
passaram a ser oficialmente incluidas no escopo do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), popularmente conhecido como "teste do pezinho", conforme
estabelecido pela Lei Federal n° 14.154, de 26 de maio de 2021 *°.

Essa medida representa um avanco significativo no diagndstico precoce,
acompanhamento e manejo clinico da anemia falciforme, assim como de outras
alterac6es hemoglobinicas, consolidando-se como um marco importante nas politicas

publicas de saude voltadas para doencas genéticas e hereditarias.
3.4. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS

Segundo Souza as terapias convencionais controlam os sintomas, mas nao
oferecem cura e podem gerar efeitos adversos. Diante disso, novas alternativas
terapéuticas vém sendo desenvolvidas com foco na melhora da qualidade de vida dos
pacientes. A Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora norte-
americana responsavel pela aprovacédo de medicamentos, autorizou recentemente o
uso de trés farmacos: L-glutamina, que reduz o estresse oxidativo; Crizanlizumabe,
gue diminui as crises vaso-oclusivas por inibir a P-selectina; e Voxelotor, que impede
a polimerizagdo da hemoglobina S, melhorando a anemia e a morfologia eritrocitaria
20_

Para Arruda, no Brasil, o tratamento da Anemia Falciforme (AF) envolve,
prioritariamente, medicamentos disponibilizados pela Farmacia Basica, como o acido
folico, a penicilina (em formulag@es oral e injetdvel — est4 de uso obrigatorio até os
cinco anos de idade), além de antibidticos como a Fenoximetilpenicilina Potassica

Benzilpenicilina Benzatina e o Estolato de Eritromicina. Também séo frequentemente
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utilizados anti-inflamatorios e analgésicos, com o objetivo de aliviar os sintomas da
doenca. Em situacdes clinicas de maior complexidade, sé@o incluidos no cuidado
terapéutico medicamentos como a hidroxiureia (HU) e os quelantes de ferro, voltados
ao controle de complicagGes mais severas da enfermidade 2.

Arruda destaca ainda que a hidroxiureia, cuja formula molecular € CH, N, O, ,
€ um agente quimioterpico oral considerado o Unico tratamento aprovado
especificamente para a AF. Sua eficicia esta relacionada a capacidade de induzir a
producdo de hemoglobina fetal (HbF), que atua inibindo a falcizacdo das hemacias,
prevenindo a vaso-oclusdo e reduzindo os episédios de hemdlise. Além disso,
evidéncias cientificas demonstram que esse farmaco interfere diretamente na sintese
do DNA, ao inibir a acdo da enzima ribonucleotideo redutase, o que contribui para o
seu efeito terapéutico L.

Neste contexto, segundo De Oliveira Maia, embora a anemia falciforme nao
possui cura definitiva, seu manejo clinico pode ser conduzido por meio de estratégias
preventivas individualizadas, considerando as particularidades de cada paciente.
Entre as principais intervencfes, destacam-se a manutencdo de uma nutricdo
adequada, hidratacdo constante, profilaxia de infec¢cfes, suporte transfusional e o uso
de analgesia para controle da dor 22,

De Oliveira Maia destaca ainda que a prevencao de complicagées associadas
a doenca esta diretamente relacionada ao diagnostico precoce viabilizado pelo teste
de triagem neonatal, popularmente conhecido como "teste do pezinho" , a atualizacéo
do calendario vacinal e ao uso profildtico de antibidticos, como a penicilina,
especialmente em criangas pequenas 2.

De modo geral, observa-se que o tratamento convencional da anemia
falciforme tem evoluido de forma significativa, ampliando o arsenal terapéutico
disponivel e possibilitando uma maior sobrevida e qualidade de vida aos pacientes.
Ainda assim, os desafios permanecem, especialmente no tocante ao controle das
crises, a reducdo das complicacdes cronicas e ao acesso equitativo as terapias mais
avancadas. Com isso, torna-se evidente a necessidade continua de pesquisa e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, incluindo terapias génicas e
estratégias de modulacdo molecular, que possam futuramente oferecer ndo apenas

controle clinico, mas a possibilidade de cura.
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3.5. TERAPIA GENICA

Segundo Almeida a terapia génica tem emergido como uma estratégia
terapéutica inovadora e altamente promissora no campo das doencas genéticas,
atuando diretamente na causa molecular das enfermidades. Essa abordagem baseia-
se na modificacdo do material genético do paciente, por meio da correcdo ou
substituicdo de genes mutados que comprometem funcdes fisioldgicas essenciais.

No contexto das hemoglobinopatias, como a Doenca Falciforme (DF), os
avancgos recentes em biotecnologia, especialmente com a introducéo de ferramentas
de edigcao gendmica como o sistema CRISPR-Cas9, tém ampliado significativamente
as possibilidades de tratamento. Além disso, o desenvolvimento de vetores virais de
alta eficiéncia e especificidade tem permitido a entrega mais segura e eficaz dos genes
terapéuticos as células-alvo. Esses progressos cientificos tém contribuido para a
reformulacdo do paradigma terapéutico da DF, oferecendo perspectivas de
intervencdes curativas e individualizadas, que vdo além do manejo sintomatico
tradicional 2.

A terapia génica busca corrigir defeitos genéticos por meio da introducdo de
genes funcionais no interior das células afetadas. A proposta central € recuperar a
atividade normal dessas células, reduzindo ou eliminando os impactos causados por
mutacBes. Essa abordagem pode ser realizada de duas formas distintas: na técnica
ex vivo, as células sdo coletadas do paciente, modificadas geneticamente em
laboratorio e depois reinseridas no organismo; ja na técnica in vivo, 0S genes
terapéuticos sao entregues diretamente no corpo por meio de vetores, que podem ser
virais ou nao virais, conduzindo o material genético até o local afetado.

No campo da bioética, a intervencdo em células somaticas é vista como uma
tentativa de restaurar funcdes comprometidas, semelhante a um procedimento medico
restaurador. Por outro lado, a modificacdo de células germinativas, que afeta a
heranca genética, é alvo de controvérsias por levantar preocupacgdes relacionadas a

manipulacédo genética de futuras geracées, remetendo a discussdes sobre eugenia 4.
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4. DISCUSSOES

4.1. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS PARA ANEMIA FALCIFORME

Conforme apontam as pesquisas realizadas, as terapias convencionais para
Anemia Falciforme demonstram eficacia na reducdo das crises vaso-oclusivas, no
aumento da hemoglobina fetal, na prevencéo de infec¢des, no alivio da dor e na

melhoria geral da qualidade de vida dos pacientes, conforme detalhado na Tabela 01.

Tabela 1 - Tratamentos convencionais para AF

TRATAMENTO OBJETIVO/EFEITO TIFO DE REFERENCIA
TRATAMENTO
Hidroxiureia (HU) Induz producado de Medicamento Arruda, 2022,
hemoglobina fetal (HbF), especifico para De Oliveira
prevenindo falcizacdo das AF Maia, 2017.
hemacias, vaso-oclusdo e
hemdlise; interfere na
sintese de DNA
Transfusbes Suporte clinico para aliviar Suporte clinico De Oliveira
sanguineas anemia e complicacbes Maia, 2017.
graves
Suporte clinico geral Prevencao de complicacbes | Mangjo clinico De Oliveira
(nutricdo, hidratacio, e controle da dor Maia, 2017.
analgesia)
Acido félico Suporte nutricional para Medicamento da | Arruda, 2022
sintese de hemacias Farmacia Basica
Fenicilina (oral e Profilaxia de infeccfies em Medicamento Arruda, 2022,
injetavel) criancas profilatico De Qliveira
Maia, 2017.
Fenoximetilpenicilina Profilaxia antibidtica Medicamento Arruda, 2022
profilatico
Potassica Profilaxia antibidtica Medicamento Arruda, 2022.
Benzilpenicilina profilatico
Benzatina
Estolato de Eritromicina | Profilaxia antibidtica Medicamento Arruda, 2022,
profilatico
Anti-inflamatérios Alivio de sintomas Suporte clinico Arruda, 2022
inflamatérios
Analgésicos Controle da dor Suporte clinico Arruda, 2022.
Quelantes de ferro Controle da sobrecarga de Suporte Arruda, 2022.
ferro em transfusbes farmacoldgico
frequentes
L-glutamina Reduz estresse oxidativo Medicamento Souza, 2024,
aprovado pelo
FDA
Crizanlizumabe Diminui crises vaso- Medicamento Souza, 2024,
oclusivas paor inibir P- aprovado pelo
selectina FDA
Voxelotor Impede polimerizacao da Medicamento Souza, 2024
hemoglobina S, melhorando | aprovado pelo
anemia e morfologia FDA
eritrocitaria

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar de seus beneficios, os tratamentos convencionais apresentam

limitacGes importantes como: ndao oferecem cura definitiva e dependem de uso
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continuo para manutencao dos efeitos terapéuticos, podendo gerar efeitos adversos,
como sobrecarga de ferro e mielossupressdo. Seu foco principal € o manejo
sintomético e a prevencdo de complicagfes, oferecendo alivio temporario, mas sem
alterar a causa genética da doenca.

Em contraste a essa perspectiva, a terapia génica atua diretamente na origem
da enfermidade. Ao corrigir a mutacdao do gene HBB ou reativar a producao de
hemoglobina fetal (HbF) em células do paciente, ela ndo apenas melhora os sintomas,
mas também oferece potencial curativo, podendo reduzir ou eliminar
permanentemente a falcizacdo das hemacias, prevenir crises vaso-oclusivas e
diminuir a dependéncia de transfusdes e medicamentos de suporte. Assim, enquanto
0s tratamentos convencionais mantém a doencga sob controle, a terapia génica tem a
capacidade de modificar seu curso clinico, oferecendo resultados duradouros e
individualizados 23 2% 26 27,

Desta forma, conforme visto na literatura apesar de seus beneficios, os
tratamentos convencionais apresentam limitacdes importantes como: nao oferecem
cura definitiva e dependem de uso continuo para manutencdo dos efeitos
terapéuticos, podendo gerar efeitos adversos, como sobrecarga de ferro e
mielossupressdo. Seu foco principal € o manejo sintomético e a prevencdo de
complicacdes, oferecendo alivio temporario, mas sem alterar a causa genética da

doenca.
4.2. TECNOLOGIA CRISPR-CAS 9

O sistema CRISPR- Cas9, sigla em inglés para Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (em portugués, “repeticbes palindrébmicas
curtas agrupadas e regularmente interespagadas”), € uma ferramenta avangada de
edicdo gendmica 28. Esse mecanismo foi identificado inicialmente em bactérias como
Streptococcus pyogenes, nas quais o sistema imunoldgico adaptativo reconhece a
presenca de DNA viral e aciona a enzima Cas9, que realiza cortes precisos nesse
material genético invasor, promovendo sua degradacéo 3.

Segundo Dimitrievska e colaboradores o funcionamento do CRISPR-Cas9

envolve trés etapas principais: reconhecimento, clivagem e reparo. Ele é constituido
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principalmente pelo RNA guia (guide RNA — gRNA) e pela proteina Cas9. No genoma
bacteriano, o locus CRISPR apresenta repeticdes curtas separadas por sequéncias
Unicas chamadas espacadores, que séo transcritos para originar o RNA CRISPR
(crRNA) e o RNA transativador (tracrRNA). Além disso, genes associados ao CRISPR
codificam as proteinas Cas, responsaveis pela atividade de corte do DNA 2°.

Asmamaw & Zawdie descrevem que o processo de edigcdo comecga quando o
gRNA direciona a Cas9 até a sequéncia-alvo no DNA, identificada pela
complementaridade de bases e pela presenca do PAM (Protospacer Adjacent Motif),
um pequeno segmento de 2 a 5 pares de bases fundamental para que a Cas9
reconheca e corte o DNA. Quando ativada, a Cas9 cliva ambas as fitas de DNA no
local especifico. Em seguida, a célula inicia o reparo da quebra por duas vias distintas.

A primeira via, chamada juncdo de extremidades ndo homdlogas (Non-
Homologous End Joining — NHEJ), é um processo rapido, mas propenso a erros,
podendo gerar insercdes, delecdes e mutacdes frameshift. A segunda via, conhecida
como recombinacdo homoéloga (Homology-Directed Repair — HDR), utiliza um molde
de DNA para inserir ou corrigir sequéncias de maneira precisa. Esse mecanismo €&
mais eficiente durante as fases S, em que ocorre a sintese de DNA, e G2, fase pré-
mitética do ciclo celular, quando h& cépias recentes do DNA disponiveis, 0 que
favorece reparos de alta fidelidade, conforme figura 5 .

Figura 5 - Sistema de terapia génica da CRISPR-Cas9
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Fonte: Lima et al.25.
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Legenda: Clivagem no locus alvo pela Cas9 ativada e 0 mecanismo de reparo pela via de reparacao
ndo homoéloga (NHEJ) que pode produzir uma inser¢cdo ou delecdo causando mutacdes e a via de
reparacdo homologa (HDR) que possui um DNA doador para localizar o gene de interesse para maior
precisao no reparo.

4.3. TRATAMENTO DA ANEMIA FALCIFORME COM O USO DA CRISPR-CAS9

Segundo Lopes, a tecnologia CRISPR/Cas9 apresenta grande flexibilidade e
pode ser aplicada em diferentes abordagens de engenharia génica, tanto realizadas
diretamente no organismo (in vivo) como em células tratadas fora do corpo e depois
reinseridas (ex vivo). No entanto, quando a técnica € utilizada diretamente no corpo
do paciente, ainda existem dificuldades importantes, principalmente relacionadas aos
métodos de entrega do sistema de edicdo ao tecido-alvo %°.

Na pesquisa de Lopes, foi demonstrado que o sistema CRISPR/Cas9
associado a vetores virais rAAV6 pode corrigir a mutacdo da hemoglobina S no gene
HBB em células-tronco hematopoiéticas CD34+ ex vivo. Foram utilizados dois tipos
de doadores: um vetor contendo um SNP corretivo e outro contendo um DNA
complementar terapéutico (HbAS3) vinculado ao promotor EF1a (fator de
alongamento 1-alfa), capaz de garantir a expressao do alelo corrigido. Para evitar que
a enzima Cas9 cortasse novamente a regido editada, foram inseridas mutagcdes
silenciosas no vetor. Inicialmente, as células foram testadas em um modelo in vivo
com ratos imunodeficientes e, em seguida, aplicadas diretamente em células de
pacientes com anemia falciforme 2°. Resultados semelhantes j& haviam sido
apontados por Dimirci e colaboradores, que destacam a importancia de estratégias
inovadoras para corrigir ou contornar os efeitos da hemoglobina S ?’.

As etapas descritas por Lopes incluiram a identificacdo das células editadas
por fluorescéncia (GFP), em que mais de 95% apresentaram modificacdo bem-
sucedida. Com o doador contendo SNP corretivo, cerca de 50% dos alelos mutantes
foram convertidos em alelos saudaveis (HbA), e aproximadamente 45% dos clones
passaram a ter pelo menos uma copia corrigida. JA com o DNAc terapéutico, a taxa
de integracéo foi de 11%, confirmada por PCR. Mesmo ap0s o processo de edic¢ao,
as ceélulas ainda foram capazes de se diferenciar em eritrocitos maduros, expressando
hemoglobina adulta, o que indica preservacdo da funcéo biologica. Os testes de

PRESENCIAL
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de RNAm de HbA, enquanto as tratadas com DNAc expressaram 20% de HbAS3,
podendo chegar a 70% quando enriquecidas 2°. Esses resultados reforcam, conforme
apontam Lima e colaboradores, que o sucesso terapéutico esta associado tanto a
correcdo da mutagdo quanto a preservacgéao da funcéo celular 2°.

Dimirci e colaboradores destacam como estratégia promissora a reativacéo da
hemoglobina fetal (HbF), capaz de inibir a polimerizacdo da hemoglobina S (HbS),
principal responsavel pelas manifestagdes clinicas da doenca. Como 0s recém-
nascidos apresentam niveis naturalmente elevados de HbF, eles permanecem
protegidos nos primeiros meses de vida, o que evidencia seu potencial terapéutico 2’

Nesse contexto, Lima e colaboradores ressaltam que individuos que mantém
concentracgdes elevadas de HbF na vida adulta costumam apresentar quadros clinicos
mais leves ou até mesmo auséncia de sintomas 2°.

Ainda, Dimirci e colaboradores destacam que o BCL11A, um gene (fator de
transcricdo essencial na regulacdo da eritropoiese), atua como repressor da
hemoglobina fetal (HbF), silenciando sua expressao apés o periodo neonatal. Dessa
forma, a edicdo genética desse gene surge como estratégia para restaurar a producéo
de HbF em eritrocitos adultos, oferecendo um potencial efeito curativo na anemia
falciforme.

Essa abordagem fundamenta-se no reconhecimento de sequéncias especificas
de DNA e na inducdo de quebras de dupla fita (DSBs), reparadas por mecanismos
celulares como a juncdo de extremidades ndo homélogas (NHEJ) ou o reparo
direcionado por homologia (HDR), conforme ilustrado na figura 6. Ensaios clinicos em
B-hemoglobinopatias ja apontam resultados encorajadores, embora ainda restritos

pelo nimero reduzido de pacientes e pelo tempo limitado de acompanhamento 7.
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Figura 6 - Mecanismo de juncéo de extremidades NHEJ ou pela via de reparo dirigida por HDR
para interrupcdo de gene BCL11A.

CRISPR-Cas9
Indugdo da clivagem na fita dupla de DNA, interrompendo a
A F‘ff expressdo do gene por meio de reparagéo via ndo
; homéloga (NHEJ) ou por via homéloga (HDR)
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Fonte: Lima et al. 26,

Legenda: Tecnologia de edicdo genética para Anemia Falciforme: CRISPR-Cas9: A) CRISPR-Cas9
sendo usada para corrigir a mutagdo para o tipo normal ou induzir a expressdo de hemo-globina Fetal,
induzindo uma mudanca no potenciador especifico gene BCL11A ou exclusdo de parte dos
silenciadores de HbF, que é controlada em partes hipersensiveis nas regides de con-trole de mini-locus
(LCR).

Li e colaboradores apontam que estudos clinicos realizados em pacientes
humanos com anemia falciforme, conduzidos principalmente nos Estados Unidos e no
Reino Unido, tém demonstrado resultados promissores com o uso da tecnologia
CRISPR/Cas9. Conforme analise atualizada sobre o desenvolvimento de terapias
baseadas nessa técnica, cujo as investigacdes preliminares de fases 1 e 2 confirmam
seu potencial quando aplicada ex vivo as células-tronco hematopoéticas (CTH), com
foco na interrupcéo do gene BCL11A para estimular a produgcéo de hemoglobina fetal
(HbF) 3L,

No estudo CLIMB-111 (registro clinico NCT03745287), descrito por Frangoul e
colaboradores, a terapia génica CTX001, também denominada exa-cel
(exagamglogene autotemcel), aplica a tecnologia CRISPR/Cas9 para editar o gene
BCL11A em CTH autélogas, provenientes do proprio paciente. Apos a edicdo, as
células corrigidas foram reinfundidas no organismo. O tratamento foi administrado a
sete participantes, resultando em elevacdo da HbF acima de 40% da hemoglobina
total e reducdo da hemoglobina S (HbS) para valores inferiores a 20%, apos pelo
menos 12 meses de acompanhamento. Nesse grupo, trés pacientes tornaram-se

independentes de transfusées sanguineas, sem ocorréncia de crises vaso-oclusivas
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graves ou complicacdes associadas diretamente a modificacdo genética, e os efeitos
adversos observados restringiram-se a uma neutropenia transitéria 2.

De forma complementar, o estudo conduzido por Esrick e colaboradores
apresentaram dados de um ensaio clinico de fase 1 (NCT03282656) que empregou o
silenciamento genético pos-transcricional do BCL11A. Nessa investigacdo, dois
individuos tratados demonstraram aumento dos niveis de HbF entre 30% e 40%,
reducdo na frequéncia de episodios vaso-oclusivos e integracdo eficaz das células
geneticamente modificadas. Um dos casos apresentou independéncia transfusional

superior a um ano, com incidéncia minima de edi¢Ges fora do alvo (off-target) 3.

4.4, IMPLICACOES NA SEGURANCA, ETICA E SOCIAIS NO USO DA CRISPR-CAS
9

De Assis Zanini e Queiroz, o desenvolvimento de tecnologias de manipulacao
genética, como a CRISPR-Cas9, deve ser analisado a luz de marcos historicos da
Bioética e da legislacédo internacional. Apés os horrores da Segunda Guerra Mundial,
0 Cadigo de Nuremberg (1947) estabeleceu principios fundamentais para a pesquisa
cientifica envolvendo seres humanos, ressaltando a importancia do consentimento
voluntario, da protecdo contra danos e da prioridade do bem-estar dos participantes.
Posteriormente, documentos como a Declaracdo de Helsinque (1964) e legislacdes
nacionais e internacionais, como o Acordo Internacional sobre Direitos Civis e Politicos
(ONU, aprovado em 1992 pelo Congresso Nacional Brasileiro), passaram a
regulamentar experiéncias com seres humanos, reforcando a responsabilidade ética
dos pesquisadores e definindo limites claros para experimentos que possam afetar a
vida humana 3.

Em 2012, Doudna e Charpentier adaptaram a nuclease Cas9 — guiada por
RNA — para realizar cortes especificos no DNA, permitindo a corre¢cao ou insercao
de sequéncias genéticas com precisdo 8. Essa abordagem revolucionou a
biotecnologia, oferecendo aplicagbes em terapias génicas, modelos animais e
pesquisa funcional de genes.

Em 2015, Junjiu Huang, pesquisador da Universidade Sun Yat-Sen, em

Guangzhou (China), foi o primeiro a relatar o uso do sistema CRISPR-Cas9 para
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realizar modificacdes genéticas em embrides humanos. O objetivo do estudo era
promover uma mutacdo especifica no gene HBB, responsavel pela sintese da
hemoglobina e cuja alteragédo pode levar ao desenvolvimento da talassemia beta. O
artigo intitulado “CRISPR/Cas9-mediated Gene Editing in Human Tripronuclear
Zygotes” (“Edicao de genes mediada por CRISPR/Cas9 em zigotos tripronucleares
humanos”) foi rejeitado por grandes revistas cientificas, como Nature e Science, sob
a justificativa de que o trabalho era eticamente inaceitavel .

Em 2018, o cientista chinés He Jiankui anunciou ter usado a tecnologia
CRISPR-Cas9 para editar geneticamente embrides humanos, alterando o gene CCR5
a fim de torné-los resistentes ao HIV. O procedimento resultou no nascimento das
gémeas Lulu e Nana, mas foi amplamente condenado por questdes éticas, riscos de
mutacdes indesejadas e pela possibilidade de transmisséo hereditaria das alteracées
28.

Com base em um estudo detalhado dos conceitos historicamente elaborados
da Bioética, Mota destaca que esse episédio de edicdo de embrides humanos,
contrariou principios éticos fundamentais, impulsionando assim discussfes mais
amplas sobre o uso da tecnologia CRISPR-Cas, tanto em células germinativas quanto
em somaticas. Como desdobramento, parte da comunidade cientifica propés uma
moratdria para a edicdo hereditaria do genoma, buscando evitar aplicacbes
prematuras até que houvesse maior clareza sobre riscos e implica¢des. Para o autor,
nenhuma tecnologia deve ser utilizada de forma a prejudicar grupos sociais, cabendo
as legislagdes nacionais e internacionais assegurar que 0s avanc¢os cientificos
beneficiem a coletividade 3.

No cenario brasileiro, segundo Rabelo a aplicacdo pratica da terapia génica
ainda enfrenta desafios significativos, mesmo apdés mais de vinte anos desde a
autorizagcdo do primeiro teste clinico envolvendo técnicas de transferéncia genética.
Até o momento, os resultados obtidos permanecem limitados e aquém das
expectativas iniciais, em grande parte devido a barreiras tecnologicas, regulatérias e
econdmicas que dificultam a implementacéo em larga escala °.

Nesta perspectiva, mota destaca que, em muitos paises, predomina uma
postura de proibicdo e controle em vez de um dialogo efetivo com a sociedade civil e

legislativa, o que retarda o desenvolvimento de aplicacGes terapéuticas benéficas e
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gue essa contradicdo é reforgcada pelo fato de que, em apenas dez anos, quase seis
mil artigos sobre CRISPR-Cas foram publicados no PubMed, revelando a ampla
disseminacdo do conhecimento cientifico, enquanto a regulamentacdo permanece
superficial e insuficiente. Sendo assim Mota ressalta ainda que compreender o
funcionamento da ferramenta, analisar seu status legislativo e discutir seus impactos
sobre o bem-estar humano e de outras formas de vida é essencial para garantir uma

evolucdo saudavel e responsavel dessa tecnologia °’.
5. CONCLUSAO

A pesquisa realizada enfocou o uso da tecnologia CRISPR-Cas9 como
estratégia terapéutica no tratamento da Anemia Falciforme, destacando seu potencial
de atuar diretamente na origem genética da doenca. A analise comparativa com
tratamentos convencionais, considerando eficicia e limitagdes, indica que a terapia
génica apresenta perspectivas promissoras, oferecendo solu¢cdes duradouras,
reducdo de complicacdes e melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes,
superando limitacdes dos métodos tradicionais.

No entanto, a aplicacédo dessa tecnologia ainda enfrenta desafios importantes,
como precisdo e seguranca da edicdo genética, entrega eficiente do sistema as
células-alvo e questbes éticas e sociais. Entre estes desafios, destaca-se 0 acesso
ainda limitado, consequéncia de politicas restritivas baseadas no historico de testes
genéticos anteriores, que resultaram em resultados clinicos insatisfatérios e geraram
controvérsias éticas, remetendo a episodios sensiveis do passado cientifico da
humanidade. A ampla adocdo da CRISPR-Cas9 exigira ndo apenas o aprimoramento
técnico, mas também a constru¢cdo de um estrutura regulatoria e ética robusta que
garanta a equidade no acesso e a protecdo dos direitos dos pacientes, evitando a
reproducao de desigualdades sociais e econémicas no campo da saude gendmica.

Além disso, estudos de longo prazo séo cruciais para avaliar a durabilidade dos
efeitos terapéuticos e a seguranca em pacientes tratados. A exploragdo de modelos
de financiamento e politicas publicas que promovam 0 acesso equitativo a essas

terapias avancadas também se mostra fundamental para que os beneficios da edicdo
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genética possam alcancar todos os que necessitam, consolidando a CRISPR-Cas9

como uma ferramenta transformadora na medicina e na sociedade.
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