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RESUMO

A hemoglobina é a molécula constituinte dos globulos vermelhos, responséavel
pelo transporte de oxigénio para todo o corpo. Mutacdes nos genes desta molécula
podem resultar em alteracfes na sua sintese a nivel quantitativo ou estrutural, afetando
a sua nhormal funcdo e desencadeando as hemoglobinopatias. Dentro das
hemoglobinopatias existem as doencas falciformes que se particularizam pela presenca
obrigatéria da variante hemoglobina S (Hb S). A drepanocitose, tipo de doenca
falciforme mais grave e incapacitante, € uma doenca genética hereditaria com
transmissao autossdmica recessiva. Caracteriza-se pela sua cronicidade, marcada por
anemia e hemolise, aumentando a suscetibilidade a infec6es e ao surgimento de crises
vaso-oclusivas. Atualmente, é not6rio um crescente interesse na procura de novas
terapéuticas para o tratamento deste tipo de doencgas. As principais apostas a nivel
terapéutico recaem sobre a hidroxiureia, transfusdes sanguineas, transplante alogénico
de células estaminais hematopoiéticas e a terapia genética. Porém, tendo em conta a
gravidade da doenca e a insuficiéncia relativamente as opcdes terapéuticas curativas,
o rastreio e diagnostico atempados constituem ferramentas valiosas para a prevencao
e atuacdo precoce com o intuito de reduzir complicacdes clinicas resultantes da
drepanocitose. Com a presente dissertacdo de mestrado pretende-se reunir, através de
uma revisdo bibliogréafica, a mais recente evidéncia cientifica sobre a drepanocitose e
as novas metodologias de diagndstico e tratamento. A terapia genética surge como uma
abordagem terapéutica promissora que ja demonstrou colmatar as limitacdes
terapéuticas anteriormente instituidas. Ndo obstante, terA de ser demonstrada a sua
eficacia e seguranga a longo prazo para se tornar no tratamento de elei¢cdo para a

drepanocitose.

Palavras-chave:  hemoglobinopatias, mutacdo genética, hemoglobina S,
drepanocitose, anemia falciforme, diagnostico, terapéutica para anemia falciforme,

terapia genética
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ABSTRACT

Hemoglobin is the constituent molecule of red blood cells, responsible for
transporting oxygen throughout the body. Mutations in the genes of this molecule can
result in alterations in its synthesis at a quantitative or structural level, affecting its normal
function and triggering hemoglobinopathies. Among the hemoglobinopathies are sickle
cell diseases, which are characterized by the obligatory presence of variant hemoglobin
S (Hb S). Sickle cell disease, the most serious and disabling type of sickle cell disease,
is an inherited genetic disease with autosomal recessive transmission. It is characterized
by its chronicity, marked by anemia and hemolysis, increasing susceptibility to infections
and the onset of vaso-occlusive crises. Currently, there is a growing interest in the search
for new therapies for the treatment of this type of disease. The main therapeutic options
are hydroxyurea, blood transfusions, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
and gene therapy. However, considering the severity of the disease and the insufficiency
of curative therapeutic options, timely screening and diagnosis are valuable tools for
prevention and early action to reduce clinical complications resulting from sickle cell
disease. This master's thesis aims to gather, through a literature review, the most recent
scientific evidence on sickle-cell disease and new diagnostic and treatment
methodologies. Gene therapy emerges as a promising therapeutic approach that has
been shown to overcome previously established therapeutic limitations. Nevertheless,
its long-term efficacy and safety will have to be demonstrated to become the treatment

of choice for sickle cell disease.

Keywords: Hemoglobinopathies, genetic mutation, hemoglobin S, sickle cell anemia,

diagnosis, therapy for sickle cell anemia, gene therapy
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file://///Users/ritasequeira/Desktop/Diagnóstico%20e%20tratamento%20da%20drepanocitose.docx%23_Toc117638907
file://///Users/ritasequeira/Desktop/Diagnóstico%20e%20tratamento%20da%20drepanocitose.docx%23_Toc117638907
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file://///Users/ritasequeira/Desktop/Diagnóstico%20e%20tratamento%20da%20drepanocitose.docx%23_Toc117638915

Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias

INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Abordagens terapéuticas para a drepanocitose em fases de estudo.
Adaptado e 5. .. e 46

10



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias

LISTA DE ABREVIATURAS

aCGH — microarray-based comparative genome hybridation
ADN - 4cido desoxirribonucleico

AL — arab/india

AVC — acidente vascular cerebral

BAN — bantu

BEN — benin

CcADN — ADN complementar

CAM — camardes

CEH - células estaminais hematopoiéticas
CNVs — so-called copy number variants

CRISPR/Ca9 - clustered regularly interspaced short palindromic repeats associated

protein-9nuclease

FDA — food and drug administration
GMPc - monofosfato ciclico de guanosina
Hb — hemoglobina

HBB — gene que codifica a B-globina

HbC — hemoglobina C

HbE — hemoglobina E

HbF — hemoglobina fetal

HbS — hemoglobina S

HLA — antigénio leucocitario humano

HPLC - cromatografia liquida de troca cationica de alta performance

11



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias

HRQOL — health-related quality of life

IEF — focagem isoelétrica

LDH - lactato desidrogenase

MS/MS ou MS2 — espectrometria de massa em tandem

NGS — next generation sequencing

No — oxido nitrico

NOs - nitrato

PCR - reacédo em cadeia de polimerase

PCV — hematdcrito

QTL — quantitative trait loci

RFLP — polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo
RGNs — RNA-guided nucleases

RNA - ribonucleic acid

RT-PCR - reacdo em cadeia de polimerase de transcri¢cdo reversa
SEN — Senegal

TALENS - transcription activator-like effector nucleases

TCEH - transplante de células estaminais hematopoiéticas

VCM - volume corpuscular médio

ZNF — zinc-finger nucleases

12



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias

l. INTRODUCAO

A hemoglobina (Hb) é uma proteina conjugada que possui um papel
indispensavel na vida humana. A sua estrutura é composta por 4 cadeias de globina,
duas do tipo a e duas do tipo .1 Esta proteina possui como principal fungdo o transporte
de oxigénio (O2), dos pulmdes para todo o corpo, e de parte do diéxido de carbono
(C0O2), dos tecidos do corpo para os pulmdes. As funcbes da hemoglobina no corpo
humano dependem da sua estrutura molecular, pelo que alteracdes estruturais da
molécula de Hb vao afetar o seu normal funcionamento no corpo humano e originar as

hemoglobinopatias.?

O termo genérico “hemoglobinopatia” inclui todos os disturbios genéticos da
hemoglobina. As hemoglobinopatias sao doencas hereditarias monogénicas, de
transmissdo autossOmica recessiva, que resultam de mutacdes e/ou dele¢des nos
genes responsaveis pela sintese das cadeias de alfa e beta globina da molécula de Hb.3
Estas mutacdes desencadeiam alteragfes quantitativas ou qualitativas na producéao da
hemoglobina que prejudicam diretamente o seu normal funcionamento no corpo
humano.* Quando os defeitos genéticos causam distlrbios na sintese de Hb, ddo origem
a talassemias. A estrutura da hemoglobina nestes casos é normal. Quando as
alteracdes sédo na estrutura da Hb, dao origem a hemoglobinas anormais (hemoglobinas

variantes). As mais importantes sdo a HbS, HbC, HbE.?

A drepanocitose (HbS) é a hemoglobinopatia grave clinicamente mais relevante
em todo o mundo e constitui um importante problema de salde publica.? Em termos
historicos tem origem nas zonas mais afetadas pela malaria, em Africa, India, Médio
Oriente e algumas zonas mediterraneas. Porém, a elevada migracao da populacdo
originaria dessas zonas tem vindo a aumentar a distribuicdo da drepanocitose no mapa
mundo. Algumas das regides mais afetadas por esses movimentos migratorios, em

termos de incidéncia desta patologia, s&o a América do Norte e a Europa Ocidental.®

A drepanocitose resulta de alterages estruturais da molécula de hemoglobina,
causadas pela presenca homozigética da hemoglobina S (HbS).2 A HbS é uma variante
da hemoglobina que é desencadeada por uma mutacao genética pontual, no gene HBB,
onde uma timina é substituida por uma adenina provocando a mudanca de um
aminodcido, na estrutura proteica, de glutamato para valina.® As moléculas de Hb S tém
tendéncia a agregar-se em longas cadeias rigidas que distorcem a forma dos glébulos
vermelhos, levando-os a assumir a forma de foice, caracteristica da drepanocitose.
Perante esta situacdo, registam-se alteracdes a nivel do funcionamento normal dos

eritrécitos, levando ao surgimento de problemas graves e caracteristicos desta doenca

13



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias
como crises vaso-oclusivas, anemia hemolitica, lesdo de oOrgdos-alvo e morte

prematura.?®

As complicacdes clinicas da drepanocitose dividem-se em agudas e croénicas.
As principais complicac@es agudas desta patologia sdo as crises de dor aguda, acidente
vascular cerebral, sindrome torécica aguda e sequestros hepético e esplénico. Ja as
complicacdes crénicas afetam 6rgéos-alvo como o cérebro, coracéo, olhos, rins, pulméo
e figado.” Estas complicacdes associadas a drepanocitose necessitam de tratamentos
de ambulatério, internamentos e admissdes a urgéncia frequentes, que se refletem de

forma negativa na qualidade de vida de criancas e adultos com esta patologia.®

Atualmente, assiste-se a um crescente interesse na procura de novas opgoes
terapéuticas para este tipo de doencgas. Dai, os tratamentos agora utilizados estarem
focados essencialmente no controlo e diminuicdo dos sintomas da doenga, como é o

exemplo das transfusdes sanguineas e da terapéutica a longo prazo com hidroxiureia.®

O Unico tratamento curativo da drepanocitose € o transplante de células
estaminais hematopoiéticas. Porém, surgem cada vez mais opg¢des de tratamento
inovadoras com base no conhecimento genético da doenca. Estas novas abordagens
terapéuticas apresentam resultados promissores com o objetivo de alcancar uma cura

definitiva para esta patologia.®

Tendo em conta a gravidade da doenca e a lacuna existente a nivel terapéutico,
o rastreio e diagndstico precoce constituem ferramentas valiosas para a prevencao das
formas graves da drepanocitose. Neste sentido, o objetivo da presente monografia é
reunir, através de uma revisao bibliogréfica, a mais recente evidéncia cientifica sobre a

drepanocitose e as novas metodologias de diagndstico e tratamento.
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[I. HEMOGLOBINA

A hemoglobina é uma proteina heterotetramérica que desempenha um papel
importante no organismo humano. Esta presente no interior dos glébulos vermelhos ou

eritrocitos e é responsavel pela sua coloracdo vermelha caracteristica.'®!!

Cada eritrécito contém cerca de 200 a 300 milhdes de moléculas de
hemoglobina. Os valores de referéncia desta proteina no sangue rondam os 13,5-18g/dl

nos homens e 11,5-16 g/dl nas mulheres.!?

2.1. ESTRUTURA E COMPOSICAO

A molécula de hemoglobina (Figura Il.1) possui uma estrutura quaternaria,
constituida por quatro monomeros unidos entre si por ligagdes ndo covalentes. Esta
proteina é constituida por dois pares de cadeias polipeptidicas, as globinas, cada uma

ligada a um grupo prostético heme.*?13

Existem varios tipos de globinas como a alfa (o), beta (B), gama (y), delta (8) e
épsilon (g). Pelo que a molécula de Hb é constituida obrigatoriamente por duas globinas
alfa (o) e duas globinas néo alfa (B, vy, 3, €), 0 que justifica a existéncia de diferentes
tipos de hemoglobina como a Hb Al (a:2f32), Hb A2 (a282) e Hb F (a2y2). Sendo que a
maioria da hemoglobina em adultos normais é a Hb A1, a Hb A2 representa apenas 3%

da hemoglobina adulta e a Hb F corresponde a hemoglobina fetal.*

O grupo prostético heme é constituido por uma parte organica (protoporfirina IX)

e um atomo de ferro central.*®

Cadeia B

Cadeia a

Figura Il.1.Estruturas quaternaria e molecular da hemoglobina A. Adaptado de 4
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2.2. FUNCOES

A hemoglobina desempenha multiplas funcdes de elevada importancia no corpo
humano. A sua principal funcdo passa pelo transporte de oxigénio desde os pulmdes
até aos tecidos do organismo e, consequente extracdo do diéxido de carbono dos

tecidos que ir4 ser transportado até aos pulmdes.!*

A forma bicdncava dos eritrocitos € mantida pela hemoglobina. Estes possuem
a forma de discos achatados com uma depressao no centro, 0 que aumenta a area de
superficie da célula e favorece a difusdo de oxigénio e di6xido de carbono.'* O facto
destas células sanguineas serem anucleadas também permite que elas se liguem e
troquem o maior nimero de moléculas de oxigénio. Além disso, sdo bastante flexiveis
e maleaveis, o que facilita a circulacdo pelos vasos sanguineos.'® Esta resisténcia e
flexibilidade € assegurada por uma densa rede citoesquelética que rodeia a face interna
da membrana. A actina é a principal proteina responséavel pela flexibilidade e esta ligada

a espectrina que garante a integridade estrutural e a forma biconcava.*®

A hemoglobina atua absorvendo o oxigénio em areas de maior presséo deste
gas (pulmdes) e libertando-o nas de menor pressédo, como é o caso dos tecidos. O
oxigénio liga-se de forma reversivel ao ido de ferro do grupo heme da Hb. O 4&tomo de
ferro é incapaz de estabelecer uma ligacao reversivel com o oxigénio por si s6, uma vez
que oxida. A globina evita sua oxidacdo, permitindo que o grupo heme fique envolvido
por uma bolsa hidrofébica e se ligue reversivelmente ao oxigénio.** Cada molécula de

hemoglobina pode transportar até quatro moléculas de oxigénio.?14

A hemoglobina é uma proteina alostérica pelo que a ligacdo do oxigénio a um
grupo heme vai aumentar a afinidade do oxigénio para os restantes grupos heme,
devido a uma alteragdo na estrutura quaternaria da hemoglobina. Pelo que a forma da
fenda determina a facilidade de a molécula de oxigénio chegar ao seu lugar de ligacao.
Na hemoglobina totalmente desoxigenada a sua estrutura encontra-se tensa, pelo que
a fenda é pequena e dificulta o acesso do oxigénio ao grupo heme. A medida que as
moléculas de oxigénio se ligam & hemoglobina levam a um sucessivo relaxamento desta
molécula, aumentando a fenda de ligacdo das globinas e a sua afinidade para o
oxigénio. Quando completamente oxigenada, a hemoglobina atinge a sua estrutura

relaxada (Figura I11.2).12

16



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias

Forma tensa (desoxigenada) Forma relaxada (oxigenada)
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Figura I1.2. A transicéo da forma tensa(desoxigenada) da hemoglobina para a forma
relaxada(oxigenada) relaxada Adaptado de (12)

2.3. SINTESE DA HEMOGLOBINA

O processo de sintese da molécula de hemoglobina ocorre nas células
precursoras dos eritrécitos maduros, na medula éssea. Embora as sinteses do grupo
heme e das cadeias de globina ocorram de forma separada, as suas etapas de producao
séo coordenadas de forma cuidadosa de modo a garantir eficacia final na producgéo da
hemoglobina.1?16

A sintese do grupo heme ocorre nas mitocdndrias e no citosol das células
precursoras dos eritrocitos. E um processo que segue etapas complexas e € finalizado
guando ocorre a ligacdo entre a protoporfirina IX ao ido Fe;" no interior das

mitocondrias.'®!’ (Figura I1.3),
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Figura Il.3. Etapas da sintese da molécula de hemoglobina. Adaptado de 6

Por sua vez, a sintese das cadeias de globina ocorre nos ribossomas do

citoplasma das células precursoras dos eritrécitos maduros por um processo de

transcricdo e traducdo de genes. As globinas s&o codificadas por dois agrupamentos

genéticos que se encontram nos cromossomas 11 e 16 compostos por um total de oito

genes. Estes genes estao dispostos de forma sequencial no sentido 5— 3’, de acordo

com a ordem de ativagdo e expressdo durante a ontogénese. Os genes globinicos

partilham todos uma estrutura semelhante, sendo compostos por trés exdes (regides

codificantes) que se intercalam com os intrdes (regides nao codificantes).”18
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O agrupamento a-globinico encontra-se no cromossoma 16 e é composto, no
sentido 5'— 3’, pelo gene zeta ((), pelo pseudogene zeta (y(), por dois pseudogenes

alfa (ya2 e yal), por dois genes alfa (a2 e al) e pelo gene teta (8).18

O agrupamento B-globinico localiza-se no cromossoma 11 e é composto no

sentido 5’— 3’, pela seguinte ordem: gene ¢ (epsilon), HBE; por dois genes y (gama),

Gye A;/ou HBG2 e HBG1; pelo yp (pseudogene beta); pelos genes 6 (delta), HBD, e o
gene P (beta), HBB. Sabe-se que o0s pseudogenes presentes em ambos o0s
agrupamentos o e B-globinicos sdo homaologos nédo funcionais dos genes globinicos, ou

seja, sdo transcritos, mas néo traduzidos e por isso ndo sdo expressos.'®

Os genes da globina B, no cromossoma 11, e da globina o, no cromossoma 16

estao representados na Figura Il.4.

(a)

Cromossoma 11

LCRB G, Ay P

5 B
i | TN | 3
(b) !
Cromossoma 16

LCRA

¢
s 1] | |

Figura Il.4. Representagdo dos genes da globina f,, no cromossoma 11, e globina «, no
cromossoma 16. Adaptado de 8

A etapa final da sintese da molécula de hemoglobina ocorre quando as cadeias
de globina produzidas se unem aos grupos heme também ja sintetizados e dao origem

a uma proteina tetramérica.®

2.4. ONTOGENIA DA HEMOGLOBINA

Durante as diferentes fases de embrido, feto, recém-nascido e adulto as
necessidades de oxigénio e suas fontes de obtengdo vao variando. Neste sentido,
diferentes tipo de hemoglobina surgem de forma a adaptar-se as diferentes fases do
desenvolvimento humano.!® Sdo seis os tipos de hemoglobina que existem e a sua

percentagem é alterada consoante a fase de desenvolvimento humano.!® Estas
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alteracdes refletem uma expresséo genética especifica e sequencial dos genes das

globinas, um processo denominado de ontogenia da hemoglobina.®2°

A eritropoiese corresponde ao processo de sintese dos globulos vermelhos. A
eritropoiese num adulto ocorre quase de forma exclusiva na medula éssea.® Porém,
durante o desenvolvimento embrionério existem outros 6rgdos implicados neste
processo. As primeiras moléculas de hemoglobina sédo produzidas no saco vitelino
sendo depois ativada a eritropoiese hepatica, esplénica e sé depois a medular (Figura
[l 5).21,22

Nascimento

Meses 1 2 3 4 5 6 7 8 \ 2 4 6 8 10

Local de
produgéo de
eritrécitos

Medula éssea

Placenta

% do nimero
total de sintese
de cadeias
globinicas

Semanas 0 10 20 30 0 10 20 30 40

Vida intrauterina Nascimento Crianga

Figura I1.5. Linha temporal de producéo das cadeias de globina desde a vida intrauterina até a fase
adulta. Adaptado de 6

O processo de ontogenia da hemoglobina sucede-se do gene zeta ({) para o
gene a-globinico no cromossoma 16 e do gene ¢ (epsilén) para os genes y (gama), &

(delta) e o gene B-globinico no cromossoma 11.1°

A primeira molécula de hemoglobina é detetada durante o primeiro trimestre da
fase embrionéria e a eritropoiese ocorre no saco vitelino, sendo produzidas as cadeias
¢ e . Durante esta fase existem trés tipos de hemoglobinas embrionarias: Gower | ({2¢2)
composta por duas cadeias da globina ¢ e duas cadeias da globina &; a Gower Il (o.2€2)
contém 2 cadeias globinicas a e duas ¢ e a Portland ({2y2). que contém duas cadeias de

globina ¢ e duas y.1"%
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No decorrer do segundo trimestre ocorre o 1° switch. A producdo das cadeias
globinicas ¢ e ¢ termina e inicia-se a sintese das cadeias a e y no figado, surgindo a
formacdo da hemoglobina fetal HbF (a.2y2). Este processo é explicado pela expresséo
dos genes HBG1 e HBG2 e repressdo de HBE.!” A HbF torna-se o tipo de hemoglobina
predominante até aos seis meses de idade.'%?® Apds o nascimento surge o 2° switch de
hemoglobina fetal predominante para hemoglobina adulta (HbA), através da supressao
da expressdo dos genes HBG1 e HBG2 e expressdo dos genes HBD e HBB, que
codificam as globinas &e B.?* A partir dos seis meses de vida e durante a fase adulta a
HbA (a2B2) € a que existe em maior quantidade, aproximadamente 97%, seguindo-se

de pequenas quantidades de HbA2 (a.28;), cerca de 2%, e de HbF que ronda os 1%.23

O agrupamento genético (cluster) o e B-globinicos, observado na Figura Il 6,
localizam-se nos cromossomas 16 e 11, respetivamente, e sdo constituidos por genes

funcionais, cuja ordem de expressao corresponde ao estado de desenvolvimento.??

Cromossoma 16 Cromossoma 11
HS-40 o 0Oy LCR € Gy B
Ea me m S il D I B
‘l a4 4h a 4 4n 4
N | D v w
‘:252 Lo Op€p Oga  Og¥p  Opdy 0P,
Gower 1 Portland Gower 2 F F A
1 ;'_/ _'—/
Fetal Adulta

Embrionaria

Figura I.6. A estrutura gendémica dos clusters das globinas a e 8 e os tipos de hemoglobina

caracteristicos de cada fase do desenvolvimento humano. Adaptado de ?
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.  HEMOGLOBINOPATIAS
3.1. DEFINICAO E ALTERACOES GENETICAS

As hemoglobinopatias sdo doencas monogénicas hereditarias de transmissao
autossomica recessiva. Estas doencas resultam de mutacdes genéticas em genes
envolvidos na sintese ou na regulacédo da sintese das cadeias de globina da Hb.?* Foram
identificadas e caracterizadas mais de 1.000 alteracBes da sintese e/ou da estrutura da

hemoglobina.??

As hemoglobinopatias podem ser classificadas como quantitativas ou
qualitativas (Figura 111.1) dependendo da forma como afetam a molécula de Hb.?> As
hemoglobinopatias quantitativas, as talassemias, caracterizam-se por uma reducéo ou
auséncia da sintese de uma ou vérias cadeias de globina. Por outro lado, quando a
estrutura da Hb é afetada, surgem as hemoglobinopatias qualitativas que resultam de
uma ou mais mutacbes na sequéncia de aminoacidos das cadeias de globina,
originando uma molécula de Hb anormal como é o caso da Hb S na drepanocitose. Esta
alteracdo afeta diretamente a estrutura da molécula de hemoglobina e

consequentemente as suas fungées.?2

u Hemoglobinopatias

Quantitativas | Qualitativas

I.I b-talassé uiall I.I a-tal ':lliall

al

N

I-I sindromes II ’-I hemoglobinas‘ hemoglobinas

falciformes instaveis com alta l.l metahemoglobinemia

hemoglobinas

com baixa
afinidade pelo
0O,

afinidade pelo
o2

sindrome

falciforme outras
variantes

drepanocitose

Figura Ill.1. Hemoglobinopatias. Adaptado de 2°

No largo espetro das hemoglobinopatias, existem variados genétipos que podem
influenciar aquele que vai ser o fenétipo do individuo.?® Sendo estas doencas de origem
genética, podem por vezes coincidir no mesmo individuo, uma talassemia e

drepanocitose (por exemplo: HBSB*). Desta forma, podem surgir uma grande amplitude
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de sindromes e a sua gravidade e o tipo de sintomas podem ser completamente distintos
entre si, variando de uma patologia mais ligeira até situacfes incompativeis com a vida
e que necessitem de transplante ou transfusfes sanguineas e cuidados de salde

permanentes.®

3.2. EPIDEMIOLOGIA

As hemoglobinopatias sao consideradas as doencas monogénicas mais comuns
e um dos principais problemas de saude no mundo, afetando cerca de 7% da populacéo
mundial. Mais de 300 000 crian¢as nascem todos 0s anos com algum tipo de disturbio
genético da hemoglobina, sendo que 80% ocorrem em paises cujos rendimentos

rondam o médio/baixo.10:16

Inicialmente as hemoglobinopatias predominavam na area do Mediterraneo, Asia
e Africa. Posteriormente, a migragéo internacional encarregou-se de as dispersar por

todo o mundo.1®

Nos anos 80 foi realizado em Portugal, o primeiro e Unico estudo epidemiol6gico
de grande escala (Figura l111.2), sobre a prevaléncia de anemias hereditarias em
Portugal.?* Neste estudo, a prevaléncia global de portadores de hemoglobinopatias foi
definida entre 1 e 2% e a incidéncia da p-talassemia (0,45%) revelou-se superior a das
sindromes falciformes (0,32%).2* No seguimento deste estudo, em 1986, foi criado em
Portugal o Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias, coordenado pelo
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge em cooperagdo com a Organizagéo
Mundial de Saude. Este programa teve como principais objetivos a prevencdo e
aconselhamento, o cuidado otimizado aos portadores, a investigacdo cientifica e
epidemioldgica e a formacgao dos profissionais de saude, tendo sido implementado nas
regides do pais identificadas com maior prevaléncia destas doencas, como Beja, Evora,

Faro, Leiria, Lisboa, Santarém e Set(ibal.?’
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Figura lll.2. Prevaléncia dos portadores de f-talassemia e drepanocitose em Portugal, nos anos 80.
Adaptado de 27
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V. DREPANOCITOSE
4.1. ORIGEM GENETICA E EPIDEMIOLOGIA

A Drepanocitose, ou anemia falciforme, surgiu pela primeira vez em 1910 apés
terem sido identificados eritrécitos em forma de foice num esfregaco realizado a um
estudante de medicina dentaria com sintomas pulmonares (Figura IV.1). No entanto,
nesta altura ainda ndo sabiam se esta alteracdo na forma dos eritrcitos seria uma

doenca ou uma manifestacdo secundaria a outra doenca.?®

Nos quinze anos que se seguiram foram surgindo novos casos semelhantes e
novas experiéncias que forneceram evidéncias suficientes para uma avaliacdo clinica
global e posterior descricéo patoldgica da doenga. Em 1945, Linus Pauling colocou pela
primeira vez a hipétese de ser uma doenca decorrente de uma alteracdo da molécula
de hemoglobina. Neste mesmo ano, demonstram que era uma doenga autossOmica
recessiva e em 1959 comprovaram que a hemoglobina alterada (HbS) se distinguia da

hemoglobina normal (HbA) por uma mudanca em apenas um aminoéacido.?

o W 8

@
Figura IV.1. Esfregaco sanguineo de um doente com drepanocitose. Adaptado de 1°

A anemia falciforme é a doenga monogénica mais comum no mundo e tem maior
prevaléncia nos paises mais afetados pela Malaria, como Africa Subsariana, Bacia do
Mediterraneo, Médio Oriente e india. Estima-se que anualmente nascem cerca de
300.000 bebés com drepanocitose, sendo que a maior parte dos nascimentos ocorrem

na Nigéria, Republica Democréatica do Congo e india (Figura IV.2).2°
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Figura IV.2. Numero de recém-nascidos com anemia falciforme nos vérios paises em 2015.
Adaptado de °

Existem paises que, para além de apresentarem uma elevada prevaléncia da
doencga, possuem também elevados niveis de pobreza. Deste modo, paises, como 0s
localizados na regido de Africa Subsariana, apresentam uma taxa de mortalidade infantil
mais elevada do que os restantes (cerca de 15% da mortalidade entre criangcas com

idade inferior a cinco anos).*

4.2 DEFINICAO E ETIOLOGIA

A drepanocitose ou anemia falciforme é uma doenga hematoldgica com origem
genética.®! Constitui uma anemia hemolitica crénica que é resultante de alteraces na

estrutura das cadeias B da hemoglobina, levando a substituicdo de HbA por HbS.*?

A HbS tem origem numa mutacao pontual que substitui o segundo nucleétido do
6°codao do gene HBB, que codifica a cadeia 3 da hemoglobina. Esta mutagc&o provoca
uma alteracdo na composicdo das bases azotadas da hemoglobina em que uma
adenina é substituida por uma timina (GAG->GTC), causando mudanc¢as na traducao
proteica do gene originando o aminodacido valina na 62posicdo da cadeia de globina
em vez do glutamato (Figura 1V.3).% Esta mudanca de aminoéacido leva a substituicéo
de HbA por HbS e representa alteragdes bioquimicas na molécula de hemoglobina que

prejudicam a sua fungéo bioldgica.?3
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Figura IV.3. Patologia molecular da anemia falciforme. Adaptado de 2

A anemia falciforme € uma doenca hereditéria, que pode ser transmitida pelos
progenitores de forma autossémica recessiva (HbSS).3* Sendo que quando ambos os
pais sdo portadores de HbS, cada filho tem 25% de probabilidade de ter drepanocitose
(HbSS).%! No entanto, para além dos individuos homozigéticos, existe ainda um leque
de vérias sindromes falciformes relacionadas. Estas surgem em individuos
heterozig6ticos, ou seja, que possuem apenas um dos alelos afetado pelo trago
falciforme (HbS). Esta particularidade deve-se a uma variedade de outras alteragdes
que podem estar presentes no outro alelo, como por exemplo HbS/B-talassémia ou
HbSC. Estas diferentes sindromes falciformes apresentam manifestacdes clinicas

distintas entre si e um variado espetro de gravidade e complicacGes adjacentes.®3*

4.3 FISIOPATOLOGIA

A alteragdo de apenas um aminoacido na cadeia de aminoacidos da globina 8
(Figura 1V.4), provoca alteragfes drasticas na estabilidade molecular da hemoglobina.
A valina é um aminoéacido hidrofébico (ndo polar), distinto do acido glutamato que é
hidrofilico (polar), afetando a mobilidade eletroforética da Hb. Esta mutagdo afeta
também a forma como as moléculas de Hb interagem entre si no citosol dos eritrécitos.*®
O &cido glutamico enquanto molécula polar, quando a cadeia 3 se dobra e este se
estende para fora da superficie da Hb, liga-se a agua e contribui para a solubilidade da
Hb no citosol. Enquanto a valina hidrofébica, quando se estende para fora do tetramero
da Hb, ndo se liga a 4gua e procura uma area hidrofébica para se ligar. Quando a HbS
esta totalmente oxigenada, ndo é fornecida uma area hidrofébica para a valina, o que
ajudaria na solubilidade da hemoglobina no citosol eritrocitario e na manutencédo da

forma de disco bicéncavo dos glébulos vermelhos.®

A mudanca alostérica ocorre na desoxigenagdo da Hb, e perante condi¢des de
baixas concentragfes de oxigénio é criada uma bolsa hidrofébica para a valina na area

da fenilalanina 85 e leucina 88. Consequentemente, a valina induz na molécula de
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hemoglobina uma atragdo hidrofébica entre cadeias [ adjacentes levando a uma

polimerizacdo de moléculas de Hb.353¢

A polimerizacao de moléculas de Hb € um processo termodinamicamente instavel
e quando este processo engloba um nimero de moléculas de hemoglobina excessivo,
ocorre o processo de ciclizacéo do eritrécito por ter sido atingido o ponto critico.®” A Hb
adota entdo a forma de foice que induz um aumento da rigidez da membrana dos
eritrocitos, aumento da viscosidade, desidratacdo, diminuicao da elasticidade e anormal
aumento da sua capacidade de aderéncia, deixando de exercer as suas normais
funcdes fisiologicas. A desoxigenacao é o fator que mais contribui para a ciclizacdo, mas
existem outros fatores quimicos e biolégicos como concentracao de 2,3-difosfoglcerato,

pH, temperatura e concentracdo de monoxido de carbono.*®

O processo de ciclizagéo dos eritrocitos provoca alteragfes substanciais, a nivel
fisioldégico, como perda de fungdo da hemoglobina e consequentemente dos eritrécitos
e ainda uma vasta panoplia de manifestacées clinicas patolégicas.®

Sabe-se que a afinidade do oxigénio com a HbS é bastante inferior a da Hb
normal.®®

A fisiopatologia da drepanocitose é complexa e para além da alteragédo mais 6bvia,
a ciclizacdo dos eritrdcitos, existem diversos fatores e mecanismos que explicam a
grande variedade de manifestagdes clinicas.®® O mecanismo primario da fisiopatologia
da drepanocitose, a polimerizacdo, provoca alteracdo da forma dos eritrécitos. Esta
alteracdo leva a desidratacdo celular, aumento da hemdlise e interagdes anormais com
outras células do plasma.*%4

O stress oxidativo esta presente nos eritrécitos que sofrem o processo de
ciclizacdo. Este estado de elevado stress oxidativo contribui para o aumento de danos
celulares e de hemdlise. A membrana celular danificada expbe antigénios e
fosfatidilserina que vdo promover a hemolise extravascular, através da fagocitose por
macréfagos. Por outro lado, a hemodlise intravascular leva a libertacdo do contetdo
celular dos eritrécitos para o plasma, incluindo a Hb. A Hb livre no plasma tem a
capacidade, juntamente com espécies reativas de oxigénio, de captar o 6xido nitrico
(NO). Na auséncia de NO é promovida a vasoconstricdo, agregagdo plaquetaria e
coagulacéo.?8:3542

Para além dos mecanismos enumerados, o conteudo celular, libertado dos
eritrocitos, induz uma resposta inflamatoria e a ativagdo de células endoteliais através
da estimulagdo de macréfagos e mondcitos. Isto causa um estado pré-inflamatoério nos
vasos, para além de existir uma maior adesdo das células sanguineas entre si e ao

endotélio ativado promovendo a ocorréncia de eventos vaso-oclusivos.®
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Figura IV.4. AlteragGes genéticas em HBB. Adaptado de %

4.4. MANIFESTACOES CLINICAS

A drepanocitose é uma patologia em que o estado clinico do doente pode oscilar
entre a auséncia de sintomas e uma condi¢cdo potencialmente letal. As manifestacfes
clinicas da drepanocitose variam ainda de acordo com 0s grupos étnicos, sendo que no
povo indiano a doenca se expressa de uma forma muito mais leve do que no povo

africano.®

Os individuos com drepanocitose estdo normalmente assintomaticos até aos 6
meses de vida, devido a uma maior concentracdo de Hb F nestes primeiros meses de
vida, o que leva a uma inibi¢cdo da polimerizagéo da variante Hb S. A partir desta idade
a concentracdo de Hb F comega a diminuir e, consequentemente, surgem as

manifestacdes clinicas da drepanocitose.*®

29



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:

novas metodologias

As manifesta¢fes clinicas comuns da drepanocitose resultam dos episodios de
vaso-oclusdo que contribuem para a disfungdo mdltipla de 6rgdos.*® Estas
manifestacdes podem dividir-se em agudas e cronicas. Sao complicacbes agudas desta
patologia e associadas as crises de vaso-oclusao, os episodios de dor vaso-oclusiva, a
suscetibilidade aumentada a infegBes pneumocadcicas invasivas, sequestro esplénico,
sindrome toracica aguda, acidente vascular cerebral e priapismo. Dentro das
manifestacdes clinicas cronicas estdo a anemia cronica, dano cerebrovascular como a
estenose dos vasos que leva a enfartes isquémicos e hemorragicos, doenca renal,

hipertensdo pulmonar, necrose avascular e calculos biliares.**

Com a polimerizacao e consequente producéo de hemoglobina falciforme, da-se
um comprometimento na elasticidade dos eritrécitos levando ao rompimento da sua
membrana eritrocitaria e libertacdo de Hb e arginase livres na circulagdo. A acumulacao
de Hb plasmatica livre transforma o 6xido nitrico (NO) em nitrato (NO3’) e a arginase
reduz os niveis de arginina (precursora do 6xido nitrico) diminuindo ainda mais o NO
biodisponivel. O 6xido nitrico é responsavel por mecanismos de vasodilata¢do pelo que
a sua diminuicdo promove a agregacao plaquetéria e vasoconstricdo. Neste sentido,
surgem os episodios de vaso-oclusdo (Figura IV.5) e consequente isquemia tecidual e

disfuncéo organica, caracteristica da drepanocitose.*®
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Figura IV.5. Episddio de Vaso ocluséo, caracteristico da drepanocitose. Adaptado de 57
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Os episddios de dor aguda sdo uma das principais complicacdes associadas a
drepanocitose e a causa mais comum de hospitalizacdo em individuos com
drepanocitose.® A maioria dos individuos com esta doenca sofrem de dores moderadas
a severas durante toda a sua vida.*® Este tipo de dor surge em consequéncia da vaso-
ocluséo e caracterizam-se por uma dor aguda que afeta principalmente as extremidades

bsseas, peito e costas.*®

A dactilite € uma manifestacao bastante comum em bebés e criangas, descrita
por dor e inchaco das maos ou pés, afetando essencialmente a regido dorsal das
extremidades e pode envolver apenas um ou 0S quatro membros. Apesar das
consequéncias imediatas desta complicacdo serem raras, € considerada um fator de

risco para doenca grave.*®

Cerca de metade dos individuos com drepanocitose sofrem de um evento de
anemia aguda. Sendo esta provocada por crises de sequestro esplénico, crise aplastica,
onde a eritropoiese é temporariamente suspensa ou crise hiper-hemolica.®® A
sequestracao esplénica é mais frequente entre 0s seis meses e os trés anos de idade.
Caracteriza-se por um aumento do tamanho do bago devido a retencdo sanguinea e
consequente hipovolémia com queda subita dos valores de Hb (<2g/dL abaixo do valor
de referéncia de um individuo). Criancas com esta condicdo podem descrever dor
abdominal, nduseas, vomitos, irritabilidade e letargia. Sendo que episddios recorrentes
destes sintomas podem levar a necessidade de esplenectomia. Habitualmente, uma
crianga com HbSS terda um baco disfuncional no primeiro ano de vida o que contribui

para o aumento de infecGes e risco de sépsis.*>43

As infe¢cbes bacterianas aumentam acentuadamente em pessoas com
drepanocitose, em particular em criancas até aos cinco anos que possuem elevado risco
de septicemia e meningite, desencadeadas por bactérias encapsuladas como
Streptococcus pneumonia, Neisseria meningiditis e Haemophilus influenza. Para além
disso, ha o risco acrescido de outras infeces como osteomielite, sindrome torécica e
crises aplasticas provocadas essencialmente por Parvovirus. Isto deve-se ao facto de o
baco deixar de exercer as suas fungdes nos primeiros anos de vida, como consequéncia
da sequestracdo esplénica induzido pela falciformizacdo caracteristica da

drepanocitose.**

A sindrome toracica aguda definida por lesdo pulmonar aguda, afeta tanto
criangas como adultos e esta entre as principais causas de mortalidade associadas a

drepanocitose.*” E uma manifestacdo que pode estar associada a etiologias diversas

cujo diagndstico é confirmado pela presenca de um novo infiltrado pulmonar numa
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radiografia torax de um individuo com anemia falciforme. Surge frequentemente em
consequéncia de um episédio vaso-oclusivo e os individuos apresentam sintomas
respiratorios, dores toracicas, hipoxemia e febre. E uma complicacéo que pode evoluir

muito rapidamente e levar a necessidade de intubagédo e suporte ventilatério.*®

Entre as manifestacfes clinicas agudas comuns na anemia falciforme estéo
também as complicacdes neurolédgicas. Estas incluem o acidente vascular cerebral
(AVC), enfarte cerebral silencioso, hemorragia cerebral entre outras anomalias e
doencas relacionadas com o comprometimento do fluxo sanguineo cerebral.** O AVC
pode ser hemorragico ou isquémico, constituindo uma emergéncia médica. As crian¢as
com drepanocitose tém um risco 300 vezes maior de desenvolver um AVC em relagéo
a criangas saudaveis.*® O AVC deixa habitualmente sequelas irreversiveis
nomeadamente hemiparesia, monoparesia, afasia, convulsdes, disfasia, paralisia do

nervo cariano, alteracdes do estado mental, entre outras.*?

O priapismo é outra complicacdo aguda bastante comum nos homens com
drepanocitose. O sexo masculino sofre com crises de erecdes espontaneas dolorosas
e indesejadas que variam entre crises intermitentes (com duracdo de duas a quatro
horas de forma recorrente) e episédios mais graves (com duracdo superior a quatro
horas). Estes Ultimos necessitam de intervencdo médica rapida, pois existe risco

elevado de danos permanentes nos tecidos (fibrose) e impoténcia.*348

Outras complicagBes associadas a drepanocitose sdo a necrose avascular,
retinopatia, cardiomiopatia, atraso no crescimento, nefropatia, colelitiase, hipertenséo

pulmonar, doenga pulmonar restritiva, sequestragdo hepatica.*’

Na Figura IV.6 encontram-se esquematizadas as diferentes manifestacdes

agudas e crénicas da drepanocitose.
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4.5. TRANSMISSAO GENETICA

7

A drepanocitose é uma doenga autossOmica recessiva, pelo que a sua
transmiss&o genética € caracteristica de uma doenga autossdmica recessiva tipica, com
individuos portadores heterozigéticos e doentes homozigéticos. Porém, esta doenca
tem algumas particularidades distintas. Em determinadas situacdes, pode-se manifestar
sendo o individuo heterozigético no gene HBB.*® Esta diversidade de padrdes
fenotipicos estd associada a um grupo de doencas chamados sindromes falciformes.
Este grupo de doencas tem em comum o facto de todos os individuos apresentarem um
alelo que codifica para HbS e outro que nao codifica para HbA, isto &, individuos
heterozigéticos que ndo tem nenhum alelo HbA e pelo menos um alelo HbS. Ou seja,
para um individuo apresentar uma sindrome falciforme é necessario apresentar o
gendtipo homozigo6tico caracteristico da drepanocitose (HbSS) ou HbS mais um alelo
de uma patologia associada a cadeia beta da hemoglobina, como sao as B-talassémias

ou hemoglobinas C, D, Ee 0.%®

Para entender a transmissdo genética deste tipo de doencas é importante
entender o conceito de portador. Este conceito explica o facto de dois individuos que
ndo manifestam doenga, possam vir a ter um filho que manifeste a doencga. Deste modo,

um individuo portador € aquele que tem um gene que codifica HbS, mas por ser
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heterozigoético com um alelo saudavel (HbS/HbA), ndo manifesta doenca. Esta situacao

no contexto da drepanocitose tem uma denominagéo especifica, o trago falciforme.°

Neste sentido, se dois individuos com traco falciforme tiverem um filho, esse filho
tem 50% de probabilidade de ter o genétipo HbS/HbA, sendo também ele um portador,
25% de probabilidade de ser homozig6tico HbS/HbS e manifestar a doenca, ou por
ultimo ser homozig6tico HbA/HbA e ndo manifestar a doenca nem ser portador de tragco

falciforme (Figura IV.7).%0
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Figura IV.7. Transmissao genética de progenitores com traco falciforme.
Adaptado de 5t

4.6. FATORES GENETICOS MODULADORES DOS FENOTIPOS E
MECANISMOS DE REGULAGCAO DA EXPRESSAO DE GENES
GLOBINICOS

Uma grande variedade de fatores pode afetar a clinica de um individuo com

drepanocitose, ou seja, 0 seu fendtipo. A coexisténcia de uma doenca como a a-

talassemia ou a propria Hb F tém um papel modificador no fenétipo da doenca.*?

As sindromes falciformes sé&o também fatores modificadores do fendtipo. As
caracteristicas clinicas e severidade da doencga variam consoante o gendétipo individual.
Ou seja, heterozigotia de HbS com outra patologia que interfira na cadeia  da

hemoglobina.>? Individuos com os genétipos Hb S/S ou HpB°-talassemia apresentam, de
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um modo geral, progndésticos mais severos do que outros genoétipos como Hb S/C ou

S/B*-talassemia.*®

Os individuos portadores do traco falciforme, normalmente, nunca apresentam

manifestacdes clinicas da doenca.%?

Cerca de 30% dos doentes com drepanocitose com origem africana e 50% de
origem indiana apresentam também o-talassemia.>* De uma forma generalizada os
individuos com heranca de a-talassemia apresentam uma severidade atenuada da
drepanocitose. Isto deve-se ao facto da a-talassemia provocar uma reducdo da
concentracdo intracelular da Hb S, diminuicdo da polimerizacdo e da hemdlise
resultando no aumento do tempo de vida dos eritrécitos.**52%° Consequentemente, nos
achados laboratoriais verifica-se um aumento da concentragdo da Hb, aumento do
hematdécrito (PCV), diminuicdo do volume corpuscular médio (VCM), maior taxa de
HbA,, menor concentragéo de lactato desidrogenase (LDH), reducdo da contagem de
reticuldcitos, baixos niveis séricos de bilirrubina, menor nimero de eritrocitos falciformes

e nao se verificam grandes modificacdes na concentracédo de HbF.%®

No que respeita a complicagdes clinicas ocorre uma diminuicdo de certas
complicacbes da doenca, em adultos e criancas, como por exemplo, hipertensdo
pulmonar, sindrome toracica aguda, priapismo, AVC, Ulceras da perna e sequestracao
esplénica.’**%%" No entanto, em adultos com drepanocitose e o-talassemia, ndo se
observa uma diminuicao de determinadas complicacdes, estando estas, pelo contrario,
aumentadas. Exemplo disso séo os episédios de dor aguda, sindrome toracica aguda e
osteonecrose, relacionados com um aumento do hematdcrito (PCV) e consequente
aumento da viscosidade do sangue.>**® Estas alteracdes estdo sempre dependentes do

nimero de genes a-globinicos afetados.*®

Embora a a-talassemia possua alguns efeitos positivos na modificacdo clinica

da drepanocitose, ndo apresenta um impacto tdo significativo como a HbF.%*

A HbF e o haplétipo de cluster do gene B° HBB sdo dois importantes

modificadores do fenétipo da drepanocitose.>®

Nos primeiros meses de vida, os individuos com drepanocitose apresentam
elevados niveis de HbF circulantes, o que explica o facto de se manterem

assintomaticos até os niveis de HbF comecarem a diminuir.®

A HbF é um dos principais modeladores genéticos da drepanocitose, sendo

aquele que ja foi mais estudado.®* A sua concentracdo em doentes com drepanocitose
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é variavel e herdada geneticamente, podendo oscilar entre 1% e 30%, com uma média
de 8%.54%°

Sabe-se que concentracdes elevadas de HbF diluem a quantidade de HbS e
perturbam a sua polimerizacdo. Neste sentido, a presenca de elevadas concentracdes
de HbF leva a uma menor severidade da drepanocitose.®> O mecanismo de acdo da
HbF, que impede a polimerizacdo da hemoglobina, advém da presenca de tetrameros
hibridos (a2yBS) e de HbF (a2y2), que diluem a concentracéo celular de HbS (a2S2).
Para além disso, a HbF e o tetrdmero hibrido n&o participam quimicamente na
polimerizagdo que caracteriza a HbS. Esta caracteristica quimica permite, mesmo em

situacdes de pequenas reducdes de concentracédo de HbS, atrasar a polimerizagdo.®’

Clinicamente concentracdes mais elevadas de HbF estéo associadas a reducéo
de Ulceras nos membros inferiores, eventos dolorosos agudos, osteonecrose,
frequéncia do sindrome toracico agudo, sequestro esplénico e maior esperanga de

vida.>*57

Por outro lado, a concentracdo de HbF de um individuo com drepanocitose nao
se correlaciona com a severidade e/ou frequéncia de certas complicagbes da doenca,
como por exemplo: AVC, hipertensdo pulmonar, priapismo e agravamento da funcéo
renal.>* A auséncia de associacdo entre a concentracdo de HbF e a severidade destas
manifestacdes clinicas, pode ser explicada pelo facto de alguns eritrocitos néo
apresentarem niveis de HbF que permitam atuar como protetores de eventos de
hemolise intravascular. Isto justifica-se pela fisiopatologia de algumas destas
complicacdes da drepanocitose estarem associadas a hemalise e néo tanto a eventos
de polimerizagdo da HbS, uma vez que este tipo de complicacdes é menos influenciado
pelos niveis de HbF, apresentando maior dependéncia do fluxo sanguineo e lesbes

oxidativas, por exemplo.>*6°

Existem trés locus quantitativos (QTL-Quantitative trait loci) que sao
responsaveis pelas variagdes da concentracdo de HbF na drepanocitose.>® Estes sédo o
polimorfismo Xmn1 na regido promotora do gene da globina vy, o locus HMIP localizado
no cromossoma 6 e o locus BCL11A no cromossoma 2.5 O BCL11A é responsavel por
suprimir as cadeias y e, consequentemente, a produgdo de HbF. O que provoca a

diminuicdo dos niveis de HbF circulante.®®
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O haploétipo de cluster do gene B° HBB é outro importante modificador do fendtipo

da drepanocitose. Estédo identificados cinco tipos diferentes de haplétipos que sdo
denominados de acordo com a regido onde sdo predominantes: BEN (Benin); SEN
(Senegal); Al (Arab/India); BAN (Bantu) e CAM (Camardes). Sabe-se que o Al e 0 SEN
apresentam uma concentracdo eritrocitdria de HbF mais elevada e, portanto, um
fendtipo de menor severidade. Por oposicdo o haplétipo BAN esta associado a um

fendtipo mais severo e BEN e CAM com uma severidade mediana (Figura 1V.8).%8

LESS SEVERE PHENOTYPE "M

GENETIC MODIFIERS

Haplotypes
Arab-Indian Senegal Cameroon Benin Bantu/CAR
[ =
H/igh Levels HbF Low Levels
< B ]

N

Number of a-globin genes
2 (aa/--or a-[a-) 3 (aaja-) 4 (aa/aa)

NONGENETIC MODIFIERS

Ameliorating Factors Risk Factors
( : Wind speed
Weather Temperature
Humidity
NO NO
Air quality 2 b
co o, so,
Altitude Infections
Other Smoking Poverty J
Low Frequency Hospitalizations High Frequency
[ —

Figura IV.8. Modificadores genéticos e ndo genéticos da severidade fenotipica na
drepanocitose. Adaptado de 2°

4.7. RASTREIO E DIAGNOSTICO

A drepanocitose é uma das formas mais graves de hemoglobinopatias comuns
em Portugal e em todo o mundo, constituindo um relevante problema de saude publica.
Neste sentido a detecao e informacédo precoce de adultos portadores (heterozigotos) é

essencial.f?

Os objetivos e métodos de diagndstico variam consoante a idade da pessoa. O
rastreio pode ser efetuado em quatro fases diferentes: preconcec¢éo, pré-natal, neonatal

ou em qualquer altura durante a vida humana.®**’

Na fase de preconcecdo o rastreio permite identificar potenciais pais portadores
assintomaticos cujos descendentes correm o risco de obter drepanocitose. Neste

sentido sdo utilizados métodos basicos baseados em proteinas como eletroforese de
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Hb, cromatografia liquida de troca catidnica de alta performance (HPLC) e focagem
isoelétrica (IEF).*

Na fase pré-natal o procedimento € sugerido aos casais que testaram positivo
na triagem pré-concecional. O diagndstico € habitualmente seguro, porém invasivo uma
vez que requer amostras de ADN fetal obtidas através de uma biopsia das vilosidades
coridnicas (obtencdo de células da placenta, corion) entre as 8 e 12 semanas de
gestacdo.®®>% As amostras de ADN fetal podem ainda ser obtidas por outra técnica
invasiva e com potencial risco de perda fetal, a amniocentese, a partir do liquido

amniético as 16 semanas de gestacéo.*®

Estéo a ser estudadas novas técnicas menos invasivas de diagndstico pré-natal
como a detecdo de ADN fetal na circulagdo materna as quatro semanas de gestacao,

contudo, ainda se encontram em investigagao.®

A triagem neonatal para drepanocitose é realizada na primeira semana de vida,
antes do surgimento dos sintomas. S&o selecionados bebés de pais de alto risco
(triagem direcionada) ou séo identificados recém-nascidos com a doenga através de

uma triagem universal, permitindo prevenir a mortalidade associada a esta patologia.*®

Para muitos individuos, a apresentagéo inicial da drepanocitose surge através
de uma infecdo grave ou sequestro esplénico.® Pelo que a aplicacdo de medidas
preventivas na fase neonatal est4d associada a uma redugdo da morbilidade e
mortalidade por drepanocitose.®*%2 Os programas de rastreio neonatal sdo universais e
realizam-se através de cromatografia liquida de troca catidnica de alta performance

(HPLC) e focalizacéo isoelétrica com confirmacao por analise de ADN.*°

No que respeita aos métodos disponiveis para o diagnostico da drepanocitose,
a identificacdo definitiva de uma hemoglobinopatia pode ser alcancada por uma
abordagem algoritmica passo a passo. Comec¢ando com uma histéria clinica detalhada,
por meio de avaliagdo hematolégica que inclui hemograma completo, contagem de
reticulocitos, morfologia de glébulos vermelhos, métodos analiticos baseados em
proteinas como a eletroforese de Hb ou focagem isoelétrica (IEF).>” Na eletroforese de
Hb ou IEF as variantes de Hb separam-se pelas suas cargas elétricas permitindo
confrmar o diagnéstico de anemia falciforme homozigética, excluindo outras
hemoglobinopatias.®® Existe ainda a HPLC, HPLC de fase reversa ou eletroforese
capilar (CE) que permite determinar concentragdes relativas das diferentes fracdes de
Hb.5"%8 Dentro dos métodos baseados em acidos nucleicos existe a reagdo em cadeia

da polimerase (PCR), PCR de transcricdo reversa RT-PCR, sequenciacdo de ADN

38



Diagnoéstico e tratamento da drepanocitose:
novas metodologias
gendmico e sequenciacdo de cADN de globina amplificado por RT-PCR do gene de

interesse.>’

A Cromatografia liquida de troca cationica de alta performance (HPLC) é uma
forma de cromatografia liquida, onde ocorre a separacado entre uma fase movel e uma
fase estacionaria. Dependendo da natureza da fase estacionaria, o processo de
separacdo pode ocorrer por quatro modos diferentes: cromatografia de adsorcéo,
cromatografia de particdo, cromatografia de troca ionica (Figura IV.9), e cromatografia
de exclus&o de tamanho. E a tecnologia mais simples e acessivel a qualquer laboratério

de anélises clinicas.%
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Figura IV.9. Cromatografia liquida de troca catiénica de alta performance (HPLC). Adaptado de

Infelizmente, alguns destes métodos tornam-se ambiguos. Quando a HbA2 é
estimada por HPLC em pacientes que possuem simultaneamente drepanocitose e
também talassemia, torna-se dificil fazer o diagndstico correto. Isto torna-se um
problema em algumas partes do mundo, especialmente no Mediterrdaneo e no Médio
Oriente, onde os tragos HbS e B-thal séo predominantes e heterozigotos formam uma
proporc¢ao significativa da populagéo. Por isso, muitas vezes, sdo necessarios estudos
moleculares para confirmar um diagndstico.>® Estes mesmos estudos sdo também
obrigatérios para o diagndstico pré-natal, onde as mutag¢des parentais séo verificadas,
para a triagem definitiva de um feto, usando varios métodos de ADN, desde PCR até ao
sequenciamento. Estes estudos moleculares permitem descobrir modificadores
genéticos que modulam o fenétipo, tornando-o mais predisposto ou protegido de
diferentes complicacdes. Na drepanocitose ha uma enorme variabilidade de fenétipos.
Neste sentido, torna-se necessario determinar o gendétipo de cada doente para um

aconselhamento mais completo e holistico.*®
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A determinacdo do haplétipo permite realizar um progndstico da severidade da
doenca associada a cada doente. Os haplétipos sdo determinados através de um
método de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLPs) no gene
cluster HBB, através da detecdo de uma diferenca nas sequéncias homélogas de ADN,
pela presenca de fragmentos de diferentes comprimentos, apds digestdo dessas
amostras de ADN por oito enzimas de restricdo especificas. Outro método de
haplotipagem é uma transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia, em
conjunto com um ensaio de fusdo de alta resolucdo. Porém, sdo métodos que exigem
bastante trabalho. E possivel identificar mutacdes em HBB através de técnicas
moleculares baseadas em PCR, nomeadamente a técnica de hibridizacdo de
oligonucleétidos especificos de alelos, a amplificacao do sistema de mutacgéo refrataria

e a andlise restrita de endonucleases de produtos de PCR.%

Recentemente tém surgido novos métodos inovadores de diagnéstico através da
detecdo de mutagc6es no ADN dos individuos associadas a drepanocitose, como o0 GAP-
PCR, método de Sanger, microarray-based comparative genome hybridation (aCGH) e
Next generation sequencing(NGS). O GAP-PCR é uma técnica que permite detetar
algumas dele¢des comuns no cluster do gene globinico. O método de Sanger através
de sequenciacao direta, identifica dele¢des e duplicacdes na cadeia de ADN. O aCGH
é utilizado para caracterizar alteragbes nas copias de numeros devido a dele¢cbes e
duplicacdes para identificacdo de so-called copy number variants (CNVs).*® O método
de NGS é comparativamente com o método de Sanger, mais adequado na pesquisa de
novas mutagdes pela grande diferenga de ADN lido por NGS, em rela¢cdo ao método de

Sanger.%6

Na fase neonatal, a expressdo da hemoglobina adulta é ainda baixa o que leva
a uma reducgédo da sensibilidade do teste. Para tentar contornar esta situagdo, foram
desenvolvidas novas abordagens diagndsticas como a espectrometria de massa em
Tandem (conhecida como MS/MS ou MS2), diagnéstico de ADN que inclui Tagman PCR
e andlise da sequéncia dos genes amplificados HBB) e andlises de sequenciagdo da
proxima geracdo. Porém séo testes que estdo disponiveis essencialmente em paises
de altos rendimentos devido ao seu elevado custo. Para paises de baixos recursos
existe um teste rapido para despiste da presenca de HbS que consiste num teste de

fluxo lateral baseado em anticorpos.®’

A espectrometria de massa Tandem surgiu recentemente como um método
alternativo para o rastreio de doencas falciformes nos recém-nascidos. Esta técnica

diagnéstica permite detetar péptidos de hemoglobina, ap6s a reacdo enzimatica entre
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tripsina e uma amostra de sangue do individuo em estudo, resultando na formacéo de
15 péptidos reprodutiveis da cadeia 3 HbA wild-type. As mutacdes na Hb vao gerar um
aumento nos péptidos especificos para essas mutacdes em relacdo aos péptidos do

tipo wild-type.®’
4.7.1. PREVEN(}AO DAS FORMAS GRAVES DE DREPANOCITOSE

O diagnéstico precoce e a intervencdo preventiva na drepanocitose sdo
essenciais no sentido de evitar o desenvolvimento de complicagbes clinicas e,
consequentemente, reduzir a morbilidade e mortalidade associadas a esta doenca, pelo
que as diversas triagens nas diferentes fases da vida dos utentes de risco sdo

essenciais.®®

Com o intuito de reduzir a morbilidade e mortalidade e aumentar a qualidade de
vida das pessoas com drepanocitose, podem e devem ser colocadas em pratica uma
série de medidas preventivas, entre elas, o rastreio de recém-nascidos, a profilaxia com
antibidticos, a educacdo familiar, a prevencdo das manifestagfes clinicas, evitando

fatores de risco para o seu aparecimento, a vacinagéo.*34463

O rastreio de recém-nascidos para despiste de drepanocitose é realizado logo
ap6s o nascimento, ou seja, antes do aparecimento de sintomas. Assim permite uma
intervencdo precoce e a prevencao de futuras complicacdes clinicas assim como a

reducédo da mortalidade associada a esta doenca.®

As criangas com anemia falciforme apresentam uma maior suscetibilidade para
infecdes bacterianas severas essencialmente por Streptococcus pneumoniae, pelo que
a meningite, a pneumonia e a septicémia sdo das principais causas de morte em
criangas com esta patologia.®® A profilaxia com penicilina previne 84% de episédios de
infecbes graves provocadas por Streptococcus pneumoniae, e por isso, todas as
criancas com diagndstico de drepanocitose devem receber profilaxia de penicilina aos
dois meses de idade, e uma dose de reforco aos cinco anos de idade. Em casos de
alergia a penicilina pode-se substituir por eritromicina ou azitromicina, avaliando sempre

o risco de alteracdes no metabolismo ou outras complicacdes associadas.*®

A vacinacdo é essencial para individuos com drepanocitose. Em pessoas
asplénicas devem ser administradas vacinas contra bactérias encapsuladas como
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae tipo b.
Para além disso, € conferida prioridade alta para a vacina anual contra a gripe a quem

detém esta patologia.**44
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A suplementacéo de &cido félico € importante no sentido de estimular o aumento
da sintese dos glébulos vermelhos.®°

Individuos com drepanocitose que recebem transfusdes sanguineas como forma
de profilaxia ou tratamento, devem ser vigiados, porque pode existir sobrecarga de

ferro.*3

No que respeita & educacéo familiar, as familias devem ser educadas no sentido
de valorizarem a importancia de consultas de rotina, medicacao profilatica e intervencao
precoce para manifestacfes clinicas agudas ou cronicas. Para isso, deve ser explicada
a necessidade de uma rapida atuagdo médica em casos de febre, sintomas
respiratdrios, dor toracica, distensdo abdominal, cefaleias, palidez, letargia, priapismo e

alteragcGes neuroldgicas.*™

Na drepanocitose, as suas complicacdes clinicas requerem intervencdes
médicas frequentes e causam alguma inatividade desencadeando impacto nas
atividades da vida diaria do doente como o trabalho, lazer, escola, entre outras. Todas
estas implicacdes apresentam um grande impacto nas varias vertentes emocional,

fisica, social, psicolégica, no sono e educacdo do doente com esta patologia.®>"*

Existem varios instrumentos para medir a qualidade de vida dos doentes com
drepanocitose. A HRQOL (health-related quality of life) permite a comparagéo entre
individuos com Drepanocitose e individuos saudaveis. Existem ainda outro tipo de
guestionarios mais especificos para esta doenga ou para o contexto pediatrico. Este tipo
de instrumento é mais um método que permite acompanhar de forma cuidada o doente

e a evolugdo da doenca, considerando alteragGes da sua qualidade de vida.®"2

4.8. ABORDAGENS TERAPEUTICAS

A drepanocitose esta associada a morbilidade multissistémica e aumenta o risco
de morte precoce. Todavia, nas Ultimas décadas tem-se assistido a um aumento
consideravel da sobrevivéncia de criangas com esta patologia, devido essencialmente
a implementacdo de véarias medidas preventivas e ao desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas da doenca.” Assim, avancos nos cuidados médicos gerais,
diagnostico precoce e novas opgdes terapéuticas vieram permitir um aumento da

esperanca média de vida dos individuos com drepanocitose. >

A anemia falciforme é uma doenca complexa que apresenta complicacdes
clinicas agudas e cronicas. No que respeita as condicBes agudas, deve ser realizada
analgesia e pode existir a necessidade de oxigénio suplementar e administracdo de

fluidos.™
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As principais abordagens terapéuticas da drepanocitose tém como objetivo
diminuir as complicacdes agudas associadas a doenca, e incluem a hidroxiureia ou
hidroxicarbamida, transfusdes sanguineas de eritrécitos e L-glutamina.®®"* Porém
apenas o transplante de células-tronco hematopoiéticas funciona como terapia curativa

para a drepanocitose.”

4.8.1. HIDROXIUREIA

A hidroxiureia, um citotéxico de baixa atividade, é a Unica intervengao
farmacologica que tem demonstrado melhorias em episédios de dor e taxas de
sobrevivéncia para doentes com drepanocitose.”* O tratamento a longo prazo com
hidroxiureia oral reduz ou previne muitas complicacbes agudas e crbnicas da

drepanocitose.”®

Este medicamento aumenta a producéo de hemoglobina fetal (HbF) e reduz a
producdo de HbS o que vai levar a uma diminuicdo no numero de eritrocitos com
capacidade de falciformizacdo. Para além disso, aumenta o tamanho dos eritrocitos e
melhora a sua deformabilidade, aumentando o fluxo sanguineo e reduzindo a
vasooclusédo. Isto porque diminui a adeséo dos eritrocitos ao endotélio por diminuigdo
da expressdo de moléculas de adesdo. Reduz ainda a contagem de neutrdfilos,
mondacitos e reticuldcitos. Ha ainda a referir que associada a L-arginina aumenta as
concentracdes de NO, que por sua vez, eleva os niveis de GMP (monofosfato ciclico de

guanosina).”’

Assim sendo, na presenca de hidroxiureia ocorrem menos eventos vaso-
oclusivos, menos episodios dolorosos, reducéo da anemia e hemolise, diminuicdo da
necessidade de transfusdo de eritrocitos e hospitalizages e consequente promocéo da

qualidade de vida das pessoas com drepanocitose.’*"®

No que respeita as reacdes adversas da hidroxiureia, as mais comuns séo dores
abdominais, nauseas, hiperpigmentacéo e escurecimento das unhas. E considerado um
tratamento seguro, e é cada vez mais prescrito com frequéncia na idade pediatrica,
sendo que as criancas podem inicia-lo aos nove meses de idade mesmo em

assintomaticos.”®

4.8.2. TRANSFUSOES SANGUINEAS

As transfusfes sanguineas de eritrocitos sdo também utilizadas como método
terapéutico eficaz na gestdo da drepanocitose e prevencdo das suas complicacdes.”
Os eritrécitos provenientes de um individuo doador contém hemoglobina normal (HbA),

pelo que a sua transfusdo em doentes com drepanocitose provoca uma reducdo nos
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eritrgcitos circulantes com HbS, aumentando a capacidade transportadora de oxigénio
do sangue.’® As transfusGes sanguineas de eritrécitos melhoram o fluxo microvascular,
diminuindo o namero de eritrécitos falciformes e por consequéncia, regista-se uma
reducdo da lesdo endotelial e de danos inflamatérios.** Podem ser utilizadas em adultos,

criancas e gravidas com drepanocitose.”

A frequéncia das transfusdes de eritrécitos como tratamento da drepanocitose
varia de acordo com o seu efeito desejado em determinado momento da doenga. Ou
seja, existem transfusdes esporadicas (para uma situacdo especifica, complicacdo

aguda ou de modo profilatico) e transfusGes a longo prazo ou recorrentes.’®

A terapia transfusional cronica reduz o risco de AVC em criangas com risco
elevado, assim como pode melhorar e prevenir este tipo de eventos e crises vaso-
oclusivas em adultos que apresentem também alto risco de desenvolver um AVC.%
Porém, esta estratégia terapéutica apresenta limitagdes a sua utilizagdo. E um
tratamento que ndo esta acessivel de forma uniforme e apresenta efeitos adversos
como sobrecarga de ferro, tromboembolismo, aloimunizacdo, reacdes transfusionais
hemoliticas e transmissé@o de infe¢bes, dai a sua utilizacdo limitada e de potenciais

beneficios no tratamento da drepanocitose.>”:"8

4.8.3. L-GLUTAMINA

A L-glutamina € um dos farmacos mais utilizados na redugédo de complicacdes
agudas da drepanocitose. Foi aprovado em 2017 pela FDA (Food and Drug
Administration) para doentes acima dos 5 anos de idade. A utilizagdo da L-glutamina
esta associada a uma diminui¢éo da frequéncia dos episodios de dor aguda e do nimero

de hospitalizagées.’

4.8.4. TRANSPLANTE DE CELULAS ESTAMINAIS
HEMATOPOIETICAS

O transplante de células estaminais hematopoiéticas (TCEH) é a unica
terapéutica curativa disponivel para drepanocitose.”®® Esta opcéo terapéutica para a
drepanocitose atua através da substituicdo das células estaminais hematopoiéticas
existentes por células de um doador alogénico compativel, este transplante leva a

eliminacdo da Hb S circulante.®

O TCEH apenas pode ser considerado em individuos sintomaticos com um
antigénio leucocitario humano (HLA) compativel com o familiar doador. Porém, a maioria
dos utentes ndo possui um HLA compativel com o doador, esta escassez de doadores

compativeis disponiveis limita a sua utilizacdo como cura da drepanocitose.**# Sendo
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que apenas 14-20% dos doentes com drepanocitose apresentam um HLA compativel

com dadores irmdos. Esta abordagem terapéutica estd ainda associada a um risco

elevado de rejeicao de transplante (10%), de infecdo e infertilidade associados a esta

técnica. Para além disso, a percentagem de mortalidade associada a esta técnica € de
5-10%.5°

485 OUTRO TIPO DE TERAPEUTICA PRESCRITA NA
DREPANOCITOSE

Os episodios de dor aguda sdo uma das principais complica¢des que individuos
com drepanocitose experimentam ao longo da vida. Sdo a razdo mais comum de
admissdo de doentes com drepanocitose nos hospitais, tanto em criangas como
adultos.®® O tratamento da dor aguda na drepanocitose é essencialmente realizado
através da administracdo parenteral de opioides e anti-inflamatérios néo
esteroides.?®>%°7! E importante que seja realizada, frequentemente, uma reavaliacio da
eficacia da medicacéo utilizada para alivio da dor.™

A dor crénica é caracterizada por uma dor profunda e constante, que persiste
durante, pelo menos, 3 meses. A abordagem terapéutica mais comum na dor crénica
sdo os farmacos opioides, que podem ser utilizados em conjunto com terapéuticas ndo
farmacoldgicas para alivio da dor.®>"* Os opioides devem ser utilizados para a dor que
nao é aliviada por outros farmacos ndo opioides. Sdo também utilizados anti-
inflamatérios ndo esteroides, gabapentina, antidepressivos triciclicos e inibidores da
recaptacdo da serotonina e norepinefrina. As intervengfes ndo farmacologicas como
massagens, meditacdo, técnicas de relaxamento também fazem parte do tratamento
deste tipo de dor.”*

Para além das terapéuticas direcionadas para a drepanocitose que ja se
encontram aprovadas e em utilizacdo universal, existem outras ainda em diferentes

fases de estudo (Tabela 1).%°
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Tabela 1 - Abordagens terapéuticas para a drepanocitose em fases de estudo. Adaptado de 3°

expressao de
HbF

Terapéutica Mecanismo Vantagens LimitacOes
de acédo
Fase Il de estudo
Rivipansel Inibidor de pan- | Pode  reduzir a Apenas via
(GMI-1070) seletina duragdo das crises endovenosa;
de dor e das Os resultados da
hospitalizacdes e fase Il ainda nao
reduz a utilizacéo de estdo disponiveis
medicacao opioide
Hidroxicarbamida | Aumenta a | Reduz a frequéncia Nao é conhecida a

dos episédios de dor

aguda, sindrome
toracico agudo e
transfusfes em

adultos e criancas

carcinogenicidade,
teratogenia e sua
influéncia na
fertilidade

Prasugrel Inibidor de Hipo6tese de reduzir Baixa importancia
plaquetas a duragéo das crises na fase Ill em que
vaso-oclusivas; bem se encontra
dolerado em doses
terapéuticas e doses
aumentadas
Vepoloxamer Aumenta o Hipétese de reduzir Na fase lll ainda
(MST-188) fluxo aduragéo e nao estao
sanguineo severidade das demonstrados os
microvascular | crises de dor aguda seus efeitos
L-Arginina Substato para | Reduz de forma Os resultados da

sintese de significativa a fase lll ainda nao
oxido nitrico severidade das estdo disponiveis
crises vaso-
oclusivas na fase Il
de estudos
N-Acetilcisteina Antioxidante Administracao oral Na fase Il ainda
nao estao
demonstrados os
seus efeitos
Sulfato de Multimodal Vasodilatador, anti- Na fase Il ainda
Magnésio inflamatorio e alivio néo estao

da dor

demonstrados os
seus efeitos

Transfusfes para
enfarte cerebral
silencioso

Transfusao de
eritrécitos

Reduz de forma
significativa a
incidéncia recorrente
do AVC isquémico
em criancas

Complicacbes
para
concretizacao na
pratica
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Transfus@es para

Transfusdo de

Reduz de forma

Um estudo de

alternadas com
hidroxicarbamida

expressao da
HbF

do primeiro AVC

prevencdo de AVC | eritrocitos significativa a follow-up
incidéncia do demonstrou que
primeiro AVC em nao € seguro parar
criancas com fluxo transfusdes
sanguineo da artéria regulares ap6s 30
cerebral elevado meses

Transfusbes Aumenta a Eficaz na profilaxia | - N&o apresenta

vantagens em
relacéo a
transfuséo crénica
para profilaxia
secundaria de AVC

GBT440

Inibidor da
polimerizagcdo
de HbS

Bem tolerado;
comprovado o
aumento da
necessidade de
oxigénio e a reducao
de HbS circulante

Os resultados da
fase Il ainda nao
estao disponiveis

Fase Il de estudos

Crizanlizumab Inibidor P- Reduz a incidéncia | - Necessidade de
(SelG1) Selectina de complicagdes perfuséo
) agudas de 45-63% endovenosa mensal
Oxido nitrico Vasodilatador Fornece NO para — Os resultados da
inalado pulmonar corrigir a diminuicéo fase Il ndo
da sua comprovaram o
biodisponibilidade efeito na duracéo
ou severidade de
crises de dor vaso-
oclusiva
Sildenafil Inibidor PDESA | Aprovado pela FDA | — Fase Il terminou
para tratar a precocemente
hipertenséo devido ao aumento
pulmonar e da frequéncia de
disfuncéo erétil episodios de dor
aguda
Sanguinate Promove os Hipotese de prevenir | — Dados limitados
niveis de crises vaso-
oXigénio nos oclusivas e Ulcera
tecidos da perna
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Sevuparin (DF02) | Aumenta o fluxo | Pode diminuir a — Dados limitados
sanguineo adesdao dos
microvascular eritrocitos e

favorecer o fluxo
sanguineo normal
e reduz o risco de

vaso-oclusao

Fase | de estudos

Pomalidomida Aumenta a Bem tolerado; — Dados limitados
expressao de aumenta HbF e
HbF niveis de Hb total;
efeitos anti-

inflamatérios

IMR-687 Inibidor de Dados pré-clinicos | — Dados limitados
PDEY9A indicam
diminui¢édo da
polimerizagéo, da
adesao dos
neutrofilos e da

vaso-oclusao

SCD-101 Inibidor da Produto natural — Dados limitados
polimerizagdo de
HbS

4.8.1. NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS - GENETICAS

As limitagbes em torno do TCEH e os avangos tecnolégicos genéticos
associados as células estaminais hematopoiéticas vieram incentivar novos estudos de
terapia genética para a drepanocitose.®®8! Para além disso, a falta de terapéutica para
esta doenca levou a FDA a definir como prioridade elevada a criagdo de novas
terapéuticas dirigidas a drepanocitose, de modo a acelerar o desenvolvimento e

aprovacdo de novos farmacos.*®

A terapia genética apresenta-se como a terapéutica mais desafiadora e
promissora no futuro do tratamento da drepanocitose. Esta técnica tem como base

tedrica a edicdo genética in vitro, de células do préprio individuo, permitindo o
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transplante aut6logo de células estaminais hematopoiéticas do préprio doente. Assim,
€ possivel contornar possiveis incompatibilidades de dador. A obtencdo de células
apropriadas para transplante autélogo é realizada, preferencialmente, pelo isolamento
de células hematopoiéticas do doente. Porém, como alternativa, existe a possibilidade
de isolar células soméaticas da pele ou sangue e induzir uma reprogramacao de modo a

se tornarem células estaminais pluripotentes induzidas.828

A terapia genética tem atualmente 3 grandes focos relativamente as técnicas
terapéuticas. A correcdo genética pode ser realizada de duas formas distintas, correcéo
direta ou indireta do gene HBB. A técnica supramencionada efetua a edicdo do genoma
de células estaminais hematopoiéticas, este processo acontece pela acdo de nucleases
programaveis como sdo exemplo, as zinc-finger nucleases (ZNFs), transcription
activator-like effector nucleases (TALENsS) e as RNA-guided nucleeases (RGNS),
utilizando esta ultima a técnica denominada de clustered regularly interspaced short
palindromic repeats associated protein-9nuclease (CRISPR/Cas9).8

7

A adicdo genética € realizada também através de células estaminais
hematopoiéticas, embora seja adicionado conteldo genético por via de vetores

lentiviricos.®*

A edicdo ou correcdo genética pode ter como objetivo a correcdo da mutacdo
adenina por timina no gene HBB, denominando-se de HBB Mutation-Specific Genome
Editing Stratagies. Este método pretende corrigir diretamente, nas células estaminais
hematopoiéticas do doente, a causa da doenca atraves de nucleases programaveis
especificamente dirigidas. Outro método de corre¢cdo genética denomina-se HBB
Mutation-Independent Genome Editing e tem como alvo a correcdo de genes
supressores ou inibidores da expresséo da HbF. Este Gltimo tem variados locus para o
efeito, existindo diferentes técnicas como forced chromatin looping, Disruption of
BCL11A enchancer e ShRNA knockdown of BCL11A 838

Um dos grandes desafios da adicdo genética é a construcédo e transporte de um
gene, sendo utilizados os virus, como os veiculos para incorporar os genes desejados
nas células estaminais hematopoiéticas. Apesar de existirem 3 classes de virus
utilizados nesta técnica, retrovirus, lentivirus e spumavirus, os mais utilizados sédo os
lentivirus.” Neste tipo de abordagem terapéutica o objetivo primario é a adi¢édo de genes
que atuem nos mecanismos fisiopatoldgicos da doenca. Deste modo, a longo prazo tém
sido experimentadas adicbes de diferentes genes, entre eles, a adicdo de genes
mutados expressando BA™?- globina ou B*%- globina responsaveis pela atividade anti

polimerizacéo caracteristica da y-globina pertencente a hemoglobina fetal.®%%¢ Outro tipo
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de genes utilizado na técnica de adicdo genética por meio de lentivirus, foram genes
hibridos que expressam as regifes codao de y-globina e as regides anti ciclizagéo da -

globina, regides ndo-codao (Figura I1V.10).8

Atualmente, a terapia genética encontra-se num estado de grande
desenvolvimento, existindo varias patentes em fases pré-clinicas. Mais bem-sucedida
do que a adi¢do genética, a edicdo genética tem mostrado capacidade de ser uma
terapéutica promissora.®

Corregéo
genética

I —-3 =

shRNA knockdown
of BCL11A

Indugao
genética

- o
%Hgai:ﬁ:Gv Ay =:‘J.l‘-

Adicao . .
s Disruption of
geneética BCL11A Enhancer

=tim=:zz= =l : - izai}j%#ﬂ:
i—1-28=1-0=

Forced
Chromatin Looping

Figura IV.10. Estratégias de terapia genética para drepanocitose. Adaptado de &

Embora a capacidade terapéutica da terapia genética seja promissora, existem
varios desafios que tém de ser ultrapassados de modo a garantir um resultado positivo
deste tipo de terapéuticas. Para além dos critérios exigidos as diversas terapéuticas
para a respetiva utilizacdo, a terapia genética direcionada para a drepanocitose
apresenta alguns fatores especificos que séo criticos para o seu sucesso. Alguns

exemplos séo:8!

— Fonte de células estaminais hematopoiéticas (CEH) e procedimento para a sua
aquisicao;
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Processo de enriquecimento e purificacdo destas células;

Quantidade de células estaminais hematopoiéticas que, na realidade, teve o seu
ADN modificado com sucesso (sendo este um dos fatores mais importantes);
Crescimento e sobrevivéncia das CEH apds correcao ou adi¢cdo genética;
Otimizacao do rendimento dos processos de transdugao genética;

Via de administracédo de CEH,;

Escolha do regime de condicionamento das CEH, ou seja, da preparagdo pré-
transplante do doente tratado com terapia genética (quimioterapia e/ou radioterapia);
Influéncia da idade;

Microambiente da medula 6ssea, visto que existem condi¢des clinicas externas ao

quadro da drepanocitose que a podem influenciar.
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V. CONCLUSAO

A hemoglobina é uma proteina presente nos eritrécitos que desempenha
funcdes indispensaveis & manutencdo da vida humana. Mutacdes nos genes que
codificam esta proteina levam a alteracgdes estruturais que comprometem o seu normal
funcionamento, surgindo as hemoglobinopatias. As hemoglobinopatias sdo um grupo de

doencas onde se inclui a drepanocitose.

A drepanocitose é uma doenca que apresenta elevada prevaléncia nas regides
do Médio Oriente, Africa Subsariana, india e Mediterraneo. Afeta milhares de criancas
e adultos em todo o mundo, um numero que aumenta se considerarmos todos 0s
individuos portadores da doenca. Apresenta um impacto significativo na qualidade de

vida dos individuos devido a severidade das suas manifestagdes clinicas.

Na drepanocitose, o individuo pode ser assintomatico ou apresentar sinais e
sintomas muito graves dependendo se se trata de HbS em monozigotia ou heterozigotia.
Os tratamentos existentes embora alguns sejam promissores para um melhor futuro
destes doentes ainda néo satisfazem as necessidades dos mesmos. Razao pela qual a
prevencgdo, tentando identificar os provaveis portadores de um s6 alelo para HbS se
torna essencial para evitar que 2 individuos portadores desse alelo originem uma

crianga com drepanocitose.

O cuidado de uma equipa profissional de saude pode ser util e pode incluir para
além do médico de familia, obstetra, geneticista e hematologista, sobretudo para evitar

associacdes com outras hemoglobinopatias.

Atualmente, existem varias opcoes terapéuticas que atuam essencialmente no
sentido de reduzir as manifestagdes clinicas resultantes da drepanocitose, tais como a
hidroxiureia, a L-glutamina e as transfus6es sanguineas. A Unica abordagem terapéutica
curativa, até a data, é o transplante de células estaminais hematopoiéticas. Porém, este
tratamento apresenta algumas limitagdes como o numero limitado de doadores

compativeis e a possibilidade de uma rejei¢céo ao transplante.

Quase um século apés a drepanocitose ter sido descrita pela primeira vez,
podemos estar no inicio de uma nova era na qual um médico pode usar informacgdes
genéticas para selecionar um ou mais medicamentos que visam aspetos especificos da

fisiopatologia da doenca que séo relevantes para um determinado paciente.

Recentemente, diversas técnicas foram utilizadas na terapia genética da
drepanocitose. As mais promissoras atualmente sdo a corre¢cdo genética, diretamente

no gene HBB ou por inducdo da expressao de HbF, e a adicdo genética. A adicédo
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genética distingue-se pela utiliza¢do de vetores lentiviricos para integragdo de material
genético no genoma de células estaminais hematopoiéticas. Por outro lado, a correcao
genética do gene HBB utiliza nucleases programaveis (ZNFs, TALENs, RGNs utilizando
CRISPR/Cas9). Finalmente o ultimo método de correcdo genética utiliza uma técnica
que é a edicdo genética independente do gene HBB, ou seja, sdo identificados

potenciais alvos de correcdo em genes supressores ou inibidores da expresséo de HbF.

A terapia genética abre caminho para uma revolugdo futura no tratamento da
drepanocitose. Surge como um tratamento curativo bastante promissor que atua
diretamente na origem da doenca (genética) e promete melhorar a qualidade de vida
dos individuos com esta patologia. Apesar de se encontrar em fase de estudo e de
varios estudos ja terem demonstrado seguranca e exequibilidade na sua utilizacéo,
ainda € necessario ultrapassar alguns desafios que comprometem a sua utilizacao

efetiva.
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