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Regulacédo da producéo da Eritropoietina e novas abordagens terapéuticas no tratamento da anemia da

Doenga Renal Cronica

RESUMO

Héa cerca de 20 anos atras, o tratamento da anemia da Doenca Renal Crénica foi
revolucionado pela introducdo da eritropoietina (EPO) humana recombinante,
aprovada na Europa em 1990. Este eficaz tratamento substituiu as transfusdes
sanguineas intermitentes, mas, dada a semivida relativamente curta da molécula, tinha

de ser administrado duas a trés vezes por semana.

Posteriormente, surgiram mais dois agentes estimuladores da eritropoiese, com uma
duracdo de acdo prolongada: em 2001, a darbepoetina alfa e, em 2007, o CERA.
Seguiu-se, em 2012, o peginesatide, um péptido sintético, mimético da EPO. Apesar
de ndo possuir homologia estrutural com a EPO, é capaz de ativar 0o seu recetor e

estimular a eritropoiese, e necessita apenas de administracdo mensal.

Mantém-se a pesquisa de novas estratégias terapéuticas nesta area, algumas
encontram-se em fase laboratorial e outras jA em ensaios clinicos fase IlI-1ll. Além da
frequéncia de administracdo procuram-se outras vias de administracao, mais cémodas
para o doente, como a via oral, usando estabilizares do HIF e inibidores do GATA,
entre outros. As mudancas pretendem ainda alcangar uma facilidade na producéo e

armazenamento.

Objetivos: Este trabalho visa: 1 - desenvolver uma revisdo aprofundada sobre a
regulagéo da producédo da Eritropoietina e respetivas fun¢des, abordando a interagéo
com o sistema HIF; 2- Abordar o tratamento para a anemia da Doenca Renal Cronica,

com especial enfoque nos novos agentes estimuladores da eritropoiese.

Metodologia: O trabalho baseia-se na pesquisa na base de dados PubMed de artigos

cientificos publicados nesta area, selecao e andlise detalhada dos mesmos.

Palavras-chave: eritropoietina, anemia, doenca renal crénica, HIF, hepcidina, agentes

estimuladores da eritropoiese (ESA), epoetina
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ABSTRACT

About 20 years ago, the treatment of anemia of chronic renal disease was
revolutionized by the introduction of human recombinant erythropoietin (EPO),
approved in Europe in 1990. This effective treatment replaced the intermittent blood
transfusions, but, given the relatively short half-life of the molecule, it had to be

administered two to three times per week.

Later, emerged two other erythropoiesis stimulating agents with a prolonged duration of
action: in 2001, darbepoetin alfa, and in 2007, CERA. These were followed, in 2012, by
peginesatide, a synthetic peptide, mimetic of EPO. Despite the absence of structural
homology with EPO, it is able to activate its receptor and stimulate erythropoiesis, and

it only requires monthly administration.

Remains the search for new therapeutic strategies in this area, some are in the
laboratory phase and others are already in clinical trials phase II-lll. Besides the
frequency of administration, are sought other routes of administration, more convenient
for the patient, such as oral, using HIF stabilizers and GATA inhibitors, among others.

Changes also aim to achieve an easier production and storage.

Objectives: This study aims to : 1- develop a thorough review of the regulation of
erythropoietin production and its functions, addressing the interaction with the HIF
system; 2- Approach treatment for anemia of chronic kidney disease, with particular

focus on new ESAs.

Methodology: The study is based on the search of scientific articles in PubMed

database, published in this area, respective selection and detailed analysis.

Keywords: erythropoietin, anemia, chronic kidney disease, HIF, hepcidin,

erythropoiesis stimulating agents (ESA), epoetin
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ABREVIATURAS

20G: 2-oxoglutarato

bHLH: dominio basic helix-loop-helix
BMP-6: proteina morfogenética 6ssea 6
CBP: CREB-binding protein

CERA: ativador continuo do EPO-R
CFU-E: unidades formadoras de colonias eritroides
CPER: células produtoras de EPO
DCYTB: duodenal cytochrome b

DMTL1: divalent metal transporter-1
DRC: doenca renal crénica

DRT: doenca renal terminal

EPO: eritropoietina

EPO-R: recetor da EPO

ERH: elementos de resposta a hipoxia
ESA: agentes estimuladores da eritropoiese
FDA: Food and Drug Administration
FIH: fator de inibicdo do HIF

GLUT-1,3: glucose transporter-1,3

HIF: hypoxia induced factor

HNF4: fator nuclear de hepat6cito-4
IGF-2: insulin-like growth factor 2

IGFBP: insulin-like growth factor-binding protein

2
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IL: interleucina

MAPK/ERK: Mitogen-Associated Protein Kinase/extracellular signal-related kinase
MHC: major histocompatibility complex

ODD: dominio de degradacéo dependente de oxigénio

PAS: PER/aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)/single minded (SIM)
PEG: polietileno glicol

PGA: produtos de glicosilacdo avancada

PHD: proteinas de dominio prolil-4-hidroxilase

P1-3K/AKT: phosphatidylinositol-3-kinase/Protein kinase B

Pro: prolina

rHu-EPO: EPO humana recombinante

SH2: src homology 2

STAT 5: signal transduction and activator of transcription 5

TGF-a: transforming growth factor-a

VEGF: vascular endothelial growth factor

VHL: von Hippel-Lindau tumor supressor
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INTRODUCAO

A eritropoietina (EPO) é uma hormona glicoproteica, cuja funcdo € controlar a
producédo de eritrocitos, promovendo a sobrevivéncia, a diferenciacédo e a proliferacédo
das células progenitoras eritroides na medula 6ssea (1) (2). O principal mecanismo

subjacente a sua funcao consiste na prevencao da apoptose destas células (3).

O gene da EPO humana encontra-se localizado no cromossoma 7 (4). A EPO é uma
proteina composta por 165 aminoacidos, fortemente glicosilada, com uma massa

molecular de cerca de 30 kDa, 40% associada a carbohidratos (5).

No adulto, é sintetizada principalmente no rim (6), pelos fibroblastos peritubulares
intersticiais (7). As células produtoras de EPO renais (CPER) encontram-se
maioritariamente no cortex renal (predominantemente na regido justamedular) e na
zona medular externa. O rim responde a hipoxia aumentando o nimero de CPER,

através de um mecanismo dependente de oxigénio, que regula a producdo de EPO

(8).

No caso de doenca renal crénica (DRC), as CPER transformam-se em miofibroblastos,
produtores de colagénio e fibrose, com consequente perda da capacidade de sintese
de EPO (9).

E de salientar que, durante o desenvolvimento embrionario, o 6rgéo responsavel pela
producdo de EPO é o figado (10). De forma semelhante ao rim, o figado responde a
hipoxia através do aumento do nimero de hepatdcitos produtores de EPO, que se
localizam ao redor da veia central (11). A EPO também foi detetada nas células
hepaticas estreladas, previamente denominadas por células de Ito (12). No figado
adulto, os niveis de mRNA de EPO aumentam substancialmente em condicdes de
hipoxia moderada a severa, sendo uma das fontes mais relevantes de EPO de origem
extra-renal. Apesar da produgcdo de EPO, no figado, ndo normalizar os valores de
hemoglobina na DRC, o HIF hepatico pode ser suficientemente estimulado por
abordagens farmacolégicas de correcdo de anemia resultante de producéo

inadequada de EPO ou condi¢des inflamatdrias (13).

Além do figado e do rim, os dois principais locais de sintese de EPO, a expresséo de
mMRNA de EPO foi detetada em tecidos ndo hematopoiéticos como cérebro (neurénios

e células gliais), pulmdes, coragdo, medula 6ssea, baco, foliculos pilosos, sistema
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reprodutivo, ilhéus pancreéticos e osteoblastos (14) (15) (16). Apesar do papel destas
células na eritropoiese, sob condicbes basais, ndo estar demonstrado, podem
contribuir, em parte, para a eritropoiese induzida pelo stress (17). Na verdade, a EPO
sintetizada por estas células tende a atuar mais localmente, modulando, por exemplo,

a angiogénese e a viabilidade celular regionais (18).

Outras funcoes

A EPO age de forma coordenada, a varios niveis, no que se inclui: limitar a producao
de moléculas, como as espécies reativas de oxigénio e o glutamato (19), reverter o
vasoespasmo (20), atenuar a apoptose (21), modular a inflamacédo (22) e recrutar

células estaminais (23).

Possui outras fungdes bioldgicas que nédo se relacionam com a eritropoiese, tais como
a mitogénese e a angiogénese, parcialmente via indugdo da endotelina-1 (24). Assim,
perante um periodo isquémico previsivel, como transporte de rins para transplantes ou
cirurgia abdominal com clamping das artérias renais, a EPO recombinante pode ser
utilizada como protetora do tecido renal (25) (26). Do mesmo modo, pode
desempenhar um papel importante na reducdo do stress oxidativo e disfuncdo
vascular associados a DRC (27). A EPO impede a apoptose das células epiteliais

tubulares e estimula a atividade mit6tica da populacdo celular sobrevivente (28).

No sistema nervoso central, a EPO esta envolvida na neuroprotecéo, na neurogénese
e na angiogénese, desempenhando um papel importante como fator neurotrépico e
imunomodulador (29). A angiogénese promove a neurovascularizacdo, o que
possibilita a revascularizacdo de uma zona isquémica e o aumento do aporte de
oxigénio (30). Concomitantemente ocorre um aumento na producdo de stem cells
neuronais (31), bem como a respetiva diferenciacio em astrocitos e/ou

oligodendrécitos (32).

Os efeitos protetores da EPO foram estudados in vitro com cardiomiocitos de rato
adulto e in vivo num modelo de rato de enfarte do miocardio com reperfusdo. A
atividade anti-apoptética da EPO é responsavel pela reducdo de 50% da perda de
cardiomiocitos, o que resulta na normalizacdo da fun¢cdo hemodinamica (33). Devido a
reducdo da morte celular, h4 uma atenuacgdo da resposta compensatoria hipertréfica e

da inflamacéo, o que previne também um remodeling desajustado (34).
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O efeito protetor da EPO também se observou na pele, com melhoria da cicatriza¢éo
de feridas, reducdo da resposta inflamatoria e aumento da densidade de vasos
capilares em regides isquémicas, permitindo uma recuperacdo mais rapida da area
lesada (35).

Hypoxia
HIF-1
Hematopoietic Non-hematopoietic
tissues tissues
CNS
Kidney I i Heart

Other...

EPOR/BcR

1]
==

Y

S Non Erythropoietic ]
@ [ EPO Derivatives _|

Fig.1 32): A EPO é um fator de crescimento hematopoiético cuja producéo é regulada pela hipoxia. Nestas
condi¢des, ocorre um aumento da sua expressdo e do EPOR, em vérios tecidos. Este aumento conduz a
eritropoiese em tecidos hematopoiéticos ou a inducdo da angiogénese e inibicdo da apoptose e
inflamac&o em tecidos ndo hematopoiéticos.
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HIF

A producdo de EPO é primariamente estimulada pela hipoxia e controlada a nivel
transcricional (36). Dependendo da severidade, 0s niveis séricos podem aumentar até

vérias centenas de vezes (37).

Assim que a EPO se liga ao dimero EPO-R induz a estimulagéo da tirosina quinase
JAK2, cuja ativacdo conduz a fosforilagdo de varias proteinas, incluindo o préprio
EPO-R (38). Desta forma, diferentes vias intracelulares sdo ativadas: STAT5, PlI-
3K/AKT, MAPK/ERK e proteina quinase C (39). A ativacdo de JAK2 origina também

varios locais de ligacdo para proteinas de sinalizagdo intracelulares com dominios SH2

).

O promotor da EPO (5’) é suprimido pelo GATA-2 em condi¢des de normoxia (40),
sendo que, sob hipoxia, os niveis de GATA-2 decrescem (41). Por outro lado, o
enhancer da EPO (3’) é ativado pelo HIF.

ITORY T TORY
GATA-2 NF-xB HIF-1a or 2a

EPQ Promoter EPQ Enhancer

Fig.2 “?: Regulac3o da expressdo génica da EPO, através de fatores transcricionais que suprimem o seu
promotor ou ativam o seu enhancer.

O HIF é uma proteina heterodimérica que contém o dominio basic helix-loop-helix
(bHLH) e pertence a familia dos fatores de transcricdo PAS. Consiste numa
subunidade a indutivel e numa subunidade B expressa constitutivamente. Sao
conhecidas trés a subunidades: HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a. Conjuntamente com o HIF-
2a, o HIF-1a facilita a distribuicao de oxigénio e a adaptacao celular a hipoxia, através
da estimulacdo de um amplo espetro de processos bioldgicos. Na verdade, o nUmero
de genes ativados pelo HIF, que se conhecem, continua a aumentar e inclui genes

cujas proteinas estdo envolvidas na angiogénese (VEGF), no metabolismo energético,
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na eritropoiese, na proliferacdo e viabilidade celular, na biogénese mitocondrial, no
remodeling vascular e nas respostas vasomotoras (43) (44). A eritropoiese e a
angiogénese representam respostas adaptativas para melhorar a oxigenacdo dos
tecidos, que requerem varios dias para se desenvolver, por exemplo, o tempo
necessario para o aparecimento de eritrécitos maduros na circulacdo, mediado pela

EPO, é de cerca de uma semana.

O HIF também medeia respostas adaptativas a hipoxia a curto prazo, regulando
transcricionalmente vérios transportadores de glicose (GLUT-1,3) e enzimas
glicoliticas, bem como genes envolvidos no crescimento e sobrevivéncia celular (IGF-
2, IGFBP e TGF-a) (45). A inducdo de enzimas glicoliticas demonstra o papel do HIF
na adaptacdo celular autbnoma a hipoxia, produzindo-se ATP néo pela fosforilacao

oxidativa, mas pela glicélise (46).

Os genes ativados via HIF estdo também envolvidos em aspetos cruciais da biologia
do cancro, como a angiogénese, a sobrevivéncia celular, o metabolismo da glicose e a
invasdo (47). No processo metastatico, o recetor de quimiocina CXCR4 é um alvo
direto do HIF (48).

Os genes regulados pelo HIF sdo induzidos assim que os heterodimeros do HIF se
ligam a sequéncias especificas de DNA e séo recrutados 0s cofatores transcricionais.
Estas sequéncias encontram-se nas regides regulatorias de varios genes, sensiveis ao

oxigénio e sdo denominados por elementos de resposta a hipoxia (ERH) (5).

Em condicbes de normédxia, as trés subunidades a do HIF sao rapidamente
degradadas por proteossomas, apos ligagdo com o VHL, substrato de reconhecimento
ao complexo da ubiquitina ligase E3, que medeia a ubiquitinacdo do HIF (49). Esta
ubiquitinagdo impede a formacgdo de heterodimeros transcricionalmente ativos e
requer a hidroxilacédo de residuos especificos de prolina (Pro 402 e Pro 564 no HIF-1q;
Pro 405 e Pro 531 no HIF-2a), que estao localizados nos dominios de degradacao
dependentes de oxigénio (ODD: encontram-se no terminal C do HIFa) (50). A
inativacdo do HIF por hidroxilagdo é realizada por trés principais oxigenases
dependentes do 2-oxoglutarato (20G) — as proteinas de dominio prolil-4-hidroxilase
(PHD) — PHD1, PHD2 e PHD3, que funcionam como sensores primarios de oxigénio,
no controlo da producdo de EPO. As PHD s&o expressas no rim onde controlam a
atividade do HIF (51).
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Em condi¢Bes de hipoxia, a hidroxilacdo é inibida e a sinalizacdo do HIF é ativada.
Uma segunda via de transcricdo do HIF relaciona-se com o FIH (fator de inibicdo do
HIF). Trata-se de uma oxigenase 20G, que catalisa a hidroxilacdo de um residuo de
asparginina pertencente ao dominio de transativagdo do terminal carboxilo do HIFa,
inibindo assim a ligacdo dos coativadores CBP/p300 ao seu complexo transcricional.
Nesse sentido, o inverso — a inativacdo do FIH — facilita a selecdo de CBP/p300,
resultando no aumento da expresséo do gene alvo do HIF, sob hipoxia (52). No rim, o
FIH j& foi detetado nas CPER, nos poddcitos e no tabulo distal (53).

(i) Normal conditions (normoxia) -- HIF is degraded

e OH OH o o
\ Attaches to Proteasomal
Pralyl hydroxylase VHL degradation
Hhyrosy on o o0

hydroxylated
HIFa VHL

(ii) Hypoxic conditions / inhibition of proxyl hydroxylase -- HIF is stabilized

hydroxylated
EPQO enhancer (see Fig 2) HIFa

Upregulation of EPO gene

T erythropoietin

Fig. 3 “2). Regulagédo da atividade do HIF, dependendo da disponibilidade de oxigénio.

Embora os estudos in vitro tenham identificado o HIF-1 como o fator de transcricdo
responsavel pela inducdo da EPO, em casos de hipoxia (54), o HIF-2 surge agora
como o principal regulador da producdo de EPO, in vivo (55). Na verdade, é o
responsavel pela prevencdo da apoptose das células progenitoras eritroides e pela
manutencdo de uma eritropoiese normal, sendo essencial para o aumento da
producdo de eritrécitos, em casos de hipoxia (56). A sua transativacdo nos HRE da
EPO envolve multiplos fatores nucleares que se associam com o gene da EPO. Um
destes fatores € o HNF4 (fator nuclear de hepatdcito-4), que se liga ao enhancer da

EPO, permitindo a interacdo com o HIF-2 (57). A semelhanca do HIF-2, a localizag&o
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celular da expressdo do HNF4 coincide com os locais de producdo da EPO no rim e
no figado.

Importa acrescentar que niveis intracelulares baixos de ferro demonstraram diminuir a
traducéo do HIF-2a e, portanto, é previsivel que limitem a produg¢ao de EPO induzida
pelo HIF-2 e a eritropoiese, quando as reservas celulares de ferro estao depletadas, ja

que, fisiologicamente, a eritropoiese nao ocorre na auséncia de ferro (58).

10
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Hepcidina

Quando a eritropoiese é estimulada pela producdo de EPO no rim e figado, mediada
pelo HIF-2, a quantidade de ferro na medula 6ssea aumenta. A necessidade de ferro
adicional implica um aumento na absor¢do intestinal de ferro e na capacidade de
ligacdo do ferro, bem como um aumento na mobilizacdo de ferro a partir das reservas
internas. Assim, o HIF-2, além de regular a producdo renal e hepatica de EPO,
também desempenha um papel critico na absorcao e utilizacéo de ferro, uma vez que
regula diretamente o DMT1 e o DCYTB (14).

Na coordenacao da producdo da EPO com o metabolismo do ferro intervém também a
hepcidina, um regulador da homeostasia do ferro sistémico, codificado pelo gene
HAMP (59). Trata-se de um pequeno péptido constituido por 25 aminoacidos,
maioritariamente produzido pelos hepatdcitos, cuja transcricao € sensivel ao ferro e ao
oxigénio. Além das suas propriedades antimicrobianas, a hepcidina controla a
guantidade de ferro absorvido no duodeno e a libertacéo de ferro a partir de células do
sistema reticulo-endotelial (como células de Kupffer e macréfagos esplénicos), através
da internalizacdo e degradacdo da ferroportina, que se expressa nos enterdcitos
duodenais, nos hepatdcitos e nos macrofagos (60). A regulacdo da hepcidina é
complexa, mas um dos principais estimulos para a sua producao é a IL-6, produzida
como parte da resposta inflamatoria, aliada a moléculas como a hemojuvelina e a
BMP-6 (61). A hemojuvelina liga-se de forma competitiva a BMP, 0 que impede a
sinalizacdo do seu recetor e suprime a producdo da hepcidina (62). Em casos de
deficiéncia de ferro (como anemia por deficiéncia de ferro) e/ou situa¢cdes de hipodxia, o
figado diminui a produgéo de hepcidina e a absorgao intestinal de ferro é reforcada. As
situacdes crénicas de aumento de hepcidina sérica sdo frequentemente associadas a
estados inflamatérios (IL-6 induz a transcricdo da hepcidina via JAK/STAT), o que
reduz a expressao da ferroportina e causa hipoferremia (63), suportando o papel

fundamental da hepcidina na patogénese da anemia de doenca cronica (64).

11
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Fig. 4 @ A supressdo da hepcidina, devido a hipoxia ou a ativagdo hepética do HIF, é dependente da
atividade eritropoiética na medula 6ssea. O HIF-2 induz a producao de EPO no rim e no figado,
consoante a gravidade da hipoxia, resultando num aumento dos niveis séricos de EPO e na estimulacao
da eritropoiese, que posteriormente leva a supresséo da hepcidina no figado (55). Em suma, o HIF-2 é
um regulador direto da sintese de EPO renal e hepatica, mas regula a hepcidina apenas de uma forma

indireta, através da estimulacéo da atividade da medula éssea (59) (65).

12



Regulacdo da producéo da Eritropoietina e novas abordagens terapéuticas no tratamento da anemia da

Doenga Renal Cronica

ANEMIA DA DRC

A anemia é definida pela Organizacdo Mundial de Salde como uma concentracdo de

hemoglobina inferior a 12 g/dl em mulheres e inferior a 13 g/dl nos homens (66).

Uma grande parte dos doentes com DRC desenvolve anemia ao longo do curso da
sua doenca, constituindo um fator de risco associado a pior prognéstico (67), quer
como fator preditor independente, quer como multiplicador do risco em doentes com
doenca cardiovascular concomitante (68). A prevaléncia de anemia aumenta a medida
gue a funcéo renal se agrava para valores de taxa de filtracdo glomerular menores ou
iguais a 60ml/min/1.73 m? (67). No estadio 5 da DRC, a anemia ja surge como uma
condicdo praticamente universal (69). A severidade da anemia relaciona-se com o
grau de perda de filtragdo glomerular, mas é independente da causa de doenca renal.
Excetua-se a doenca renal poliquistica, cuja concentracdo de EPO sérica (e
hemoglobina) tende a ser maior, devido ao aumento da producdo de EPO pelas

células que revestem os quistos (68) (70).

Trata-se de uma anemia normocitica e normocrémica — a ndo ser que esteja
sobreposta uma deficiéncia de ferro — e hipoproliferativa, devido a reduzida atividade
eritropoiética na medula (70). A contagem de reticulécitos €, portanto,
inadequadamente baixa para o grau de anemia, sendo também importante excluir
outras causas, como perdas hematicas, doenca hematolégica maligna ou deficiéncia

de ferro, vitamina B12 ou &cido félico (71).

7

Na DRC, a principal causa de anemia é a deficiente producdo de EPO, devido a
diminuicdo da expressdo génica da EPO, causando um défice na producdo de

eritrécitos (72).

Conjuntamente, o ambiente urémico associado ao estado inflamatério crénico é o
responsavel pela diminuicdo da sobrevida eritrocitaria e pela inibicdo da eritropoiese
(73). Na verdade, nos doentes com DRC, os niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a encontram-se
significativamente aumentados, tanto pela diminuicdo da sua clearance, como pelo
aumento da sua producao (74). Estas citocinas pré-inflamatérias contribuem para a
anemia e resisténcia a eritropoietina (75), por perturbarem o desenvolvimento eritréide,
através da inibicdo dos seus precursores na medula 6ssea (76). Além disso, a propria
insuficiéncia renal contribui para a inflamacdao, ja que a medida que diminui a taxa de

fitracdo glomerular, ocorre um aumento dos niveis dos produtos de glicosilacdo
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avancada (PGA) e uma reducgéo da atividade antioxidante do plasma (77). A perda de
antioxidantes como 0 zinco, o selénio e as vitaminas C e E potencia a suscetibilidade a

les&o oxidativa (78).

Neste estado inflamatério, ocorre um aumento na libertacdo hepética de hepcidina,
com aumento da ferritina sérica, diminuicdo do ferro sérico e da saturacdo de
transferrina, com consequente restricdo na disponibilidade de ferro para a eritropoiese
(79). A producao de ferritina, mediada pelo IL-6, resulta na retencdo de ferro no

espaco intracelular do sistema reticuloendotelial (80) (81).

O préprio hiperparatiroidismo secundario a insuficiéncia renal pode exacerbar a
anemia, ao causar fibrose na medula 6ssea (70). Por fim, existem muitos outros
fatores que contribuem para a patogénese da anemia na DRC: deficiéncias
hematinicas (particularmente ferro e 4cido félico), toxicidade pelo aluminio, hemdlise

de baixo grau e hemorragias (especialmente gastrointestinais) (73).
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TRATAMENTO

A EPO humana recombinante (r-HUEPO) foi introduzida como um tratamento dirigido
para a anemia associada a DRC em 1989 (nos Estados Unidos) e 1990 (na Europa).
Até entdo, os doentes anémicos eram primariamente controlados através de
transfusbes sanguineas em intervalos de 2 a 3 semanas e, em menor grau, com
esteroides anabolizantes, ambos os métodos com graves limitacBes. As transfusGes
regulares aumentavam o risco de infecdo, a sobrecarga de ferro e a probabilidade de
desenvolver hipersensibilidade a antigénios do MHC, diminuindo a probabilidade de
sucesso de transplante renal (42) (66). Ndo obstante, a terapéutica esterdide levava
frequentemente a situacdes de hirsutismo, virilizacdo e hepatotoxicidade, pelo que a

sua limitada eficacia ndo sustentava a sua continuacao (82).

Atualmente, o tratamento farmacolégico para a anemia nos insuficientes renais
cronicos inclui a terapia com agentes estimuladores da eritropoiese (ESA) e

suplementacao por ferro (83).

S&o0 designados por ESA todos os agentes capazes de aumentar direta ou
indiretamente a acdo do EPO-R. Consistem em glicoproteinas manufaturadas por
tecnologia de recombinacdo de DNA, com a mesma atividade biolégica que a EPO
enddgena (84).

A administracdo de um ESA implica uma série de decisbes que devem ser tomadas
antes de iniciar a terapia. Estas envolvem a escolha do ESA, a sua dose inicial, a
frequéncia e via de administracdo, a monitorizacdo dos niveis de hemoglobina, a
previsdo para um aumento de dose e a antecipacao dos ajustes da dose relacionados

com os niveis de hemoglobina, hospitalizagdes e efeitos laterais (84).

Para minimizar os possiveis riscos inerentes a terapia com EPO, deve utilizar-se a
menor dose eficaz possivel, visando um aumento na concentragdo de hemoglobina
proximo de 1 g/dl por més. A correcdo completa da anemia, com hemoglobina sérica
>13 g/dl pode associar-se ao aumento do risco de eventos cardiovasculares e
tromboembodlicos (85) (86). A dose inicial de EPO deve ser de 50-100 U/ kg e deve-se

considerar a administracdo quando o nivel de hemoglobina é <10 g/dl (87).

Em doentes hemodialisados, é preferivel a via intravenosa, mas a administracdo

subcutanea pode reduzir substancialmente a sua dose (88). Em doentes pré-dialise,

15



Regulacdo da producéo da Eritropoietina e novas abordagens terapéuticas no tratamento da anemia da

Doenga Renal Cronica

transplantados ou sob dialise peritoneal, os ESA devem ser preferencialmente

administrados por via subcutanea, tanto por raz6es econémicas como praticas (89).

Efeitos adversos

O risco de efeitos adversos associados a rHu-EPO é diretamente proporcional ao
aumento da hemoglobina e sdo mais provaveis com niveis de hemoglobina >12 g/dl,

principalmente se mantidos (90).

Em doentes com DRC e doentes oncoldgicos, este tratamento esta associado tanto a
um aumento da morbilidade: trombose e eventos cardiovasculares (enfartes do
miocéardio, acidentes vasculares cerebrais e insuficiéncia cardiaca), como da
mortalidade (91). Os riscos de morte ou eventos cardiovasculares estdo associados a
uma ma resposta hematopoiética inicial, com aumento das doses de ESA para

alcancar os niveis alvo de hemoglobina (92).

Nos doentes oncolégicos, o uso de rHu-EPO deve ser bem avaliado, pelo possivel
risco de progressdo do tumor (93). A EPO tem sido associada ao bloqueio da
apoptose das células tumorais, com aumento do tumor e da doenca metastatica, bem
como diminuicdo dos efeitos da radioterapia, por potenciar a angiogénese tumoral (94)
(95).

Nos doentes com hipertensdo arterial, a rHu-EPO pode elevar significativamente a
presséo arterial média, tanto na administracdo aguda como na continuada, pelo que o

perfil tensional deve ser monitorizado (96).

A incidéncia de trombose venosa profunda no pds-operatério aumenta, razéo pela qual

deve ser instituida profilaxia anti-trombdtica nos doentes tratados com rHu-EPO (97).
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Terapéutica com ferro

A terapéutica com ESA aumenta as necessidades de ferro para a eritropoiese (98). A
deficiéncia de ferro afeta mais de 50% dos doentes com DRC estadios 3/4 (99) e é
uma das principais causas de auséncia de resposta a esta terapia (100). A
disponibilidade de ferro adequada aumenta a eritropoiese e reduz a necessidade de
EPO (101). Assim, € importante monitorizar a cinética do ferro mensal ou

trimestralmente, com avaliacdo da ferritina sérica e da saturacao de transferrina (102).

O ferro deve ser administrado com o objetivo de manter os niveis de ferritina sérica
superiores a 100 ng/ml e os da saturacdo da transferrina superiores a 20% (103). O
limite superior da ferritina sérica, a partir do qual ndo existe recomendagédo para
administrar rotineiramente ferro, € de 500 ng/ml. Por conseguinte, com ferritina
superior a 500 ng/ml, a decisdo de suplementar com ferro deve ter em conta: a

capacidade de resposta a EPO, os niveis de hemoglobina e da saturacdo da

transferrina e o estado clinico do doente (84).

Na DRC pré-didlise ou nos doentes sob dialise peritoneal, pode administrar-se
suplementos de ferro oral, em particular sais ferrosos, mais eficazes e melhor

absorvidos do que os férricos (104).

Apesar da terapia oral ser barata e cdmoda, tem varias limitacdes. A interacdo com 0s
alimentos pode levar & precipitacdo de Fe*' no trato gastrointestinal, principalmente
em doses elevadas (2 a 3 vezes de 60 ou 100 mg de ferro), com consequente reducao
da absorc¢do. A baixa absorcao de ferro, a partir do trato gastrointestinal (105) pode ser
ainda exacerbada por interacdes medicamentosas, com inibidores da bomba de
protdes, tetraciclinas e quelantes de fosfato (106); e pelos niveis elevados de
hepcidina associados & inflamacao crénica (107). A propria oxidacdo de Fe* a Fe*
pode levar a formacao de espécies reativas de oxigénio, 0 que provoca dano oxidativo
e toxicidade local, levando a sintomas como azia, dispepsia, voémitos e diarreia, mais

frequentes com o uso de sulfato ferroso (108).

Os novos complexos estaveis ndo ionicos de ferro férrico, como o complexo de
hidroxido férrico polimaltose (Maltofer), desenvolvidos para uso oral, tém como
vantagens evitar o risco de toxicidade e melhorar a intolerancia gastrointestinal, além
de poderem ser ingeridos com alimentos (109). No entanto, a biodisponibilidade do

ferro oral continua a ser baixa, razdo pela qual devem ser tomados frequentemente
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durante 2 a 3 meses, mesmo apoOs alcancada a corre¢cdo da anemia, de forma a

reabastecer as reservas de ferro (110).

Se a absorcdo gastrointestinal se encontrar diminuida, ou houver intoleréncia, o
doente pode receber ferro por via parentérica (111). De facto, nos doentes com DRC
gque ainda ndo fazem dialise, a resposta eritropoiética é significativamente mais
elevada quando utilizado ferro intravenoso, o que pode evitar, ou pelo menos protelar,
a necessidade de ESA (112) (113).

O ferro injetavel é o tratamento de primeira linha para a anemia associada a DRC nos

doentes hemodializados (114), que pode ser administrado durante o tratamento (115).

O primeiro composto de ferro IV aprovado era revestido por particulas de dextrano, de
elevado peso molecular (centenas de kDa), o que promovia uma libertacdo lenta do
ferro, potencialmente menos téxico (116). No entanto, o dextrano ou, os ligandos
derivados do dextrano, podem causar, raramente, reacdes anafilaticas eventualmente
fatais, mediadas por anticorpos pré-formados. Este efeito adverso ndo ocorre com
preparacdes desprovidas de dextrano, como a carboximaltose e a sacarose de ferro
(217).

Os novos complexos de ferro intravenoso, como a carboximaltose férrica, o ferumoxitol
e o isomaltoside 1000 podem ser administrados em doses Unicas elevadas e de forma
rapida (118) e ndo necessitam de dose teste, habitual nas preparacdes menos

estaveis, como o gluconato de sodio férrico (119).

18



Regulacdo da producéo da Eritropoietina e novas abordagens terapéuticas no tratamento da anemia da

Doenga Renal Cronica

ESA no tratamento da anemia

Os ESA foram primeiramente aprovados para aumentar os niveis de hemoglobina em
doentes com DRC avancgada, em didlise ou pré-dialise (120). Atualmente, também
constituem indicacdo para doentes submetidos a cirurgias eletivas e doentes
oncoldgicos com anemia induzida por quimioterapia, tendo por base a diminuicdo da

necessidade de transfusdes de sangue (121).

Os primeiros farmacos a serem disponibilizados foram a epoetina alfa e a epoetina
beta, duas formas de EPO recombinante, ambas altamente efetivas, mas de curta
duracdo de acdo (administradas 3 vezes por semana: semivida aproximada de 8h)
(86).

Posteriormente, em 2001, surgiu uma ESA de segunda geracgdo: a darbopoetina alfa.
Trata-se de um anélogo hiperglicosilado da EPO, com um nimero maior de residuos
de acido sidlico, o que o torna biologicamente mais potente (122). Quanto ao
mecanismo de acdo, age da mesma forma que a EPO nativa, estimulando o seu
recetor (123). A sua grande estabilidade metabélica confere-lhe um tempo de semivida
maior, comparativamente a EPO convencional, podendo ser administrada com menor

frequéncia: uma vez a cada duas semanas (124).

Em 2007, foi aprovado, pela FDA, o agente de terceira geracdo CERA (ativador
continuo do EPO-R) / PEG-EPO (metoxipolietileno glicol epoetina beta), que atua,
igualmente, no EPO-R. Consiste huma epoetina beta “PEGylated”, ou seja, ligada ao
polimero polietileno glicol, o que lhe confere uma semivida largamente aumentada:
cerca de 130 horas ap6s a administracdo, quer por via intravenosa ou subcutanea
(125). Assim, pode ser administrado a cada duas semanas ou mensalmente, na fase

de manutencéo do tratamento (126).

Outro dos agentes aprovados pela FDA foi, em 2012, o peginesatide. Trata-se de um
péptido sintético "PEGylated" que, apesar de ndo ter homologia com a EPO, estimula
0 seu recetor, iniciando uma cascata de sinalizacao intracelular similar (também
denominado EPO mimetic) (127). As suas vantagens incluem baixa imunogenicidade e
maior facilidade de producdo, ja que ndo ha necessidade de culturas celulares e
técnicas de engenharia genética. Além disso, a terapia decorre sob a forma de uma

injecdo mensal, simplificando o tratamento (128).
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Importa, no entanto, referir que, desde marco de 2013, este tratamento apenas pode
ser administrado a doentes em dialise, devido a reacdes de hipersensibilidade

associadas a inje¢cdo, 0,02% das quais fatais (129).
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rHu-EPO modificadas: novas aplica¢cbes além do tratamento da anemia

Como descrito, os ESA tém ac¢des hematopoiéticas e efeitos adversos relacionados
com essa atividade. No sentindo de contornar estes efeitos, foram desenvolvidos
analogos da EPO, desprovidos de atividade hematopoiéica mas, que mantém o papel
protetor da EPO.

A asialo EPO é uma EPO recombinante, submetida a remoc¢éo enzimética total dos
residuos de acido sialico, possuindo assim uma semivida plasmatica muito curta (130).
Possui a mesma afinidade para o EPO-R, mas, em doses e frequéncias nas quais a
epoetina estimula a eritropoiese, esta molécula ndo aumenta o hematdcrito (131).
Possui um largo espectro de atividade neuroprotectora, sendo capaz de reduzir a
lesd@o tecidual em modelos de isquemia cerebral, neuropatia periférica e compressao
da medula espinhal e do nervo ciatico. As variantes ndo eritropoiéticas da EPO podem

entdo atravessar a barreira hematoencefalica e fornecer neuroprotecéo. (132)

A EPO carbamilada (CEPO) é uma EPO modificada que apenas possui agao protetora
tecidual, sendo destituida de atividade eritropoiética. Tem uma baixa afinidade para o
EPOR, sendo sugerido que os seus efeitos sdo mediados por um heterorrecetor
formado pelo EPO-R e pelo recetor comum beta (133). Apresenta atividade
neuroprotetora em modelos de isquemia cerebral, neuropatia diabética, encefalomielite
autoimune e hemiseccdo medular (134) (135). Importa acrescentar que um estudo
desenvolvido por Mahmood et al. avaliou o efeito da infusdo intraperitoneal de EPO e
de CEPO, num modelo de rato com traumatismo cranio-encefélico. Concluiram que
tanto a EPO como a CEPO séo igualmente eficazes a promover a aprendizagem
espacial e a plasticidade neural, mas, com a EPO, o hematécrito aumentou

significativamente (136).

Por fim, a neuroEPO. Trata-se de uma EPO humana recombinante, com um conteldo
reduzido de &cido sialico: 4-7 mol/mol de proteinas, razdo pela qual é rapidamente
degradada pelo figado. De forma a prevenir a degradacao hepatica, esta molécula
pode ser administrada via intranasal, com doses significativamente menores do que as
utilizadas na administraco intravenosa (137). E o Gnico derivado da EPO testado por
via intranasal, tratando-se de uma opgdo mais segura e mais rapida (138). Tal como
0os andlogos anteriores, apresenta efeitos neuroprotetores, podendo diminuir as
regides isquémicas e o edema cerebral, bem como melhorar resultados

neurocomportamentais em modelos animais (139). Pode também atenuar dificuldades
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de aprendizagem induzidas por isquemia, através da potenciacdo da transmissao

sindptica, da ativacao de célcio e da libertacdo de neurotransmissores (140).

Comparativamente com as duas variantes da EPO descritas, a neuroEPO parece
tratar-se da melhor opcdo terapéutica para AVCs e como nheuroprotetor em geral
(137). Na verdade, ndo apresenta qualquer modificagcdo quimica que a diferencie
biologicamente da EPO enddgena, traduzindo-se numa potencial vantagem no

tratamento de doencas crénicas neurodegenerativas (141).
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Novos estimuladores da eritropoiese

e Proteinas de fusdo

A EPO liga-se ao EPO-R através de dois dominios de ligagdo: um com elevada
afinidade para o recetor e outro com baixa afinidade, necessario para a ativacao.
Baseado na hipétese de que a presenca de duas moléculas de EPO podem
representar dois locais de ligacdo de alta afinidade e facilitar a ligacdo ao EPO-R,
surgiu a EPO-EPO (142). Trata-se de uma proteina de fusdo, que consiste em duas
moléculas de EPO ligadas por um pequeno peptido flexivel, cujo peso molecular é de
76 kDa (143). Este dimero tem uma elevada afinidade para o EPO-R e, em
comparacdo com a rHu-EPO, exibe um aumento da atividade in vitro e in vivo. O
comprimento do ligante peptidico que separa os dois dominios da EPO pode
influenciar a atividade da molécula — 0 seu aumento resulta em reducdo da atividade
para um nivel comparavel ao de rHu-EPO (144). Em ratinhos, uma administracao
subcuténea Unica aumentou a producao de eritrécitos em 7 dias, numa dose em que a

epoetina é ineficaz (144).

Outra proteina de fuséo dimérica incorpora a EPO e o fator estimulador de coldnias de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), ja que o GM-CSF é necessario numa fase inicial
da eritropoiese, antes da expressédo do EPO-R. A EPO-GM-CSF foi capaz de estimular
a eritropoiese em macacos (145). No entanto, induziu a producdo de anticorpos anti-

EPO e uma anemia severa (146).

Outra abordagem consiste na fus@o genética da regido Fc de IgG humana com a EPO:
EPO-Fc (147). Trata-se de uma molécula quimérica com uma Unica EPO ligada ao
dimero Fc, devido a tendéncia natural das regides Fc se associarem. A modificacéo
molecular aumenta o tamanho da proteina e promove a reciclagem para fora da célula,
0 que aumenta a semivida de circulacdo (148). O mesmo efeito pode ser conseguido

através da fusdo de EPO com albumina (149).

Num ensaio de fase |, a EPO-Fc foi administrada sob a forma de aerossol e
demonstrou um aumento dos niveis de EPO, com um aumento moderado na

contagem de reticuldcitos (150).

Num ensaio posterior, realizado em roedores e primatas anémicos, a administracdo de

rHu-EPO-Fc melhorou a producao de reticuldcitos, com reversdo rapida e eficiente da
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anemia. Em comparacdo com a administracdo de rHu-EPO trés vezes por semana,
uma administracdo semanal de rHu-EPO-Fc revelou eficacia semelhante, ao nivel da

eritropoiese (151).

Por fim, o CTNO 528 é uma proteina resultante da fusao de um péptido mimético de
EPO (EMP1) e a regido Fc da IgG1 humana. Tem uma semivida aumentada, mas

nenhuma semelhanca estrutural com a EPO (144).

Comparativamente ao tratamento com epoetina ou darbepoetina alfa, os ratos tratados
com uma dose Unica subcutanea de CTNO 528 demostraram um aumento da

reticulocitose e da hemoglobina (152).

Um ensaio de fase 1, em individuos saudaveis, demostrou um efeito semelhante, apds
uma administra¢do intravenosa Unica, cujo aumento da contagem de reticulécitos e da
concentracao de hemoglobina foi dependente da dose (efeito maximo aos dias 8 e 22,
respetivamente). Verificou-se um aumento dos niveis endégenos de EPO, dependente
da dose, e uma elevacdo mantida da hemoglobina, de pelo menos 1 g/dl, ap4s uma
Unica administragdo (153). O CTNO 528 foi bem tolerado e nenhum dos participantes

desenvolveu anticorpos contra a molécula (154).

Outra molécula semelhante, o CNTO 530, consiste na fusdo de duas moléculas de
EMP1 com a regido Fc da IlgG4 humana (155). Num modelo de rato anémico por DRC,
a administracdo de CNTO 530 provocou aumentos de longa duracado dos eritrécitos,
da hemoglobina e do hematdcrito, dependentes da dose. Apds uma dose de 0,1
mg/kg, houve aumento dos indices eritrocitarios, que se mantiveram dentro do
intervalo normal durante 44 dias (156). Quando comparado com a darbepoetina-a, o
CNTO 530 demonstrou superioridade na duracao do efeito eritropoiético, o que pode
refletir uma agdo mais duradoura do CNTO 530 sobre os estagios finais da

eritropoiese (157).

Apesar da potencialidade terapéutica das moléculas descritas, sdo necessarios mais
estudos para avaliar a sua seguranca e comprovar a sua aplicacdo na anemia da
DRC.
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e Estabilizadores do HIF

A producao de EPO é controlada por mecanismos transcricionais e pds-transcricionais
dependentes do oxigénio. A transcricdo do gene da EPO é ativada pelo HIF. Em
normoéxia, a cadeia a de HIF é hidroxilada pelas PHD, degradada pelo proteassoma e
inativada. Em hipoxia, a cadeia a ndo ¢é degradada, liga-se a cadeia B,

constitutivamente expressa, com ativacédo do HIF e indugéo da expressédo de EPO.

A inibicAo das PHD resulta na estabilizacdo do HIF e, consequentemente, na
transcricdo do gene da EPO. Os agentes que previnem a degradacdo do HIF
denominam-se estabilizadores do HIF e sdo analogos do 2-oxoglutarato.

Varios compostos estabilizadores do HIF tém sido estudados. Uma das primeiras
moléculas candidatas foi a FG-2216, sintetizada pela Fibrogen (158). A administracédo
de FG-2216 estabiliza o HIF, promovendo a transcricdo do gene da EPO e
aumentando a sua sintese. Assim, estas moléculas sdo capazes de aumentar os
niveis de EPO enddgena, sem a necessidade de administrar um ESA (42).

Estes agentes tém a vantagem de serem ativos via oral, o que representa uma
potencial terapia ndo-injetavel no futuro. Além disso, sdo capazes de modular outros
genes envolvidos na eritropoiese, nomeadamente aqueles que potenciam a utilizacao
do ferro: transferrina, recetor da transferrina, ferroportina e DMT1 (126).

No entanto, existem desvantagens a mencionar: na fase 2 de um ensaio clinico com
FG-2216, uma doente desenvolveu necrose hepatica fatal, temporalmente relacionada
com a administracdo do estabilizador do HIF (159). Além disso, véarias centenas de
genes sensiveis a hipoxia sdo também ativados pela inibicdo das PHD, incluindo os
gue estdo envolvidos na regulacéo da glicose, na angiogénese, etc. Uma das maiores
preocupacdes relaciona-se com a possivel ativacdo do VEGF, o que pode potenciar o

crescimento de tumores e a retinopatia diabética proliferativa (42).

Uma molécula de segunda geracao estabilizadora do HIF: FG-4592, apresentada
como Roxadustat em 2013, é também administrada por via oral e encontra-se em fase
3 de ensaios clinicos (160). Atua simultaneamente na produgdo de eritrécitos e na
incorporagao do ferro, razéo pela qual demonstrou corrigir a anemia e manter os niveis
de hemoglobina, sem necessidade de suplementacdo com ferro IV, em doentes com
DRC em fase pré-dialise e em didlise (161).

Ao estimular a producdo de EPO endbgena, resulta em niveis séricos de EPO

inferiores aos obtidos com rHu-Epo, o que pode ser importante na reducéo dos efeitos
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secundérios. Ndo foi associado ao aumento do risco de eventos cardiovasculares,
trombose ou aumento da pressao arterial, que exige a introducdo ou a intensificacdo

de terapéutica anti-hipertensora (162).

e Moduladores da hepcidina

A hepcidina é uma das moléculas envolvidas na génese da anemia e na resisténcia a
EPO enddgena (163). O aumento da sua producdo também causa resisténcia a
terapia com ESA e a sua neutralizacdo reverte este efeito (164). Assim, uma
terapéutica supressora de hepcidina pode ser capaz de redistribuir ferro dos locais de
armazenamento e permitir a absor¢cdo de ferro da dieta normal. Constitui uma
potencial alternativa a exigéncia de ferro IV, o que diminui o risco e efeitos laterais
associados a esse tratamento (165). Pode ainda restabelecer a eficacia da terapia oral
de ferro, no tratamento da eritropoiese com restricdo de ferro e aumentar a libertacdo
de ferro presente no RES (166).

Diminuicdo da producéo da hepcidina:

Vérias estratégias para antagonizar o efeito de hepcidina tém sido descritas. A
diminuicdo da sua producdo pode ser alcancada por interferéncia nas vias

regulatorias.

A heparina, um glicosaminoglicano amplamente utilizado como anticoagulante, é um
inibidor potente da expressao de hepcidina em linhagens de células hepéticas e em
ratinhos, devido a capacidade de se ligar a BMPs (167). Em 5 doentes tratados com
heparina de baixo peso molecular, para profilaxia de trombose venosa profunda, a
concentracao de hepcidina sérica diminuiu 80 a 85%, 2 a 5 dias apds o inicio do
tratamento, com aumento concomitante dos niveis séricos de ferro e da saturacdo de
transferrina. A inibicdo da hepcidina e o aumento do ferro sérico podem ser atribuidos
tanto a atividade anti-inflamatéria da heparina, por diminuicdo de IL-6, como a
atividade anti-hepcidina, através do sequestro de BMPs (168). No entanto, apesar do
conhecido perfil de seguranca da heparina, a atividade anticoagulante impede uma
aplicacdo mais ampla. Neste seguimento, foi desenvolvida uma molécula de heparina
nao-anticoagulante, por “glycol-split”, com manutencdo da capacidade de modulacéo

das BMPs, o que resultou na supressao da hepcidina in vitro e in vivo, em ratinhos,
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mesmo em ambiente inflamatério (169). Ainda tem de ser identificada a melhor
estrutura da heparina para inibicAo da hepcidina, mas pode diferir pouco da
apresentada, que demonstrou toxicidade minima ou nula. As heparinas néo-
anticoagulantes tém propriedades anti-hepcidina, anti-inflamatéria e também anti-
tumoral, o0 que pode representar uma terapéutica para a anemia inflamatéria em

doencas cronicas e neoplasias (170).

Tendo em conta que a regulacdo da hepcidina é modelada por varias moléculas como
BMP-6 e IL-6, também foram desenhadas terapéuticas dirigidas a esses alvos. Um
dos exemplos é a dorsomorfina, uma pequena molécula inibidora do recetor tipo | de
BMP, que pode reduzir tanto a expressao de hepcidina em modelos inflamatdérios,
como a propria resposta inflamatéria generalizada (171). Um derivado da
dorsomorfina, LDN-193189, demonstrou inibir a sinalizagdo excessiva da BMP (172) e,
guando usado em ratos anémicos durante 4 semanas, produziu aumentos da
concentracdo de ferro sérico e da expressdo de ferroportina, assim como uma
melhoria dos niveis de hemoglobina e do hematécrito (173). No entanto, além de
bloquear a via da BMP, também inibe de forma potente o VEGF e os componentes da
MAPK/ERK (174). Sendo assim, ao contrario do que se pensava, ndo se trata de um

inibidor especifico da BMP, o0 que representa o principal desafio destes agentes.

A interrupcao da ativacdo do gene da hepcidina, pela IL-6, também tem sido proposta
(175). O Tocilizumab, um anticorpo neutralizador de IL-6, aprovado para o tratamento
da artrite reumatoéide, diminui os niveis de hepcidina de forma rapida e prolongada,
com melhoria da anemia na doenca de Castleman. Trata-se de uma doenca
linfoproliferativa rara, marcada pela producdo excessiva de IL-6 e elevados niveis
séricos de hepcidina, associada a anemia microcitica hipocrémica (176). A principal
complicacdo do bloqueio da atividade da IL-6 parece ser um risco aumentado de
infecdes (177), pelo que esta terapéutica deve ser confinada ao tratamento de

doencas inflamatérias graves.
Neutralizacdo da hepcidina:

Foi gerado um anticorpo monoclonal contra a hepcidina, testado em modelo de rato
anémico por inflamacdo (causada por Brucella abortus heat-killed), que demonstrou
superar a resisténcia a EPO. Em monoterapia tem atividade limitada, mas, em

conjunto com ESA, demonstrou eficacia no tratamento da anemia (178).
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As lipocalinas sdo pequenas proteinas extracelulares, com um local de ligacdo de
elevada plasticidade estrutural. Dada a sua estrutura simples e habilidade para
reconhecer e se ligar a diversos compostos biolégicos especificos, sdo uma boa
classe de proteinas terapéuticas destinadas a bloqueios especificos (179). A anticalina
PRS-080 é um derivado da lipocalina que se liga especificamente a hepcidina
humana. Em macacos, a sua administracdo resultou na mobilizac&do efetiva de ferro,
com aumento dos niveis séricos (180). Como é uma abordagem terapéutica recente,
sdo necessarios estudos para avaliacdo de seguranca, tolerabilidade e eficacia. O

primeiro ensaio clinico em humanos teve inicio em 2013.

Outra das estratégias desenvolvidas consiste em oligonucleotideos sintéticos
PEGylated — spiegelmers — que se ligam especificamente, e com alta afinidade, a
hepcidina. Esta ligacdo resulta no bloqueio da degradacdo da ferroportina induzida
pela hepcidina, o que leva a um aumento da concentracao de ferro sérico (181). Estes
agentes terapéuticos sdo atrativos devido a elevada resisténcia a nucleases, boa
estabilidade in vivo e baixa imunogenicidade (182). O spiegelmer anti-hepcidina NOX-
H94 foi testado em macacos com anemia, causada pela injecdo diaria de IL-6 durante
uma semana. A administracdo concomitante de NOX-H94 diminuiu o desenvolvimento
de anemia (183). Num ensaio de fase I, a administracdo de NOX-H94 foi segura e bem
tolerada, e ap6s uma dose Unica, ocorreu um aumento do ferro sérico e da saturagdo
de transferrina, dependente da dose (184). No entanto, foi demonstrado que a
administracdo dos spiegelmers conduz a uma acumulagédo dos oligonucleotideos nos
macréfagos, em todo o corpo, sendo desconhecido se essa administracao sistémica

cronica resulta em efeitos adversos (185).

Por fim, estes tratamentos experimentais para a anemia na DRC ndo s&o isentos de
riscos. A maior disponibilidade de ferro pode promover ou agravar infecdes, razéo pela

gual cada intervencao deve ser adequadamente avaliada (186).

¢ Inibidores de GATA-2

A capacidade de regular positivamente o gene da EPO, através da inibicdo do GATA-
2, também tem sido investigada. O GATA-2 inibe a expressao do gene da EPO, ao
atuar no seu promotor, pelo que a sua inibicdo pode estimular a expressédo do gene da
EPO e a sua produgéo, o que aumenta a eritropoiese (187). Existem dois inibidores do
fator de transcricAo GATA reportados: K-7174 e K-11706. Ambos demonstraram
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potenciar a producdo de EPO e o seu promotor, previamente suprimido por IL-1 e
TNF-a (188). A administragdo oral foi capaz de restaurar as concentragbes de
hemoglobina, a contagem de reticuldcitos, os niveis de EPO e os numeros das CFU-E.
O K-11706 parece resultar numa inducdo hipdxica maior do que o K-7174,

provavelmente porque também estimula o HIF-1, além de inibir o GATA (189).

No entanto, tal como ocorre com os estabilizadores do HIF, existe a possibilidade da
inibicdo do GATA promover a ativacdo de outros genes, como o VEGF, razdo pela

qual séo necessarios mais estudos (190).

e Terapia génica

Inicialmente, foi desenvolvido, num modelo animal, um sistema de distribuicdo do gene
da EPO através de células da pele. A metodologia consistia em extrair uma
microbiopsia de células dérmicas (microdermis), realizar transducdo com o gene da
EPO (através de um vetor de adenovirus) e, posteriormente, reimplantar no animal.
Obteve-se uma producéo de niveis elevados de EPO e um aumento do hematécrito, o

gue ndo se verificou com o vetor destituido do gene (191).

O modelo foi aplicado em ensaios clinicos, através da producdo de uma bomba
biolégica ("BioPump"), que utiliza o proprio tecido do doente, para produzir
continuamente as suas proteinas terapéuticas (192). As bidpsias sdo obtidas a partir
da camada interna da pele, sob anestesia local, e cultivadas durante 10 a 14 dias. O
namero necessario de Biopumps é entdo injetado sob a pele do doente, de forma a
proporcionar a producéo de proteinas e a sua distribuicdo durante varios meses. A
Medgenics apresentou uma BioPump, denominada Epodure, que produz e fornece

EPO continuamente.

Um ensaio de fase | conduzido em 2003-2004, demonstrou um aumento da EPO,
dependente da dose, durante 10 a 14 dias, com consequente elevagcédo da contagem
de reticuldcitos. As biopumps tiveram curta duragédo de acao, devido a uma resposta
imune desenvolvida contra as proteinas adenovirais expressas pelas células
transduzidas. Isto levou ao desenvolvimento de adenovetores “helper-dependent”, de

forma a prevenir a rejeicdo imunolégica (193).

Posteriormente, em 2008-2009, um pequeno grupo de doentes com DRC participou
num ensaio clinico de fase 1-2, cuja dose produzida foi de 18 a 25 IU/kg/dia. Todos

apresentaram aumento da producdo de EPO e a maioria demostrou elevacéo
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sustentada dos niveis de hemoglobina no intervalo de 10-12 g/dL, durante 6 a 12

meses, sem receber inje¢cOes adicionais de ESA (194).

Em 2010-2011, num ensaio de fase 1 em doentes anémicos pré-didlise, as dosagens
de 20 e 40 Ul/kg/dia ndo resultaram em formacao de anticorpos anti-EPO e os niveis
séricos de EPO nédo ultrapassaram 60 mU/mL (195). Uma Unica administracao
demonstrou elevacdo e estabilizacdo dos niveis de hemoglobina por periodos de 6
meses a mais de 36 meses (196). A BioPump foi bem tolerada e ndo foram detetados

efeitos adversos em 6 a 30 meses de tratamento.

Em 2012-2013, num ensaio de fase 2 com 4 doentes sob dialise, foi utilizada uma
Unica administracdo de Epodure, com producao de 19 a 51 Ul de EPO/Kg/dia, em
substituicao das injecdes de ESA a cada sessédo de dialise. Apos a administracao, a
hemoglobina permaneceu entre 9 a 11 g/dl durante 2 a 4 meses, sem necessidade
adicional de qualquer terapéutica. A concentracao de EPO sérica ndo excedeu a faixa
normal e manteve-se abaixo de 100 mU/ml. Nao foram relatados eventos adversos
graves (197). Um segundo ensaio de fase 2, com um numero maior de doentes,

encontra-se em desenvolvimento.

Os resultados confirmam a poténcia de vetores de adenovirus para transferéncia de
genes in vivo, ja que uma administracdo Unica do vetor com o gene da EPO humana
resulta num aumento maior de eritrécitos em circulacdo, comparativamente com a
administracdo Unica de doses elevadas de ESA (198). A implantagdo de tecido
autdlogo geneticamente modificado na derme humana pode aumentar
significativamente, e de forma segura, o nivel de EPO e a contagem de reticulécitos, o

gue constitui uma potencial alternativa terapéutica.
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Tabela 1 — Novos agentes estimuladores da eritropoiese para o tratamento da anemia da DRC

Classe Molécula/farmaco Fase de desenvolvimento
EPO-EPO Pré-clinica
EPO-GM-CSF Pré-clinica
Proteinas de fusdo EPO-Fc |
CTNO 528 I
CNTO 530 I
- FG-2216 Il
Estabilizadores do HIF
FG-4592 11
Heparina ndo anticoagulante | Pré-clinica
Diminuicéo da : .
. Dorsomorfina LDN-193189 Pré-clinica
produgéo _ i
Moduladores Tocilizumab Pré-clinica
da hepcidina Atc monoclonal I
Neutralizacdo | Anticalina PRS-080 I
Spiegelmer NOX-H94 Il
K-7174 Pré-clinica

Inibidores do GATA

K-11706

Terapia génica

BioPump Epodure
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CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

A introdugdo da rHu-EPO revolucionou o tratamento dos doentes com DRC, ao
permitir um tratamento seguro da anemia, a longo prazo, destituido dos riscos
inerentes as transfusdes sanguineas. Desde entdo, surgiram varios ESA,
caracterizados por menor frequéncia de administracdo e melhor estabilizacdo da
concentracdo da hemoglobina. As novas estratégias terapéuticas incluem
estabilizadores do HIF e outras abordagens nao injetaveis, pelo que se espera que, a
curto prazo, esteja disponivel uma terapéutica oral, que proporcione maior conforto ao

doente e adesao ao tratamento.

7

Dado que a disponibilidade do ferro é um fator limitante da terapéutica e a
suplementacdo de ferro é, geralmente, necessaria para assegurar uma resposta
adequada a EPO, a associacdo de agentes de diferentes classes seria uma
abordagem a equacionar. A titulo de exemplo, a combinacao de um estabilizador do
HIF ou de uma BioPump, com um modulador da hepcidina, poderia potenciar os

efeitos terapéuticos, ao ultrapassar a restricdo de ferro.

As potencialidades da estimulacdo da eritropoiese mantém-se sob investigacdo e
espera-se que o desenvolvimento e aperfeicoamento das novas terapéuticas resultem
na melhoria da qualidade de vida dos doentes. Serdo necessarios mais estudos para
avaliar a seguranca e os resultados a longo prazo, de forma a tornar possivel a sua

aplicacdo aos doentes com anemia da DRC.
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