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RESUMO

A anemia falciforme é uma doenca genética hereditaria causada pela mutacao
c.20A>T em homozigose no gene da beta-globina humana (HBB). Essa mutacéo
resulta na producao da variante hemoglobinica HbS com propriedades fisico-quimicas
distintas das hemoglobinas funcionais. Isso leva a uma mudanca da forma do eritrocito
para uma similar a foice. Os afetados apresentam anemia hemolitica cronica, crises
algicas intensas e infartos em mudltiplos érgdos que se agravam com 0 avango da
idade. A doenca requer diagnostico e tratamento precoce. Do contrario, a sobrevida
nos primeiros 5 anos de vida é inferior a 20%. Isso torna a doen¢a um problema de
salde publica em todos os paises onde é prevalente, como o Brasil. Atualmente, a
transfusdo de sangue e a hidroxiureia sdo as opcodes terapéuticas padrdo para
diminuir as complicagbes da doenca. Apesar disso, o tratamento nao elimina
totalmente a incidéncia de complicacbes agudas potencialmente fatais nem a
progressado dos danos em diversos 6rgaos. Para afetados com complicacdes clinicas
graves e recorrentes € indicado a realizacdo do transplante alogénico de células-
tronco hematopoéticas (TCTH-alo). Essa € a Unica terapia curativa para anemia
falciforme disponivel atualmente. Entretanto, menos de 30% dos afetados sé&o
elegiveis ao procedimento, devido a baixa disponibilidade de doadores aparentados
HLA-compativeis. Nesse contexto, a terapia génica, baseada na modificagdo da
informacé&o genética dos precursores hematopoéticos do préprio doente, surge como
uma alternativa interessante para corrigir a disfuncéo dos eritrcitos de individuos com
anemia falciforme que n&o possuem doador histocompativel e, que, de outra forma,
nao teriam acesso a terapia curativa. Esta pesquisa teve como objetivo identificar as
principais evidéncias cientificas do potencial curativo da terapia génica para a anemia
falciforme e compreender as vantagens desse procedimento sobre o TCTH-alo. Este
trabalho € uma reviséo bibliografica narrativa. O levantamento de dados foi realizado
por meio de consultas a livros didaticos e artigos cientificos contidos em bases de
dados virtuais como Pubmed e Science Direct. Em ensaios pré-clinicos a aplicacéo
de terapia génica foi associada a reducao expressiva da eritrofalcizacao, inibicao de
infarto esplénico, pulmonar, e melhora da funcéo renal e de marcadores hemoliticos.
Em ensaios clinicos recentes, o tratamento levou a remissdo da anemia falciforme,
independéncia transfusional e auséncia de hospitalizacbes em dois participantes apos
tratamento com lentivirus codificando para uma beta-globina recombinante (A T87Q)
ou delecéo do enhancer do repressor de HBG (BCL11A) ap6s acdo de CRISPR-Cas9.
Em ambos, ndo houve reacdes adversas associadas a intervencdo génica. Os
principais beneficios da terapia génica em relacdo ao TCTH-alo identificados foram a
auséncia de desenvolvimento de DECH, dispensabilidade de imunossupresséo pos-
transplante, risco minimo de rejeicdo do enxerto. Assim, 0s resultados preliminares de
ensaios clinicos indicam que a terapia génica € capaz de curar a anemia falciforme. A
confirmacdo da eficacia e seguranca a longo prazo, somada a reducdo do custo
associado, poderao fazer dessa, em breve, uma alternativa curativa ao TCTH-alo.
Assim, a terapia génica podera beneficiar, sobretudo, pacientes com manifestacdes
graves da doenca que, de outra forma, ndo teriam acesso a terapia curativa, devido
histoincompatibilidade com doadores aparentados.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Terapia genética. Transplante homologo.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a hereditary genetic disease caused by the homozygous
c.20A>T mutation in the human beta-globin gene (HBB). This mutation leads to the
production of an abnormal hemoglobin type, known as HbS. This hemoglobin presents
distinct physicochemical properties that cause erythrocyte to acquire a sickle shape.
Chronic hemolytic anemia, severe pain crises, and multiple organ infarctions are the
main clinical manifestations. Both early diagnosis and treatment are essential.
Otherwise, the five-year life expectancy is inferior to 20%. For this reason, SCA is a
health problem in all countries in which it's prevalence is high, such as Brazil. Currently,
blood transfusion and hydroxyurea are the standard therapeutic options for decreasing
disease complications. Despite the efforts, neither life-threatening acute complications
nor progressive organ damage are completely eliminated by these approaches. For
those severely affected by frequent vaso-occlusive crisis, transplantation of allogeneic
hematopoietic stem cells (allo-HSCT) might be suggested, once it is the only curative
treatment currently available. Only a minority of patient benefits from allo-HSCT due to
a shortage of HLA-compatible related donors. So that finding a less restrictive curative
option, the gene therapy, based on genetic modification of hematopoietic precursors
that carry the sickle mutation, emerges as a potentially curative option to correct the
erythrocyte dysfunction of patients with sickle cell disease who lack compatible donor,
people who, otherwise, would not have access to the current curative treatment. This
research aimed to identify the main scientific evidence of gene therapy's curative
potential and to understand the associated benefits of this procedure. This study is a
narrative literature review. The data were gathered from textbooks and scientific
articles indexed in virtual databases (such as Pubmed, Science Direct) or the university
library. In preclinical trials, the use of gene therapy was associated with a significant
reduction in erythrocyte sickling. Also, inhibition of splenic and pulmonary infarction,
improvement of renal function, and hemolytic markers were observed. Recent clinical
trials showed that the employment of gene therapy in two participants resulted in
remission of sickle cell anemia symptoms. These individuals had their hematopoietic
stem cells genetically modified by either a lentivirus carrying the sequence for a
recombinant beta-globin (BA"™87Q) synthesis or a CRISPR-Cas9 complex to delete the
enhancer of HBG gene repressor (BCL11A). In both cases, adverse effects were not
observed after the genetic intervention. When compared to allo-HSCT, the main
benefits of gene therapy are minimal rejection risk to the autologous stem cells,
dispensable post-transplant immunosuppression, absent risk of developing graft-
versus-host disease (GVHG). Thus, the preliminary results of clinical trials indicate that
the cure of sickle cell disease can be achieved by gene therapy approaches and the
current promising evidence suggest that it might be clinically available in a not distant
future. However, both long term safety and efficacy remain to be assessed and
associated costs also need to be reduced. Finally, gene therapy may benefit especially
those with severe clinical conditions that, otherwise, would not have access to a cure
due to a lack of compatible donors.

Keywords: Sickle cell anemia. Gene therapy. Allogeneic transplantation.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € uma doenca multissistémica grave de heranca
autossomica recessiva (PIEL; STEINBERG; REES, 2017; OMIM, 2020). Foi descrita
pela primeira vez pelo médico estadunidense James B. Herrick em 1910, apds a
observacdo de hemacias com uma forma peculiar de foice, em uma amostra de

sangue colhida de um estudante caribenho com anemia (HERRICK, 2001).

Os afetados requerem muitos cuidados desde a primeira infancia. Sem
assisténcia a saude, o indice de mortalidade nos primeiros 5 anos de vida é proximo
de 80%, fator que cria uma demanda por atendimento médico especializado em todos
0s paises onde a doenca é comum. (REGIONAL COMMITTEE FOR AFRICA, 2010) .
O quadro clinico é caracterizado, principalmente, por anemia hemolitica cronica,
crises algicas e dano progressivo em multiplos érgaos (REES; WILLIAMS; GLADWIN,
2010).

A doenca é causada pela mutacéo pontual c.20A>T em homozigose no gene
da beta-globina humana (HBB, do inglés, hemoglobin subunit beta) (BAI et al., 2017,
CLINVAR, 2020). Essa é a forma mais prevalente e grave de doenca falciforme, um
grupo de disfuncdes genéticas associadas a mutacdes no gene HBB (BRASIL,
2015a).

Em decorréncia da mutacdo, os eritrocitos dos afetados sintetizam uma
variante de hemoglobina chamada hemoglobina S (HbS), que desempenha um papel
central na patogénese. Essa hemoglobina forma polimeros sob baixa pressao parcial
de oxigénio (pOz2) que alteram a forma do eritrécito de disco bicbncavo para uma forma
de foice (drepandcito), num processo conhecido como falcizacdo. Esse ultimo
contribui para a fragilizacdo da membrana eritrocitica e hemolise (CHARACHE et al.,
1996; BUNN, 1997). Além disso, concentracdes elevadas de HbS nos eritrocitos
tornam essas células aderentes ao endotélio, sobretudo, quando ha aumento da
expressdo de moléculas de adesdo endoteliais, como na inflamacéo (TELEN, 2012).
Isso resulta em episodios isquemia em diversos orgaos, em razdo da formacdo de
agregados de eritrocitos no endotélio em diferentes pontos da vasculatura, o que, a
curto prazo, esta associado a crises algicas intensas, e, a longo prazo, lesbes

organicas progressivas (CHANG et al., 2017).
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No mundo, estima-se que nascam cerca de 350.000 afetados pela doenca
falciforme todos os anos. Desses casos, 75% ocorrem na Africa Subsaariana (regiéo
ao sul do deserto do Saara, composta por 47 paises) (KATO et al., 2018). A doenca
também ¢ prevalente em partes do Oriente Médio, india e bacia do mediterraneo. A
prevaléncia da anemia falciforme é favorecida nessas regides pelo fato de abrigarem
areas endémicas para a maléria, fator que seleciona positivamente portadores da
mutacao falciforme em heterozigose, que confere resisténcia a malaria causada por
Plasmodium falciparum (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). Devido a isso, a
prevaléncia da doenca também é significativa em paises que receberam grande

aporte de africanos escravizados (KATO et al., 2018).

No Brasil, a anemia falciforme € considerada a forma mais comum de doenca
monogénica hereditaria, sobretudo, entre individuos pretos e pardos (CANCADO;
JESUS, 2007). Estima-se que 4% da populacéo brasileira seja heterozigota para a
mutacdo falciforme (assintomaticos) e que 50.000 individuos tenham a doenca
falciforme (BRASIL, 2017). A incidéncia é de 1 afetado a cada 1000 nascidos vivos.
Entretanto, a distribuicdo geogréfica da enfermidade € heterogénea e essa aumenta
no sentido sul-nordeste do pais, de modo que o estado da Bahia apresenta o maior
numero de afetados por nascidos vivos: 1 a cada 650 (CANCADO; JESUS, 2007). Por
ser comum, a anemia falciforme é um problema de saude publica no pais e € alvo de
diversas politicas de salde nacionais, como a triagem neonatal para
hemoglobinopatias e medicacéo de alto custo, ambas oferecidas pelo Sistema Unico
de Saude (SUS) (BRASIL, 2018a).

O tratamento da anemia falciforme é desafiador. Mesmo sob os melhores
cuidados de saude, a expectativa de vida dos afetados é reduzida em até 30 anos em
relacdo a populagdo geral (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). Um dos farmacos
preconizados para o tratamento da enfermidade € a hidroxiureia (HU), uma medicacéao
de uso continuo que é prescrita, geralmente, a partir dos dois anos de idade. Suas
acOes antifalcizante e imunossupressora contribuem para a reducéo de grande parte
dos sintomas (BRASIL, 2018a). Entretanto, apesar de minimizar, o uso néo elimina o
desenvolvimento de eventuais episédios agudos de vasoclusdo, que, quando
complicados, sdo potencialmente fatais (HULBERT; SHENQY, 2018).

Durante esses eventos agudos, a transfusdo terapéutica de concentrado de

hemacias € realizada para minimizar o agravamento do quadro clinico. O
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procedimento permite a reducdo temporéria de drepandcitos circulantes e melhora a
perfusdo sanguinea (MARSELLA; BORGNA-PIGNATTI, 2014). Entretanto, a
exposicao recorrente ao procedimento traz riscos ao paciente, como a possibilidade
de desenvolvimento de reacdo hemolitica transfusional (decorrente de
aloimunizagéo), desenvolvimento de hemocromatose e infec¢des virais, como as
causadas pelos virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés, human
immunodeficiency virus) e hepatite B (HBV, do inglés, hepatitis B virus) (KATO et al.,
2018).

Atualmente, a Unica terapia disponivel na pratica clinica capaz de curar a
doenca € o transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas (TCTH-alo),
também conhecido como transplante de medula 6ssea (apesar do primeiro termo ser
mais abrangente) (PIERONI et al., 2007). O procedimento esta associado a niveis
elevados de cura (sobrevida livre de doenca em 5 anos >95%) (BERNAUDIN et al.,
2020). Apesar disso, uma minoria dos afetados se beneficiam do tratamento. Segundo
a Sociedade Europeia de Transplantes de Medula e Sangue, apenas 18% dos
afetados tem um irméo saudavel e compativel para os genes do sistema do antigeno
leucocitario humano (HLA, do inglés, human leucocyte antigen system), necessario
para minimizar o risco de rejeicdo. Assim, a baixa acessibilidade ao TCTH-alo pode
ser considerada como a principal limitacdo do procedimento (ANGELUCCI et al.,

2014).

Nesse contexto, a terapia génica, baseada na modificacdo da informacédo
genética para curar ou atenuar doencas, surge como uma alternativa curativa em
potencial ao TCTH-alo (GONCALVES; PAIVA, 2017). Nessa abordagem, precursores
hematopoéticos do paciente sédo colhidos, geralmente, por puncdo aspirativa da
medula éssea, séo cultivados e modificados fora do corpo (ex vivo) e, em seguida,
reinfundidos, de modo que as células retornam a medula 6ssea e o individuo passa a
produzir eritrocitos contendo um tipo de hemoglobina funcional e antipolimerizante. A
principal diferenca desse procedimento em relacdo ao TCTH-alo € o fato de ser um
transplante autélogo, onde o doador é o préprio receptor, o que torna todos individuos
virtualmente compativeis com o enxerto (HOBAN; ORKIN; BAUER, 2016).

Por se tratar de um procedimento experimental, varios guestionamentos
surgem sobre a aplicagéo da terapia génica para o tratamento de doentes falciformes

como a eficacia do procedimento, possiveis reacfes adversas associadas, duracdo
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do efeito curativo e as vantagens em relagédo a terapia curativa atual (ROMERO;
DEWITT; WALTERS, 2018).

Partindo desse pressuposto, esta pesquisa tem por objetivo, por meio de uma
revisdo bibliografica narrativa, identificar as principais evidéncias do potencial
terapéutico da terapia génica para anemia falciforme, bem como, os possiveis

beneficios associados a essa modalidade terapéutica.

Os resultados obtidos permitirdo congregar parte do conhecimento cientifico
produzido sobre o tema em questdo, como também podera servir de material de

consulta sobre essa terapia avancada para anemia falciforme.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar as principais evidéncias cientificas da capacidade da terapia génica
em curar a anemia falciforme e compreender as vantagens desse procedimento sobre

o transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas.
2.2 Objetivos especificos

e Descrever dados epidemioldgicos, patogénese, sintomatologia, tratamento e
diagnéstico laboratorial da anemia falciforme;

e Descrever as etapas do TCTH-alo para anemia falciforme e atuais indicadores
de seguranca/eficacia do procedimento;

e Identificar as evidéncias de seguranca e eficacia da terapia génica para anemia
falciforme, bem como as vantagens e limitacdes dessa intervencao terapéutica
sobre o TCTH-alo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho € uma revisdo bibliografica narrativa. As informacbes que
compdem a revisdo foram obtidas por meio de consultas a livros fisicos e virtuais de
Hematologia, Patologia Basica e Genética Médica da biblioteca Padre Inocente
Radrizzani, mantida pelo Centro Universitario Sdo Camilo, e artigos cientificos
contidos nas bases de dados BVS, Google Académico, SciELO, Periddicos CAPES,
Pubmed e Science Direct, nos idiomas portugués e inglés, publicados entre 1900 e
2020. O levantamento de artigos foi direcionado pelo uso dos descritores “anemia

falciforme”, "doencga falciforme", *transplante”, "terapia génica", “sickle cell anemia”,

M

“sickle cell disease”, “transplantation”, e "gene therapy".
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 ANEMIA FALCIFORME COMO PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA NO BRASIL

No Brasil, a doenca hereditaria monogénica mais comum € a anemia falciforme,
sendo essa mais prevalente em pretos e pardos do que em brancos (SIMOES et al.,
2010). Estima-se que mais de 200 mil brasileiros sejam portadores heterozigéticos da
mutacéo pontual no gene HBB e que exista cerca de 50.000 afetados pela doenca no
pais (homozigotos) (BRASIL, 2009, 2017). A doenca € grave e requer uma
organizacdo especial do sistema publico de saude voltada para o diagnostico e
tratamento precoce, uma vez que a mortalidade durante os primeiros 5 anos de vida
€ superior a 80% em paises onde a atencdo especializada é precéria ou inexistente
(REGIONAL COMMITTEE FOR AFRICA, 2010).

A mutacao foi introduzida no pais pelo trafico de seres humanos durante a
escravatura. Uma grande quantidade de individuos africanos que estava sendo
selecionada positivamente pela malaria a séculos, chegou de forma forcada ao pais,
e muitas dessas pessoas trouxeram em seu genoma a mutacdo pontual que em
homozigose resulta na AF e em heterozigose confere resisténcia a infeccdo por
Plasmodium falciparum. Essa ultima é assintomatica. (REGIONAL COMMITTEE FOR
AFRICA, 2010). Assim, devido aos fatores historicos e ao perfil de distribuicéo étnica
no pais, a incidéncia da doenca no Brasil apresenta uma estratificacdo geogréfica
peculiar: essa cresce no sentido sul-nordeste (mapa 1) (CANCADO; JESUS, 2007).

Mapa 1 - Incidéncia da mutagéo falciforme em regides do Brasil no ano de 2007.

Pernambuco
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DF 1:1.400

v
o Bahia
AS 5,3Y% (1:17)
Sio Paulo DF 1:650
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AS 2,6% (1:35) ' »_Minas Gerais
DF 1:4.000 » - . AS 3% (1:23)
DF 1:1.400
Rio de Janeiro
AS 4% (1:21)
DF 1:1.200

Rio Grande do Sul
AS 2% (1:65)
DF 1:11.000

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2007 apud Santa Casa de Misericordia, 2018

AF = Trago falciforme
DF = Doenga falciforme
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Devido a essa carga genética ter associacdo com a ancestralidade africana,
estados da federacdo com maior componente de individuos pretos e pardos
apresentam incidéncias maiores, tanto de portadores heterozigoticos (traco
falciforme) quanto de afetados, como € o caso da Bahia, cuja incidéncia de trago e de
doentes falciformes € de 1:17 e 1:650 nascidos vivos, respectivamente. Por sua vez,
estados com maior componente de individuos brancos, tem indices mais baixos como
0 Rio Grande do Sul, cuja incidéncia de traco e de doentes falciformes é de 1:65 e
1:11.000 nascidos vivos, respectivamente (BRASIL, 2009). As incidéncias para outros
estados estao descritas na tabela abaixo:

Tabela 1 — Incidéncia de nascidos vivos diaghosticados com doenca falciforme e traco

falciforme em 14 estados que participaram da fase Il do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN).

Estados Incidéncia_ de Incidénci_a de
Doenca Falciforme Traco Falciforme

Bahia 1:650 1:17

Rio de Janeiro 1:1200 1.21
Pernambuco 1:1400 1.23
Maranhao 1:1400 1:23
Minas Gerais 1:1400 1.23
Goias 1:1400 1:25
Espirito Santo 1:1800 1:28
Rondobnia 1:2540 1:34
Acre 1:3480 1:40

Séao Paulo 1:4000 1:35
Mato Grosso do

sul 1:8360 .

Rio Grande do Sul 1:11000 1:65
Santa Catarina 1:13500 1:65
Parana 1:13500 1.65

Fonte: PNTN, [20077?] apud Brasil, 2009

Apesar de grave, a doenca é tratavel. Quando adotadas as medidas de
diagnéstico neonatal, tratamento profilatico precoce e tratamento das complicacdes
agudas e cronicas, a letalidade infantil cai para cerca de 1,8% e a média de vida chega
aos 48 anos (BRASIL, 2015a).

Um agravante que reitera a necessidade de politicas de saude voltada para a

atencao a saude para a anemia falciforme é a de que o estrato populacional mais
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acometido pela doenga sdo individuos com menor escolaridade e menor poder
aquisitivo, e que, portanto, dependem de servicos de saude publica para serem
tratados. Mais que uma questao de saude publica, o acesso ao tratamento da anemia
falciforme é uma questdo de equidade social (BRASIL, 2015b; FELIX; SOUZA,
RIBEIRO, 2010).

Sendo assim, quando se considera os determinantes biolégicos da doenca
somado a vulnerabilidade social em que uma por¢éo consideravel dos afetados se
encontra é essencial a elaboracdo de politicas voltadas ao Sistema Unico de Salde
para o tratamento da anemia falciforme que visem reduzir os indices nacionais de
morbimortalidade da doenca e proporcionar uma maior qualidade de vida aos afetados
(BRASIL, 2015b).
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4.2 PATOGENESE

A anemia falciforme é resultante do pleiotropismo do gene HBB que carrega a
mutacdo c.20A>T tanto no alelo materno quanto no paterno. Isso significa que a
mutacdo monogénica provoca disfuncbes em diversos sistemas, nem sempre
obviamente relacionadas (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016). As principais
manifestacdes clinicas decorrentes da alteracdo genética sdo a anemia, as crises
algicas e lesdo organica crbnica. A primeira decorre da hemolise, ja as duas ultimas,
da isquemia por oclusdo dos vasos sanguineos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013b).

Devido a troca de um uanico aminoacido na estrutura da beta-globina, a
hemoglobina do adulto (HbA), que é um tetramero composto por duas subunidades a
e duas subunidades B, é substituida por uma variante com propriedades fisico-
guimicas distintas na anemia falciforme, chamada de hemoglobina falciforme ou
hemoglobina S (HbS), que € um tetr@mero composto por duas subunidades a e duas
subunidades B® (AZEVEDO, 2019).

A HbS modifica a forma e a composigdo da membrana eritrocitica. As hemacias
duram menos que os habituais 120 dias, resultando em anemia. A HbS é mais
suscetivel a oxidacéo e depleta os sistemas antioxidantes dos eritrocitos, levando a
lesbes na membrana eritrocitica e expressao de fosfatidilserina, um marcador de
senescéncia celular responsavel por sinalizar a retirada precoce do eritrécito da
circulacdo pelo sistema mononuclear fagocitario (NEIDLINGER et al., 2006). Embora
a maior parte da hemolise seja extravascular, cerca de 1/3 ocorre dentro da
vasculatura (CROSBY, 1955).

A falcizacdo é outro mecanismo que contribui para retirada precoce dos
eritrocitos da circulacdo. A HbS € menos soluvel que a HbA. Em condi¢cdes de baixa
pO2 (como nos capilares ndo-pulmonares), as HbS tendem a se associar umas as
outras por interacdes hidrofébicas entre os residuos de aminoacidos aceptores
(valina, posicdo 6) e residuos receptores (fenilalanina e leucina, posi¢cdes 85 e 88,
respectivamente) contidos na estrutura da beta-globinica (CHARACHE et al., 1996).
Tais interacdes levam a formacdo de extensos polimeros no interior celular que
distendem a membrana e fazem o eritrocito perder a forma de disco bicéncavo e

assumir uma forma de foice, como pode ser visto a seguir, na figura 1 (BUNN, 1997).
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Figura 1 — Representacao esquemaética do mecanismo de eritrofalcizacéo.

a) ‘

Fonte: Adaptado de Bunn, 1997; Hayakawa; Matsuoka, 2016. a) Representagdo do tetramero
a2B%2 da HbS e formacéo do tactoide por interacéo hidrofébica mediante desoxigenacdo. b) Perda da
forma esférica bicbncava do eritrécito e aquisicdo da forma de foice apos o fend6meno da falcizacao.

Durante muitas décadas ap0s a primeira descricdo cientifica da anemia
falciforme por Herrick em 1910, acreditou-se que a falcizacao de eritrocitos no interior
dos capilares, seria responsavel ndo s6 pela hemdélise, mas causariam a vasoclusao
(HERRICK, 2001; SINGER, 1951). Os drepandcitos lentificariam o fluxo sanguineo,
devido a menor deformabilidade ao passar no capilar, o que levaria a desoxigenagao
e falcizac&o dos eritrocitos precedentes, resultando em aumento da viscosidade do
sangue, seguida de estase e hipoOxia tecidual (DIGGS; BRUEGGE, 1954).

O paradigma atual atribui os episodios de oclusdo vascular as interacdes
adesivas entre eritrocitos, leucocitos e endotélio. Estes, ao se agregarem, bloqueiam
o fluxo sanguineo e causam lesédo tecidual (TELEN, 2007). Sabe-se que a inflamacéo
e situacdes de estresse precipitam a vasoclusédo, devido ao aumento da expresséao de
moléculas de adesdo pelo endotélio e por aumento da afinidade de antigenos
eritrocitarios por essas moléculas (TELEN, 2012; ZENNADI et al., 2004).

Tanto o endotélio, quanto os eritrécitos sao hiperadesivos na doenca. Parte

disso se deve a deplecéo do vasodilatador 6xido nitrico (NO) causado pela hemdlise
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intravascular (MORRIS, 2008). A hemdlise leva a liberacdo de arginase no plasma e
a reducdo de arginina, precursora do oOxido nitrico. Reduzido o substrato da NO
sintase, a producéo endotelial de NO cai e ocorre ativacdo da transcricdo de moléculas
de adesdo nessas células, como VCAM-1 e E-selectina (MORRIS et al., 2005;
ROTHER et al., 2005).

A epinefrina é o estimulo endégeno mais bem caracterizado que pode
aumentar adesividade dos eritrécitos com HbS (TELEN, 2012). Uma vez liberada, a
epinefrina ativa receptores adrenérgicos no eritrécito que suprarregulam a atividade
da adenilato ciclase e aumentam os niveis intracelulares de AMPc, o que ativa a PKA
e leva a fosforilacdo de residuos dos antigenos B-CAM e LU (integrantes do sistema
Lutheran), aumentando a afinidade pela integrina a4p1 leucocitaria; a fosforilagéo de
residuos do antigeno LW aumenta sua afinidade pela integrina avB3 endotelial
(GAUTHIER et al., 2005; HINES et al., 2003; ZENNADI et al., 2004).

Visto isso, o conjunto desses eventos torna o individuo suscetivel as crises
vasoclusivas. O mecanismo basico envolvido na vasocluséo inclui, ativacédo endotelial
(VCAM-1, E-Selectina) por deplecéo de NO (hemdlise) ou inflamacéo, recrutamento e
adesdo de leucacitos, interacdo dos eritrocitos com endotélio ativado e leucécitos
aderidos, bloqueio vascular pelo agregado heterocelular (Figura 2), isquemia,
inflamacéo e intensificagdo vasoclusdo. (MANWANI; FRENETTE, 2013).

Figura 2 — Representacdo esquematica de oclusao vascular.
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Fonte: Adaptado de Costa; Conran; Fertrin, 2013.
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4.3 SINTOMATOLOGIA

A apresentacdo clinica da anemia falciforme é variada entre individuos. E
comum que o paciente apresente anemia hemolitica grave, com hemoglobina (Hb)
entre 7 e 8 g/dL. Como relatado, em decorréncia da forma alterada, os drepandcitos
sao reconhecidos e removidos da circulagdo antes do periodo habitual de 120 dias
pelos macrofagos do sistema mononuclear fagocitario e essa destruigdo precoce, em
conjunto com episodios de hemdlise intravascular, leva a anemia. Os sintomas da
anemia incluem cansago, taquicardia ante esfor¢gos moderados e ictericia (AZEVEDO,
2019).

4.3.1 Sinais e sintomas na infancia

Os sintomas da doenga se manifestam a partir dos 6 meses de vida, momento
em que a expressao de hemoglobina fetal (HbF) reduz e a expressédo de HbS comega
a aumentar (AZEVEDO, 2019). Nessa fase iniciam-se os primeiros episddios de
oclusao vascular. A dactilite (fotografia 1), inflamagao aguda dos ossos dos dedos dos
pés e das maos, € uma das primeiras manifestagdes clinicas que ocorre no lactente.
A regiao fica edemaciada, como motilidade reduzida e sensivel ao toque. A dor é
intensa e € acompanhada de irritabilidade e choro (ANVISA, [20057]).

Fotografia 1 — Dedos edemaciados e dolorosos em crianga com anemia falciforme.

Fonte: Hoffbrand; Moss; Pettit, 2008a

Os pequenos ossos dessa regido sao especialmente suscetiveis a infartos
provocados pela oclusdo vascular devido ao suprimento vascular incompleto nesse

estagio do desenvolvimento (RAPAPORT, 1989). O fendmeno inflamatério pode



31

comprometer o crescimento ésseo e causar encurtamento dos dedos (HOFFBRAND;
MOSS; PETTIT, 2008b).

Devido a isquemia gerada pelas oclusdes vasculares, as lesées organicas sao
multiplas. O bago € um dos primeiros 6rgdos acometido por esse fenbmeno. A
asplenia funcional (auséncia de fungéo normal do bacgo) ocorre apds inumeros infartos
no érgao, de forma que, por volta dos 5 anos de idade, esse érgéo torna-se atrofico e
nao palpavel (BRASIL, 2012).

Devido a asplenia funcional, as infecgdes sao as principais causas de morte em
criangas afetadas. A perda do maior 6rgao linfoide do organismo faz com que os
individuos tenham menor capacidade de depurar microrganismos da corrente
sanguinea de forma que criangas menores de 3 anos que tém susceptibilidade
aumentada a septicemias e meningites causadas por Haemophilus influenzae e
Streptococcus pneumoniae. Para evitar o quadro, a antibioticoterapia profilatica é
indicada até os 5 anos de idade, bem como a adesdo a um modelo vacinal mais
robusto (BRASIL, 2016).

Ap0ds as infecgoes, a crise de sequestro esplénico € uma das principais causas
de morte na infancia. Caracterizada por retencao dos eritrocitos na polpa vermelha do
baco, o evento leva a uma queda abrupta da volemia e da concentracdo de Hb e o
bago aumenta de volume repentinamente (figura 3). A rapida identificagao e transfuséao
de concentrado de hemacias sao necessarias para evitar o choque hipovolémico e
obito (KATO et al., 2018). Nesses casos, a remogao cirurgica do bago pode ser
indicada para evitar recidivas (HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008b).

Figura 3 — Representacdo da esplenomegalia.

Bago normal Esplenomegalia
Fonte: ABRASTA, 2007. Durante o sequestro esplénico o bago aumenta rapidamente de tamanho.
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4.3.2 Sinais e sintomas na vida adulta

Na adolescéncia e na vida adulta uma complicagdo grave e potencialmente
fatal € a sindrome toracica aguda (STA). Além de febre intensa, os individuos
acometidos apresentam tosse, dor toracica e dispneia. As causas variam entre
infeccdo, embolia gordurosa por infarto da medula 6ssea e oclusdo da vasculatura
pulmonar ou combinagédo desses eventos. Treze por cento dos individuos requerem
ventilagdo mecanica e 3% vao a o6bito (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
Antibioticoterapia empirica e oxigenoterapia s&o indicadas no tratamento imediato.
Sob piora do quadro (PaO2 < 70 mmHg), a transfusdo de sangue simples ou de troca

pode ser feita para reduzir o nivel de HbS e a falcizagcao nos pulmdes (BRASIL, 2009).

Devido ao carater hemolitico da doenca, a producao hepatica de bilirrubina é
excessiva. Além de causar ictericia ao se depositar nos tecidos, a bilirrubina precipita
em sais de bilirrubinato de calcio na vesicula biliar e causa a litiase biliar, uma
condicdo que acomete cerca de 75% dos adultos com anemia falciforme. A alteragao
promove algia abdominal, especialmente apds o consumo de alimentos com elevado
teor lipidico e, nesses casos, apesar de controversa, a colecistectomia pode ser

indicada para resolugao do sintoma (KATO et al., 2018).

A doenca também tem repercussdes na vida sexual dos individuos. E comum
que ocorra nos homens, ao menos um episodio de priapismo a partir da puberdade.
A eregao dolorosa e prolongada do pénis ocorre devido oclus&o vascular nos corpos
cavernosos causada pelos drepandcitos. Na auséncia de autorresolugao do quadro,
em 24 horas, é indicado transfusdo simples ou exsanguineotransfusdo parcial para
reduzir os niveis de HbS e a falcizagcédo e, em alguns casos, pode ser necessario a
puncao dos corpos cavernosos. Devido a episodios recorrentes ou demasiadamente

prolongados, cerca de 46% desses individuos tém disfungao erétil (BRASIL, 2009).

A fungéao renal dos portadores de anemia falciforme é gravemente afetada pela
doencga. Cerca de 33% desenvolvem doenga renal crénica devido a infartos na papila
renal, em decorréncia da baixa pOz, baixo pH e elevada osmolaridade, o que favorece
a falcizacdo dos eritrocitos na regido e a oclusédo vascular. Cerca de 20% desses
necessitam de hemodialise ou transplante renal, o que contribui para redugao da
expectativa de vida dos afetados (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; KATO et al.,
2018).
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No sistema nervoso central, o acidente vascular encefalico (AVE) é uma causa
importante de lesdes irreversiveis que podem dificultar a realizagdo de tarefas
quotidianas. Enquanto o AVE hemorragico é mais frequente em adultos entre 20 e 29
anos, a forma isquémica € mais comum em criangcas (OHENE-FREMPONG et al.,
1998). Os sintomas mais frequentes incluem a hemiparesia, afasia, confusdo mental
e convulsdes. As recidivas de AVE isquémico sao comuns e podem ser evitadas com
transfusdo cronica (mantém HbS < 30%). Quanto ao AVE hemorragico, ainda n&o ha

um protocolo definido para evitar a sua ocorréncia (STROUSE, 2016).

Devido a essas lesdes agudas e crénicas cumulativas (figura 4), a expectativa
de vida dos individuos com anemia falciforme é reduzida em cerca de 30 anos, se
comparada com a populagao geral. Segundo um estudo clinico estadunidense, que
levantou dados de cerca de 16.000 individuos que faleceram em decorréncia de
doenca falciforme entre 1979 e 2005, a idade média de morte foi de 42 anos para
homens e de 48 anos para mulheres com a doenca (LANZKRON; CARROLL;
HAYWOOD, 2013).

Figura 4 — Complicag¢@es clinicas da anemia falciforme.
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Fonte: Adaptado de Bamford-Perkins, [2010-2020]. As complicagdes agudas, como crises de dor,
levam a busca por atendimento médico. Com o passar dos anos o individuo desenvolve lesdes
organicas crbénicas que contribuem para redugédo da expectativa de vida.
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Vale ressaltar, entretanto, que a apresentacgao clinica da doencga € heterogénea
devido a diversos fatores que podem atenuar sua manifestagdo, como, por exemplo,
o nivel de expressao HbF >8,6% e contagem de leucdcitos dentro dos valores de
referéncia. Em todos os casos, a doenca inspira muitos cuidados desde os primeiros
meses de vida, sendo indispensavel a adocdo de intervencbes precoces e
acompanhamento médico continuo para que o individuo possa ter uma vida funcional
(PLATT et al., 1994).
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4.4 DIAGNOSTICO

A recomendacédo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o diagnéstico
de doenca falciforme é que em paises onde a doenca € comum seja instituido um
programa nacional de rastreio neonatal (WORLD HEALTH ASSEMBLY, 2006). O
intuito dessa recomendacdo € que seja possivel detectar a doenca ainda na fase
subclinica nos recém-nascidos. Com isso, intervengdes precoces que modifiquem o
curso da doenca podem ser adotadas para reduzir os indices de mortalidade infantil e
as complicagdes clinicas da enfermidade (UNITED STATES OF AMERICA, 2002).

4.4.1 Diagnostico neonatal

No Brasil, o rastreio anemia falciforme e outras hemoglobinopatias em recém-
nascidos foi instituido no pais em 2001, juntamente a testes para detec¢cdo de
fenilcetondria, hipotireoidismo congénito e fibrose cistica, pela portaria de n°® 822 do
Ministério da Saude. A portaria cria 0 Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)
gue tem por objetivo reduzir a mortalidade e morbidade de doengas congénitas no
pais, por meio do acesso gratuito e universal aos testes de deteccdo precoce,

acompanhamento e tratamento dessas condi¢des clinicas no SUS (BRASIL, 2001).

Visto que a anemia falciforme € assintomatica nos primeiros meses de vida, o
diagnéstico precoce depende de andlises laboratoriais contempladas na triagem
neonatal. Essa € conhecida popularmente como “teste do pezinho”, isso, em razao da
coleta de sangue que, geralmente, é feita a partir puncdo do calcanhar do recém-
nascido entre 0 2° e 7° dia e impregnacao da amostra em papel-filtro. Apos a coleta,
as amostras sdo encaminhadas para laboratoérios especializados em triagem neonatal,
onde sdo processadas (HELENA; FERRAZ; MURAO, 2007).

As técnicas empregadas atualmente na triagem neonatal de hemoglobinopatias
sdo a focalizagéo isoelétrica (IEF, do inglés, isoeletric focusing) e a cromatografia
liguida de alta performance (HPLC, do inglés, high performance liquid
chromatography) por troca catidnica. Essas técnicas substituiram a eletroforese de Hb
por serem mais especificas e detectarem facilmente (maior sensibilidade)
concentracdes reduzidas de variantes de Hb (HbS, HbC, HbD, HbE) no sangue do
recém-nascido. Tanto a IEF quanto HPLC também sdo capazes de detectar as fracbes
normais de Hb (HbF, HbA, HbA2) (MASON et al., 2015).
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A focalizagéo isoelétrica € uma técnica eletroforética que separa proteinas pelo
ponto isoelétrico (pl) (JENKINS; RATNAIKE, 1999). A amostra hemolisada é aplicada
sobre um gel que contém um gradiente de pH, gerado pela adicdo prévia de uma
mistura de anfélitos. A amostra € submetida a um campo elétrico, o que faz com que
as hemoglobinas migrem pelo gel (SILVA; NETO; SANTOS, 2017).

A separacado ocorre a medida em que cada hemoglobina entra na regiao de pH
gue corresponde ao pl, momento em que a molécula fica neutra e perde a mobilidade.
A partir da coloracao do gel é possivel identificar bandas das Hb separadas nas faixas
de pH conhecidos. Como cada Hb possui um pl caracteristico, o perfil hemoglobinico
do paciente pode ser identificado com elevada especificidade (BERTHOLO;
MOREIRA, 2006; RIGHETTI, 2000).

Na figura 5, ha a representacédo de um resultado indicativo de trago falciforme
(coluna ll, presenca de HbA e HbS) e outro indicativo de anemia falciforme (coluna lll,
presenca de HbS e auséncia de HbA) (ANVISA, 2002).

Figura 5 — Representacdo esquematica do tracado eletroforético caracteristico de traco
falciforme e anemia falciforme por IEF.
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Fonte: Adaptado de ANVISA, 2002. (1) Controle AFDSEC, (Il) traco falciforme, (lll) anemia
falciforme.

Na HPLC por troca catibnica, por sua vez, as hemoglobinas sdo separadas
segundo o grau de afinidade pela fase estacionaria (figura 6). As Hb adquirem carga

liguida positiva ao serem misturadas a um tampao acido (pH 6,4), logo apos a injecao
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no sistema. Em seguida sdo bombeadas para a coluna cromatogréfica, onde se ligam
a fase estacionaria (silica carregada com grupos carboximetil, de carga negativa)
(BAIN, 2006).

A separacado ocorre a medida que cargas positivas de um tampéao salino com
concentracao crescente (0 — 0,15 M) séo injetadas na coluna e competem pela ligacao
com a silica, o que provoca a eluicdo das Hb segundo o grau de afinidade pela coluna
(isto €, Hb com menos cargas positivas eluem primeiro). Ao final da coluna, um
espectrofotdmetro ajustado para emissdo de luz a 415 nm detecta as hemoglobinas
(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; HUISMAN, 1987).

Figura 6 — Componentes basicos do sistema de HPLC.
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Fonte: Degani; Cass; Vieira, 1998. Composicdo do sistema cromatografico: a) reservatério da fase
movel; b) bomba de alta pressdo; c) injetor de amostra; d) coluna cromatogréafica; e) detector e f)
registrador.

O resultado é liberado na forma de um grafico de percentual de Hb em funcéo
do tempo de retencéo (figura 7). Cada hemoglobina possui um tempo de retencdo
conhecido (tempo entre injecdo da amostra e eluicdo da coluna cromatografia), o que
permite a formacédo de picos distintos no gréfico e a caracterizacdo de diferentes Hb.
No caso de um fenétipo normal é esperado a presenca de HbF e HbA (essa ultima em
percentual relativo baixo, devido a predominancia de HbF nesse periodo de vida). Em
individuos com anemia falciforme o pico de HbA é ausente e € substituido pela HbS.
Quanto a quantificacéo, essa é feita segundo a absorbancia das Hb a 415 nandmetros
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7

e é representada pela amplitude de cada pico (BAIN, 2006; BIO-RAD, 2005;
HUISMAN, 1987).

Figura 7 — Representacgao dos fenotipos FA e FS por HPLC.

ANALITED % TIME AREA ANALITED % TIME AREA
F 33 0.72 1030137 F 60.2 0.74 1609265
A 36 093 69076 g 70 124 188204
+*TOTAL AREA 1896920 +*TOTAL AREA 2673898
F
60% | 60% | ‘
F I|I
f | |
| |
40% | | 40% | ‘ |
| ||
| |
20%} | 20% t |
{ | A 5
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Fonte: Adaptado de BIO-RAD, 2005. A esquerda, um fenétipo normal (FA). A direita, o fenotipo de
anemia falciforme (FS). Esse Ultimo é caracterizado pela auséncia do pico de Hb A e presenca do pico

de maior tempo de retencéo, a HbS. Nesse caso, a grande amplitude de HbF é um forte indicador que
a amostra provém de um neonato.

O resultado da triagem neonatal caracteriza as Hb encontradas na amostra de
sangue segundo sua concentracado, a saber, de forma decrescente. Sendo assim, um
perfil FA indica a presenca de HbF e HbA e é normal, sendo a concentracdo da
primeira maior do que a segunda. O perfil FAS indica presenca de (além de HbF) HbA
e HbS e é o fendtipo do traco falciforme, portador assintomético. Ja o perfil FS, devido
auséncia de HbA e presenca de HbS, é indicativo de anemia falciforme. Os resultados
atribuidos a formas sintomaticas precisam ser confirmados apos o sexto més de vida
pois podem estar associados a doencas distintas. O fenétipo FS, por exemplo,
também esta presente nas heterozigoses compostas com talassemia B° (S/g°) ou com
a persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (S/HPFH, sendo HPFH sigla em inglés

para hereditary persistence of fetal hemoglobin) (BRAGA et al., 2016).

Os demais resultados da triagem neonatal e suas interpretacdes encontram-se
no descritas no quadro 1, a sequir.
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Quadro 1 - Interpretacédo do resultado da triagem neonatal para hemoglobinopatias.

RESULTADO INTERPRETACAO CONDICAO CLINICA
FA? Normal Assintomatica
FAS Traco falciforme Assintomatica

Anemia falciforme (Hb SS) ou Hb S/Beta®- : -
FS talassemia ou Hb S/HPFH Anemia hemolitica
FSA ou FSP Hb S/Beta*-talassemia Anemia hemolitica
FSC Hb SC Anemia hemolitica
FSD Hb SD Anemia hemolitica

FSA + Hb Bart Hb S/alfa-talassemia Anemia hemolitica
FSE Hb SE Anemia hemolitica
FSve Hb SV Anemia hemolitica
FAC Traco Hb C Assintomatica
FC Hb C ou Hb C/beta’-talassemia Anemia hemolitica
FCA Hb C/beta*-talassemia Anemia hemolitica
FAD Trago Hb D Assintomatica
FD Hb D Anemia hemolitica
FDA Hb D/beta*-talassemia Anemia hemolitica

FA + Hb Bart Portador silencioso de alfa-talassemia Assintomatica

(1-5%)

FA + Hb Bart A .

(5-10%) Trago alfa-talassémico Anemia leve

FA + Hb Bart . L

(25-50%6) Doencga de HbH Anemia hemolitica
0 ) . .
= Eptfcl:assemla (talassemia maior) — por Anemia hemolitica

Fonte: Adaptado de Braga et al.,, 2016. Em amarelo, resultado indicativo de traco falciforme e
anemia falciforme. HPFH: Persisténcia Hereditaria de HbF. a) O resultado de talassemia menor também
é FA. b) Hb FSA é HbS associada com beta-talassemia. Entretanto, caso a porcentagem de HbA seja
muito baixa, o fenotipo neonatal pode ser Hb FS. ¢) Hb FSV indica variantes diferentes de HbA, HbS,
HbC, HbD e HbE.

4.4.2 Diagnostico ap0s os seis meses de idade

Os individuos com resultado positivo para doenca falciforme devem ser
testados novamente apds o sexto més de vida segundo os exames do quadro 2.
Nesse periodo os analitos sanguineos sdo mais préximos do perfil do adulto, sendo
possivel estabelecer o diagndstico diferencial entre doencas falciformes. Como dito,
os fenétipos de doenca falciforme indicados pela triagem neonatal podem estar
associados a diferentes genétipos e manifestacdes clinicas, de forma que um novo
conjunto de testes sdo necessarios para estabelecer o diagndéstico definitivo e, com
isso, o tratamento mais adequado para cada caso (HELENA; FERRAZ; MURAO,
2007).




40

Quadro 2 — Exames indicados para o diagndstico diferencial de doencga falciforme apo6s
0 sexto més de vida.

ENSAIO OBJETIVO

Eletroforese de hemoglobina em pH

alcalino (acetato de celulose) N . .
Detecgéo de Hb normais e variantes

Eletroforese de hemoglobina em pH acido
(agar citrato ou gel de agarose)

Teste de falcizacdo com metabissulfito de : . .
P Pesquisa de drepanécitos
sodio
Teste de solubilidade com agente de Pesquisa de HbS
elevada molaridade
Diagndstico diferencial de anemia falciforme

Quantificacdo de HbF e HbA2 por HPLC e HbS /talassemia BO

Gravidade clinica, caracteristicas

Hemograma e contagem de reticulécitos e >
hematimétricas e hematoscépicas

Fonte: Brasil, 2009.

Os principais achados nessa segunda avaliacdo, caracteristicos de anemia
falciforme sdo: anemia normocitica normocrémica, com Hb entre 6-9 g/dL e RDW
elevado; o esfregaco sanguineo revela a presenca de eritroblastos em diferentes
graus de maturacao e poiquilocitoses como drepandcitos (achado patognoménico que

podem ser observados na fotografia 2) e codocitos (AZEVEDO, 2014).

Devido a hipoxia crénica, ha reticulocitose, geralmente > 15%. Quanto ao perfil
hemoglobinico, a Hb S predomina e varia de 80 — 90%; HbA é ausente (exceto em
caso de transfuséo recente), HbF 2-15% e HbA2 < 3,5%. Pode haver leucocitose
moderada (12.000-15.000/uL) e plaquetose (HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008b;
RAPAPORT, 1989).

Na eventual realizacdo de exames bioquimicos, é possivel verificar alteracdes
laboratoriais indicativas do carater hemolitico da doenca, a saber, bilirrubina indireta,
lactato desidrogenase (LDH) e urobilinogénio urinario elevados, juntamente com
baixos niveis de haptoglobina (ANVISA, 2002).
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Fotografia 2 — Fotomicrografia de esfregagco sanguineo de paciente com anemia
falciforme contendo poiquilocitoses (grande aumento).
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Fonte: Kumar; Abbas; Aster, 2013a. Presenca de drepandcitos ao centro e coddcitos na periferia.

Confirmado o diagnostico de anemia falciforme, os familiares s&o acolhidos por
um servico de atencdo basica para receber informagfes iniciais sobre a doenca,
idealmente por meio de médico pediatra, psicologo e assistente social. Essas
orientacdes devem ser transmitidas em linguagem acessivel e informar sobre o
cuidado geral do afetado, tratamentos e aconselhamento genético. Deve-se oferecer
a testagem para hemoglobinopatias aos familiares proximos (pai, méae, irma, irmao)

para estabelecimento do risco de recidivas no nucleo familiar (BRASIL, 2001).

A partir de entdo o individuo é inserido num programa de atencao integral e
continuada para pessoas com doenca falciforme. O acompanhamento da condicao
clinica, orientagfes especificas, imunizagdes basicas e especiais, antibioticoprofilaxia,
dispensacao de analgésicos e anti-inflamatorios é feito no nivel da atencdo primaria,
na unidade basica de saude mais préoxima da residéncia do individuo (BRASIL, 2009,
2018).

O individuo também mantém vinculo com um centro de referéncia de média e
alta complexidade (hemocentro, hospital geral ou hospital universitario) por meio de
visitas anuais regulares na atencdo especializada (hematologia, endocrinologia,
cardiologia, pneumologia e outros) e, se necessario, para realizacdo de
procedimentos indisponiveis na atencdo primaria (exames de imagem, transfuséo
sanguinea), permitindo o tratamento de danos crdnicos ou resultantes de eventos
agudos (BRASIL, 2009).
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4.5 TRATAMENTO

A esséncia do tratamento da anemia falciforme é a adogéo precoce de medidas
profilaticas que devem ser iniciadas nos primeiros dois meses de vida. A transmissao
dessas medidas aos cuidadores nas primeiras consultas médicas e a adesao a essas
contribui para reducdo das manifestacfes da doenca e para a melhora da qualidade
de vida do afetado (BRAGA; APARECIDA; BRAGA, 2007; BRASIL, 2009) .

Essas medidas incluem manter uma boa hidratacdo com aporte elevado de
liguidos, uma vez que a desidratacdo pode precipitar crises, devido a
hemoconcentracdo; evitar temperaturas elevadas, pois essas contribuem para
desidratacdo; usar vestimentas quentes durante baixas temperaturas, pois essas
promovem vasoconstricdo nas extremidades e podem precipitar vasoclusdo; manter
boa higiene oral, o que evita infeccbes odontogénicas que poderiam se complicar na
forma de crises vasoclusivas; suplementacdo com acido folico, para evitar anemia
megaloblastica devido a demanda aumentada pelo micronutriente, em razdo do
guadro hemolitico e da eritropoese acentuada; manutencao dessas medidas conforme
0 individuo cresce, pelo estimulo ao autocuidado (ANVISA, 2002; BRAGA;
APARECIDA; BRAGA, 2007).

Outros importantes modificadores do curso da doenca sao a imunoprofilaxia,
antibioticoprofilaxia, farmacoterapia com hidroxiureia e hemoterapia. Devido ao
grande impacto na reducdo da morbimortalidade da doenca, esses serdo detalhados
a seguir (HOPPE; NEUMAYR, 2019) . O transplante de células-tronco hematopoéticas

sera abordado nos capitulos subsequentes a esse.
4.5.1 Imunoprofilaxia

A infeccé@o € a principal causa de morte entre individuos de 0 a 5 anos com
anemia falciforme, em especial as meningites e sepses por Streptococcus
pneumoniae (pneumococo). Essas infec¢cdes podem se complicar em poucas horas e
culminar em morte por choque séptico. Assim, as imuniza¢fes ativas (vacinas) sédo
estratégias essenciais para prevenir esses quadros e reduzir os indices de
mortalidade nos primeiros anos de vida. (BRASIL, 2009; DIGGS apud PEARSON,
1977).
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Segundo a Sociedade Brasileira de ImunizagGes (2019), a SBI, as vacinas de
especial importancia para os individuos com disfuncdo esplénica (0 que inclui
individuos com anemia falciforme) sdo aquelas direcionadas contra os seguintes
patégenos: as bactérias S. pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis e os virus da hepatite A, hepatite B, varicela-zoster, influenza A e B.

Dentre essas imunizacfes destacam-se as vacinas pneumocécica conjugada
10 valente (VPC10) e polissacaridica 23 valente (VPP23). A primeira é administrada
aos 2, 4 e 12 meses de vida e confere imunidade a 10 sorotipos de S. pneumoniae (4,
5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F), ja a segunda é administrada apds o0s 2 anos e
confere imunidade a 23 sorotipos do pneumococo (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F). Todas as
imunizacgdes citadas pela SBI fazem parte do calendario vacinal do SUS (ABHH, 2018;
ANVISA, 2002; DI-NUZZO; FONSECA, 2004; PEARSON, 1977).

4.5.2 Antibioticoprofilaxia

Isoladas, as vacinas reduzem parcialmente a incidéncia de bacteremias
(BABIKER, 1986). Isso ocorre, pois, a vacina elicita imunidade humoral somente para
alguns dos sorotipos patogénicos. Uma das maneiras de superar essa limitacao é a
combinacdo das vacinas com a administracdo de antibidticos de forma profilatica
durante a infancia, que, como ja relatado, € o periodo mais suscetivel a complicacdes

graves por infeccdes (JOHN et al., 1984).

Essa profilaxia é baseada no resultado de um estudo multicéntrico duplo-cego
randomizado patrocinado pelo Instituto Nacional de Saude estadunidense (NIH, do
inglés, National Institute of Health) realizado na década de 1986 que detectou que a
administracéo regular de penicilina oral duas vezes ao dia em crian¢as de até 3 anos
de idade era capaz de reduzir em 84% o risco de sepsemia por S. pneumoniae, além
de ter evitado Obitos durante o periodo de estudo no grupo tratado enquanto que

houve trés mortes do grupo controle (GASTON et al., 1986)

Visto isso, a antibioticoprofilaxia se mostra uma medida eficaz para reducéo da
morbimortalidade das infec¢cdes em criangcas. Assim, é recomendado pelo Ministério
da Saude do Brasil (2018a) que a penicilina V oral seja administrada profilaticamente,

dos dois meses aos 5 anos de idade.
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4.5.3 Hidroxiureia

A hidroxiureia é o principal farmaco antifalcizante disponivel comercialmente
para tratamento da anemia falciforme. No Brasil, a HU é oferecida como parte do
tratamento de doencas falciformes pelo SUS, sendo elegiveis para esse, segundo o
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas de Doenca Falciforme, os individuos
diagnosticados com doenca falciforme, sintomaticos e maiores de dois anos de idade.
O tratamento tem duracdo indeterminada e deve ser mantido enquanto houver

resposta clinica e laboratorial (BRASIL, 2018a).

A HU é um quimioterapico antineoplasico, originalmente direcionado para
tratamento de leucemia, que € utilizado para prevencao de complicacées agudas da
anemia falciforme (THORNBURG et al., 2012). O farmaco induz de forma indireta a
sintese de HbF a partir da elevagéo dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc, do inglés, cyclic guanosine monophosphate) nos eritroblastos,
0 que tem sido associado a um efeito antifalcizante (HOPPE; NEUMAYR, 2019). Além
disso, possui acdo mielossupressora ao inibir a ribonucleotideo redutase, o que
compromete a replicacdo do acido desoxirribonucleico (DNA, do
inglés,deoxyribonucleic acid) e reduz, entre outros eventos, a hematopoese
(HIDROXIUREIA, 2018).

A primeira descricdo de que o farmaco seria Uutil para o tratamento de
hemoglobinopatias foi feita em 1984, por pesquisadores que detectaram a capacidade
do farmaco em elevar a expresséao de HbF no sangue de simios do velho mundo, da
espécie Macaca fascicularis (LETVIN et al., 1984). No mesmo ano, esse resultado foi
replicado em um estudo clinico com individuos afetados pela anemia falciforme,
evidéncia que revelou a necessidade de se estudar, desta vez, a influéncia do farmaco
nas complicacdes clinicas da anemia falciforme (PLATT; ORKIN; DOVER, 1984).

A eficacia terapéutica da HU foi comprovada por um estudo estadunidense
duplo-cego randomizado realizado em 1996 que acompanhou 299 individuos com
anemia falciforme por dois anos, sendo parte desses tratados com HU e outra parte
com placebo. O estudo revelou que o uso da HU foi capaz de reduzir pela metade as
crises vasoclusivas e crises algicas no grupo tratado em relagdo ao grupo controle.
Além disso, houve reducdo nos casos de sindrome toracica aguda, reducdo do

ndamero anual de internagcdes hospitalares e do numero de transfusdes de sangue, ao
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passo que houve poucas reacdes adversas, sendo a mais expressiva a neutropenia;

essa, porém, reversivel mediante ajuste de dose (CHARACHE et al., 1996).

A eficiéncia e seguranca do uso do farmaco em criangas foi validada anos apos,
em 2011, por um estudo duplo-cego randomizado (BABY HUG) realizado em
individuos de 6-18 meses de idade com anemia falciforme. Os resultados obtidos
replicaram grande parte dos efeitos benéficos do uso de HU reportados pelo estudo
multicéntrico de 1996 e néo foi detectado aumento da incidéncia de infec¢cdes com o
uso do farmaco, mesmo em eventos de neutropenia leve ou moderada; ndo houve
reacOes adversas significativas. Assim, os autores declararam que a administracéo
de HU em criangas assintomaticas ou com alguma manifestacao clinica é seguro e
recomendavel, contudo, alertaram sobre a necessidade de estudos sobre os efeitos

mutagénicos mediante o uso cronico do medicamento (ARMSTRONG et al., 2011).

Um dos desafios enfrentados pelo paciente ou cuidador nos primeiros meses
de uso é a necessidade de acompanhamento muito frequente (a cada 2 semanas)
com hematologista para avaliacéo laboratorial de mielossupresséo e ajuste de dose.
Geralmente, o farmaco é bem tolerado e devido reducdo das crises de dor e
internacbes hospitalares exerce um grande impacto positivo na vida do afetado
(BRASIL, 2018a).

Diversos ensaios clinicos tém investigado possiveis alternativas a HU para o
tratamento da doenca (MANWANI; FRENETTE, 2013). Dentre os achados encontra-
se 0 aminoacido glutamina. Quando administrado, esse potencializa a formacéo de
glutationa, uma molécula com acdo antioxidante (INCA, 2020). A aplicacdo do
composto tem sido associada a reducédo de mais de 20% da incidéncia de STA, crise
vasoclusiva e internacdo hospitalar em doentes falciformes. Devido a agcdo mais
ténue, a associacdo de glutamina e HU tem sido considerada como uma forma de

potencializar a acéo terapéutica dos dois principios ativos (TELEN, 2020).

4.5.4 Transfuséo de sangue

Apesar da grande contribuicdo da HU para melhora do estado geral de saude
e bem-estar do individuo com anemia falciforme, o farmaco né&o elimina
completamente a possibilidade de ocorréncia de complicacbes vasoclusivas graves,

gue colocam a vida do afetado em risco. Nessas situacdes em que a oxigenacao
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tecidual é severamente comprometida pode ser necessario a realizacao de transfusao
de sangue para reversao do quadro (MARSELLA; BORGNA-PIGNATTI, 2014).

4.5.4.1 Transfusao terapéutica

As indicacbes transfusionais para as complicacbes agudas da anemia

falciforme encontram-se resumidas no quadro a seguir:

Quadro 3 - Indicac¢Bes transfusionais para adultos e criangas com anemia falciforme
em eventos clinicos agudos.

TRANSFUSOES TERAPEUTICAS

TRANSFUSOES CONTRAINDICADAS

Aplasia medular
AVE isquémico agudo
Colestase intra-hepética aguda
Complicacdes obstétricas durante a

Crise vasoclusiva do tipo algica ndo
complicada
Gestacéo ndo complicada
Priapismo

gravidez Ulcera de perna
Crise de sequestro esplénico
Crise de sequestro hepéatico
Faléncia de 6rgdos multiplos

Pré-operatdrio (em caso de anestesia

geral)

Sindrome toracica aguda

Fonte: Adaptado de Chou; Fasano, 2016

Em todos esses eventos, o tipo de hemocomponente transfundido € o
concentrado de hemacias (CH), que podem ser infundidos por duas modalidades
principais: transfusdo simples (infusdo de hemocomponente do doador sem remocao
de sangue do receptor) ou transfusédo de troca (infusdo de hemocomponente do

doador com remocéo de aliquotas de sangue do receptor) (HEMORIO, 2014).

A transfusdo simples aumenta a viscosidade do sangue e pode ser utilizada
caso 0 hematécrito poés-transfusional ndo exceda 35%, do contrario ha risco de
hiperviscosidade, lentificagcdo do fluxo na microcirculagéo e aumento das falcizagoes.
Por sua vez, a transfusdo de troca permite um controle sobre o hematocrito e pode
ser indicada aos casos que em que a transfusdo simples pode elevar o hematdcrito a
niveis além do recomendado (HEMORIO, 2014).
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Devido a remocéo das hemacias do doador, a transfusdo de troca permite
reduzir de forma abrupta a concentracdo de HbS (geralmente para 30-50%) sem
comprometer a viscosidade do sangue. (BRASIL, 2009; HEMORIO, 2014) O
procedimento pode ser feito de forma manual (exsanguineotransfusédo parcial) ou
automatizada (eritrocitaférese) (HEMORIO, 2014; HEMOTERAPIA 9 DE JULHO,
[20157])

Devido ao estado politransfusional, os individuos s&o mais suscetiveis a
aloimunizagéo (produgéo de anticorpos pelo receptor contra antigenos nao-proprios
da hemacia do doador). Assim, € recomendado que desde a primeira transfusao seja
realizada a fenotipagem eritrocitaria (além de ABO e RhD) para os sistemas Rh
(C,c,E,e), Kell (K), Duffy (Fya, Fyb), Kidd (Jka, Jkb), MNS (Ss). Essa informacgéo deve
ser considerada no processo de selecdo de unidades compativeis para reduzir risco
de reacdo transfusional. Eventualmente, as unidades disponiveis podem néo ser
totalmente compativeis. Nesses casos, deve-se selecionar a bolsa contendo o(s)
antigeno(s) menos imunogénico(s). (grau de imunogenicidade: RhC > RhE > Rhce >
K > Jka > Fya > Jkb > Fyb > S > s) (BRASIL, [20157?)).

Durante todo o procedimento e apos a transfusdo o individuo deve ser
acompanhado pois podem ocorrer reacdes imediatas (dentro de 24h) como reacao
alérgica, reacdo anafilatica, reacdo febrii ndo hemolitica, reagcdo hemolitica,
hipotermia, contaminacdo bacteriana, edema pulmonar ndo cardiogénico, embolismo
gasoso, alteracao eletrolitica (hipocalemia ou hipocalcemia), sobrecarga volémica.
Nesses casos, caso esteja em andamento, a transfusdo deve ser interrompida e feita

as intervencgdes necessarias por um medico hemoterapeuta (BRASIL, [20157]).
4.5.4.2 Transfuséo crdnica

Além da transfusé@o terapéutica, individuos com alto risco de desenvolvimento
de AVE devem se submeter a um regime de transfusdo cronica. Para evitar as lesdes
neurais irreversiveis, a detec¢cdo dos casos de alto risco é feito pela afericdo da
velocidade de fluxo sanguineo das artérias (VFSA) do circulo arterial cerebral
(poligono de Wilis) por Doppler Transcraniano, medida que é diretamente proporcional
ao nivel de estenose arterial e risco de AVE (CHOU; FASANO, 2016). No Brasil, essa
avaliacéo é feita de forma anual ou com maior frequéncia nos individuos de 2-16 anos,

e, em caso de VFSA é >200 cm/s, a transfuséo cronica é indicada (BRASIL, 2018a).
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Dentre os beneficios alcancados pela transfusdo cronica encontram-se a
reducdo da incidéncia do primeiro AVE em 92%, quando comparado com individuos
gue nao recebem o tratamento e, ainda, reducéo do risco de recorréncia de AVE de
90% para 10% sob regime de hipertransfusao (ADAMS et al., 1998; RUSSELL et al.,
1984). O tratamento deve ser mantido indefinidamente, devido ao aumento da VFSA
e do risco de ocorréncia de AVE caso a transfusdo crbnica seja descontinuada.
(ADAMS; BRAMBILLA, 2005).

Um efeito colateral preocupante da transfusdo cronica que necessita de
monitoramento continuo e de medidas de mitigacdo € o acumulo de ferro. Cada mL
de CH transfundido contém 1 mg de ferro, quantidade equivalente a necessidade
diaria do micronutriente (1-2mg/dia). Assim, uma Unica unidade transfundida
ultrapassa em centenas de vezes a necessidade do organismo e esse ferro se
acumula devido a capacidade limitada de excrecéo restrita a descamacéo epitelial,
secrecdo intestinal e sangramento menstrual (BRASIL, 2018a; MARSELLA;
BORGNA-PIGNATTI, 2014).

O aumento do ferro nado ligado a ferritina (proteina endégena que quela até
4500 atomos de ferro, como hidroxifosfato férrico) faz com que esse elemento
promova danos oxidativos nos tecidos, em especial no coracéo, figado, pancreas e
glandulas endocrinas (GROTTO, 2010). Visto isso, os pacientes em regime de
hipertransfuséo fazem uso de quelantes de ferro para manter o balan¢o negativo do
elemento, ou seja, uma quantidade de ferro excretado maior que a quantidade de ferro
infundida (BRASIL, 2018b).

No Brasil € indicado a terapia com quelantes no caso de ferritina sérica > 1.000
ng/mL, concentracdo de ferro em biopsia hepética >3,2mg/g de figado seco,
sobrecarga cardiaca ou hepatica de ferro identificada por ressonancia magnética. Os
guelantes disponiveis no SUS sédo desferroxamina (administracdo subcutanea por

bomba de infusédo), deferiprona e deferasirox (via oral) (BRASIL, 2018Db).

A transfusado deve ser vista como uma terapia secundaria e adotada quando se
esgotam alternativas para resolucdo do quadro clinico ou quando for necessario evitar
uma complicacéo clinica iminente. Toda indicagéo deve ser cuidadosa, considerando

a avaliacdo de risco-beneficio em cada caso. (BRASIL, [20157]).
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4.6 HISTORICO DO TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

O primeiro relato de transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) por
via intravenosa foi feito em Portland (EUA) em 1939. Uma jovem de 21 anos com
anemia aplasica recebeu, como ultimo recurso a graves episodios hemorragicos, uma
aliquota de medula 6ssea de seu irmao. Porém, em decorréncia de leucopenia e
infeccdo, essa faleceu no dia seguinte ao procedimento, antes que consideragdes
sobre a eficacia da técnica pudessem ser feitas (OSGOOD; RIDDLE; MATHEWS,
1939).

Até entdo, a escassez de informacdes sobre o TCTH em modelos animais se
traduzia em pouco interesse na elaboracdo de ensaios clinicos envolvendo o
procedimento (ORTEGA, 2004 apud REKSUA, 2015). Isso mudou, entretanto, apés o
uso de armamentos nucleares durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945).
Nesse periodo ficou claro que doses elevadas de radiagcdo poderiam levar um
individuo a morte, em partes, devido a lesdo das células da medula 6ssea e faléncia
da produgdo de sangue. O TCTH passa, entdo, a ser considerado como uma
estratégia interessante para o tratamento de acidentes com radiagdo (DE LA
MORENA; GATTI, 2011; PERRY; LINCH, 1996).

A partir disso, sdo desenvolvidos diversos experimentos em radiobiologia que
serviriam de embasamento para os estudos com humanos. Jacobson (1949 apud
LITTLE; STORB, 2002) descobre que a sobrevida de camundongos expostos a
radiagao ionizante poderia ser aumentada mediante a protegdo do bago por anteparo
plumbifero, o que pode ser atribuido a preservacao da funcdo hematopoética do
orgao. Pouco tempo depois, Lorenz, Congdon e Uphoff (1951) demonstram que a
infusdo de medula 6ssea em camundongos isogénicos expostos a dose letal de
radiacao era capaz de reduzir a mortalidade em 70-100% e postularam que as células
transfundidas teriam a capacidade de migrar para os espagos hematopoéticos e
restituir a producéo de sangue nas regides afetadas pela radiagdo. BARNES et al.
(1956), descobrem que a associagao de radiagao ionizante e TCTH poderia ser usada
no tratamento de leucemia ao identificarem que alguns camundongos leucémicos
tratados com irradiagao de corpo total, seguida por infusdo de medula 6ssea, ficavam

livres da doenca.
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Os resultados promissores do TCTH em murinos despertaram o interesse de
oncologistas em utilizar a terapia no tratamento de cancer. Thomas et al. (1957),
realizam nos Estados Unidos o TCTH em 6 pacientes, 5 deles portadores de neoplasia
(esses foram tratados previamente com quimioterapico ou irradiagédo de corpo total
numa tentativa de eliminar as células cancerosas). Os transplantes n&o foram bem-
sucedidos, apenas 2 pacientes apresentaram pega transitéria da medula
transplantada e todos faleceram em decorréncia do estado avangado da doenca.
Apesar de nao ter comprovado a eficacia do tratamento, o estudo criou condi¢des para
a continuidade da pesquisa de TCTH em humanos ao apresentar métodos assépticos
de infusdo, auséncia de reac¢des imediatas aos transplantes e métodos de dissociagao
e remocado de lipideos por centrifugagdo, evitando embolia gordurosa na

administragdo intravenosa.

Um levantamento realizado por Bortin (1970) com 203 registros de TCTH entre
1939 e 1969 revelou que 75% desses procedimentos foram realizados entre 1959 e
1962. A maioria falhou. Grande parte do insucesso foi atribuido a auséncia de testes
de compatibilidade entre doadores, auséncia de imunossupressao prévia ao
transplante, resultando em reacgao dos linfocitos do hospedeiro contra o enxerto e néao
recuperacao da aplasia induzida pela radiagédo. Em 200 dos 203 transplantes nao foi
realizado teste de compatibilidade entre doador e receptor, resultando em apenas 2
casos de sucesso. Todos os 3 pacientes cujo doador foi selecionado pelo teste de

cultura mista de leucdcitos sobreviveram ao procedimento.

Em decorréncia dos poucos beneficios do TCTH em ensaios clinicos, apés
1962 houve uma queda no numero de procedimentos com humanos e, em
contrapartida, aumento na realizacdo de estudos com caes. Durante esses estudos
ficou claro que a sobrevida apds o procedimento tinha associagdo com a tolerancia
imune entre receptor e doador (EPSTEIN; BRYANT, THOMAS, 1967). A
imunossupressao com quimioterapicos antineoplasicos antes e apds o procedimento
foi capaz de otimizar essa tolerdncia e aumentar a sobrevida em transplantes
alogénicos de 10% para 40% (THOMAS et al., 1962). Entretanto, que para uma maior
eficacia, seria necessario o uso de métodos de selegao de doadores histocompativeis
(MANNICK et al., 1960; THOMAS et al., 1964).
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Nos anos seguintes descobriu-se que a compatibilidade dos transplantes
dependia da tolerancia mutua de antigenos de doador e receptor (BACH; AMOS,
1967). Esses antigenos foram encontrados em tecidos e leucécitos. Com isso,
métodos experimentais de imunofenotipagem foram desenvolvidos utilizando
anticorpos antilinfocitarios para serem usados como indicadores da compatibilidade
de doador e receptor a partir do resultado da tipagem dos antigenos presentes nos
leucocitos (EPSTEIN et al., 1968). Mesmo sendo revelado o fendtipo de poucos
antigenos do doador e do receptor, o teste rudimentar de compatibilidade resultou em
aumento significativo no tempo de sobrevida do TCTH-alo em caes (STORB et al.,
1968). No mesmo ano, Gatti (1968) realiza o primeiro transplante antigeno leucocitario

humano (HLA) compativel em uma crianga com imunodeficiéncia (GATTI et al., 1968).

A partir de 1970 o reconhecimento da importdncia do HLA para a
histocompatibilidade fez com que a maioria dos TCTH-alo fosse feito entre irmaos HLA
compativeis (PERRY; LINCH, 1996). Com isso, houve alguns transplantes bem
sucedidos em pacientes com leucemia em estagio terminal, o que permitiu a formacao
de uma base ética para o uso do tratamento em estagios menos avangados da
doenca. Esses ultimos tiveram sobrevida livre de doenca maior do que pacientes
terminais (THOMAS, 1999). No final da década, em 1979, é realizado o primeiro TCTH
no Brasil, na Universidade Federal do Parana (PASQUINI, 2004 apud KUHNEN,
2014).

A década de 1980 marcou o aumento de TCTH no mundo e as aplicagdes no
tratamento de doengas nao neoplasicas (PERRY; LINCH, 1996). Em 1982 houve o
primeiro registro de cura de talassemia major pela técnica (THOMAS et al., 1982). Em
1984, foi relatado a primeira cura de anemia falciforme pelo TCTH (JOHNSON et al.,
1984). Durante esse periodo imunossupressores como bussulfano e ciclofosfamida
substituiram a irradiacao para condicionamento. Também, ciclosporina e metotrexato
comegaram a ser usados para reducao os casos de doenga do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) (SANTOS et al., 1983; STORB et al., 1986). Em 1986 foi fundada
a Associagao Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO, 2001).

Em 1990 Thomas é agraciado com o prémio Nobel de medicina pelas
contribuigdes do estudo do TCTH para tratamento de doengas humanas (THE NOBEL
PRIZE, 1990). Durante a década ocorre a criacdo de registros internacionais de
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doadores, permitindo ampliacdo da realizagcdo de TCTH n&o aparentado. O cordao
umbilical, reconhecido como fonte de células-tronco hematopoéticas, passa ser
armazenado em bancos de criopreservacéo para TCTH. E também nesta década que
tém inicio os primeiros estudos de terapia génica com células-tronco hematopoéticas.
(PERRY; LINCH, 1996). A sorologia € gradualmente substituida pelas técnicas
moleculares para genotipagem de HLA, aumentando a especificidade dos testes de
compatibilidade (THOMAS, 2000). No Brasil, o servigo de transplantes passa a ser
regulamentado em 1997(BRASIL, 1997).

E valido destacar que em 1993 houve a criacdo do Registro Nacional de
Doadores Voluntarios de Medula Ossea (Redome) em Sdo Paulo. Esse contém
atualmente informagdes genéticas de mais de 5 milhdes de doadores de medula
O0ssea no Brasil e € o principal servico de doadores ndao aparentados para o0s
transplantes alogénicos. E o maior banco de dados de doadores de medula dssea
financiado com dinheiro publico do mundo e o terceiro maior banco de dados de
doadores de medula éssea (atras dos EUA e da Alemanha) (REDOME, [2018].

As regulamentacgdes do TCTH entre as décadas de 1990 e 2000, fundagéo de
entidades dedicadas ao TCTH, investimento em plataformas de busca e registro de
doadores e receptores contribuiram para expansao do tratamento no Brasil (INCA,
2012; SOUZA, 2017). Segundo dados do Registro Brasileiro de Transplantes entre
1998 e 2019 foram realizados 37.949 TCTH no Brasil. Desses, 37% alogénico e 61%
autélogo (ABTO, 2020). Um resumo dos principais fatos histéricos do TCTH se

encontra na figura 8.

Figura 8 — Linha do tempo contendo os principais fatos histéricos do TCTH
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4.7 PRINCIPIOS DO TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS
EM DOENTES FALCIFORMES

O vocabulo transplante refere-se ao ato de “[...] transferir 6rgdo (ou porcéo
deste) de uma parte para outra parte do mesmo individuo, ou [...] para outro.”
(FERREIRA, 2010, p. 752). O transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas
(TCTH-alo) é, atualmente, a unica terapia curativa para anemia falciforme (KASSIM;
SHARMA, 2017). Tal procedimento envolve a eliminagdo total ou parcial dos
precursores hematopoéticos mutados provenientes do receptor, seguida por
transferéncia de células-tronco hematopoéticas (CTH) provenientes de um doador n&o
afetado pela doenca para o receptor, garantindo a codificagdo da HbA e cura
(HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008b).

O termo transplante alogénico & atribuido ao transplante entre individuos
geneticamente diferentes, pertencentes a mesma espécie (PRIBERAM, 2020). Esses
individuos podem ser consanguineos (transplante aparentado) ou nao (transplante
ndo aparentado). Outras duas modalidades de transplante sdo os transplantes
singénico (entre gémeos monozigoticos) e autogénico (onde doador € o proprio
receptor, também dito autélogo) (CASTRO JUNIOR, 2002). Essa ultima modalidade

tem sido utilizada em pesquisas de terapia génica para AF (RIBEIL et al., 2017)

O TCTHe-alo é reconhecido mundialmente como forma de tratamento curativo
para a anemia falciforme. Uma das razées para isso, de acordo com Gluckman et al.
(2017, p. 1553), que avaliaram 1000 desses procedimentos por meio de um estudo
observacional retrospectivo de eventos ocorridos entre 1993 e 2013, é a de que o
“TCTH-alo entre irmaos HLA idénticos oferece excelente sobrevida nos primeiros 5

anos [pés-transplante] [...]” (tradug&o nossa)?.
4.7.1 Critérios de elegibilidade

Para receber o transplante € necessario atender alguns critérios. Segundo um
consenso de membros da Sociedade Brasileira de Transplante de Medula Ossea
(SBTMO), sobre as indicagdes para o TCTH-alo na anemia falciforme, sdo elegiveis

para o procedimento individuos sintomaticos que apresentem uma ou mais

1 “Transplantation of grafts from HLA-identical siblings offers excellent 5-year survival [...]".
(GLUCKMAN et al., 2017, p.1553)
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complicacdes clinicas graves ou que apresentem sinais preditivos de ma evolugao
clinica (quadro 4) (SIMOES et al., 2017). Apesar da SBTMO n&o estipular uma faixa
etaria para o procedimento, a Sociedade Europeia de Transplante de Medula e
Sangue, recomenda que, nesses casos sintomaticos, o TCTH-alo seja realizado
precocemente (de preferéncia na infancia) caso haja disponibilidade de doador HLA-
compativel aparentado (ANGELUCCI et al., 2014). A recomendacao € embasada no
conhecimento de que o acumulo de lesdes organicas ocorridas com o0 avango da idade
reduz a sobrevida global e sobrevida livre de doenca (KRISHNAMURTI et al., 2019).

Quadro 4 - Critérios para o TCTH-alo na anemia falciforme.

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE PARA O TCTH-ALO PEDIATRICO

e = 3 crises vasoclusivas graves, refrataria a hidroxiureia, dentro de 1 ano
e AVE ou afecgao neural de duracédo > 24 horas

e Vasculopatia cerebral demonstrada por ressonancia magnética ou angiografia e
tratavel com transfuséo crénica

e Sindrome toracica aguda

e Priapismo recorrente

e Hipertensao pulmonar

e Recaida ap6s primeiro TCTH

e Velocidade do fluxo sanguineo arterial cerebral > 200 cm/s

e =2 aloanticorpos > 1 aloanticorpo contra antigeno de alta frequéncia

Fonte: adaptado de Simdes et al., 2017. Ao menos um dos critérios acima deve ser atendido.

4.7.2 Selecao de doador

Como denotado, o principal critério de selecdo de doador para o TCTH € a
compatibilidade HLA, pois esse € um dos fatores genéticos que mais influencia no
desfecho do procedimento (PEREIRA et al., 2010; OLIVEIRA, 2014). A segregagéao
dos genes HLA segue ‘[...] regras de herangca mendeliana simples [...]" (CASTRO
JUNIOR, 2002, p. 10), assim, irmaos tem 25% de probabilidade de serem compativeis,
de modo que esses sao os individuos preferencialmente considerados para a selegao

de doador. Para realizagdo do transplante é necessario que doador e receptor
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apresentem compatibilidade minima 6/6 para os loci HLA-A, HLA-B e HLA-
DRB1(HOWARD et al., 2015). A incompatibilidade nessas regides resulta em queda
drastica da sobrevida, ha aumento do risco de rejeicdo, enxertia tardia ou DECH
(INCA, 2012; OLIVEIRA, 2014).

A maioria dos laboratorios utiliza ensaios de reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR, do inglés, polymerase chain reaction), seguidas ou ndo de sequenciamento do
DNA, para realizar a tipagem de HLA. As técnicas empregadas sdo PCR sequence
specific primer (PCR SSP), PCR sequence specific oligonucleotide probes (PCR
SSOP) e sequence based typing (SBT), cujos detalhes de cada principio dessas

técnicas podem ser encontrados na descrigao da figura 9. (FASANO et al., 2017).

Figura 9 — Representacao grafica dos métodos moleculares utilizados natipagem HLA.
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Fonte: Fasano et al.,, 2017. A) Na PCR SSP os primers se ligam e amplificam uma sequéncia
especifica. A presenca de bandas no gel de agarose indica a presenca do alvo. O padréo de positivos
e negativos permite estabelecer os alelos HLA. B) J& na PCR SSOP sondas (oligonucleotideos)
complementares a sequéncia de alelos conhecidos sdo fixadas numa membrana ou microparticula e
entram em contato com amplicons de alelos de HLA provindos de uma PCR multiplex. A interagdo com
a sonda pode ser revelada por reacio colorimétrica. C) Em SBT ocorre a determinagéo da sequéncia
nucleotidica dos alelos. Esse ultimo permite identificar discrepancias de 1 nucleotideo de alelos HLA
entre doador e receptor, mesmo que essas sequencias ainda nao tenham sido descritos na literatura,
sendo considerado o padréo-ouro para a tipagem HLA.

Apesar da busca, nem sempre € possivel encontrar um parente compativel.
Menos de 30% dos portadores de hemoglobinopatias tem irmao HLA compativel, de
modo que apenas uma minoria dos pacientes tem a possibilidade de usufruir do
tratamento (KRISHNAMURTI et al, 2003). O TCTH-alo ndo aparentado, uma
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alternativa para os individuos que ndo atendem aos requisitos de compatibilidade
entre familiares, ainda ndo € uma realidade na pratica clinica devido a quantidade
insuficiente de dados sobre o desfecho dessa abordagem e sua indicagao na anemia

falciforme é limitada aos ensaios clinicos controlados (ANGELUCCI et al., 2014).
4.7.3 Fonte de células-tronco hematopoéticas

Para os casos em que se encontra um doador dentro das condicdes
estabelecidas, as CTH podem ser colhidas das seguintes fontes: medula 6ssea por
puncao aspirativa da crista iliaca sob anestesia geral do doador; sangue periférico por
aférese, apds mobilizagado das CTH por fator estimulador de colénias de granulécitos
(G-CSF, do inglés, granulocyte colony-stimulating factor) e sangue do cordao umbilical
(CASTRO JUNIOR, 2002; INCA, 2012). Dentre todas essas fontes, a medula 6ssea é
a utilizada com maior frequéncia (GLUCKMAN et al., 2017).
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4.8 FASES DO TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

O procedimento do transplante pode ser dividido em pré-transplante (dias que
antecedem o transplante), transplante propriamente dito (dia zero), pds-transplante
imediato (intervalo entre o transplante e a alta hospitalar), pos-transplante mediato
(primeiros 100 dias pos-transplante) e pés-transplante tardio (a partir do 100° dia pds-
TCTH), como esquematizado na figura 10 (RIUL; AGUILLAR, 1997).

Figura 10 — Representacdo esquemaética do processo de TCTH.

pré-TMO peis-THO imediato pis-THMO mediate  pds-TMO tardio
| | |
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Fonte: Riul; Aguillar, 1997
4.8.1 Pré-transplante

Na semana anterior ao transplante é necessario que o receptor seja internado
e passe por um tratamento de imunossupressao, conhecido como condicionamento
(AAC). O objetivo do condicionamento é evitar a rejeicao do enxerto (HOFFBRAND;
MOSS; PETTIT, 2008b). O condicionamento mais bem estabelecido é o mieloablativo,
que envolve a lesdao das células-tronco hematopoéticas do receptor por
quimioterapicos antineoplasicos, o que leva a uma pancitopenia irreversivel e
restauracdo da hematopoese dependente de transplante (HSIEH; FITZHUGH,;
TISDALE, 2011). A associagdo mais utilizada para esse procedimento é a de
bussulfano, ciclofosfamida e imunoglobulina antitimocitaria (ANGELUCCI et al., 2014).
Informagdes farmacoldgicas sobre os principios ativos citados estdo descritas no

quadro seguinte.
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Quadro 5 - Informagfes farmacoldgicas dos principios ativos mais utilizados para o
condicionamento mieloablativo no TCTH.

: : Imunoglobulina
Bussulfano Ciclofosfamida antitimocitaria
Ind_ica,gao Condicionamento para TCTH Qui_miotergpia Imunossupressdo em
Primaria antineoplasica transplantes
Agente citotdxico Agente citotdxico Anticorpos p(_)l_lclgnfeus
Natureza : ; de coelho antitimécitos
alquilante alquilante h
umanos
Promove deplecdo de
Interfere na fase S e leva a linfécitos T. No sangue
apoptose. Estabelece ligacdo periférico leva a
covalente com nitrogénio ativacdo do sistema
nimero 7 da guanina. complemento na
Mecanismo | Resulta em ligacdes Idéntico ao superficie dessas
de acdo |cruzadas entre bases bussulfano células e nos tecidos
nitrogenadas da mesma fita linfoides promove
ou fitas distintas de DNA, apoptose apos induzir
inibindo, assim, a replicagéo ativagcao e proliferacdo
do DNA pela DNA polimerase excessiva dessa
linhagem
Infecgcdo, distarbios
Infeccdo, cistite, vOmito, | gastrointestinais, Infecao, neoplasia
diarreia, nausea, insuficiéncia | inibicao da | linfoproliferativa,
Reacoes hepriltica, inibicdo da espgrmatogénese e poagulagéo
adversas |Cogénese e | oogénese, m_trava;cular 3
espermatogénese, teratogénese, disseminada, reagéo
suscetibilidade a leucemia| mutagénese, doenca | anafilatica, lesdo
aguda hepatica veno- | hepatocelular
oclusiva

4.8.2 Transplante propriamente dito

Apds o término do periodo de condicionamento, o transplante propriamente dito
é realizado (ORTEGA, 2004 apud CRUZ; SANTOS, 2013). Geralmente, as CTH séao

colhidas do doador no mesmo dia do procedimento (ou descongeladas no setor de

criobiologia, caso as CTH sejam provenientes de corddo umbilical)

e sao

administradas no receptor intravenosamente através de um cateter de Hickman,

introduzido previamente, por cirurgia, na veia subclavia, jugular externa ou jugular
interna (CASTRO JUNIOR, 2002; ORTEGA, 2004 apud CRUZ; SANTOS, 2013).
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4.8.3 Pos-transplante imediato

Realizado o transplante, o paciente passa por um periodo de pancitopenia, que
perdura entre duas e trés semanas apos o transplante, em razdo da mieloablagao
prévia (PRADO; RAMOS; VALLE, 2018). Durante esse periodo o paciente € mantido
em quarto individual, com pressao positiva e filtracdo de ar por filtro de ar de alta
eficiéncia (HEPA, high efficiency particulate air) para minimizar o risco de infec¢ao por
fungos filamentosos. Também sdo administrados antibiéticos de amplo espectro,
antifungicos e antivirais como profilaxia a infec¢gdes (BATISTA et al., 2015). O suporte
hemoterapico é feito com transfusdes de concentrado de hemacias para manter a Hb
entre 9 — 11 g/dL e transfusdes de concentrado de plaquetas, para manter uma
contagem plaquetaria >50.000/mm3, minimizando o risco de hemorragias
(KRISHNAMURTI et al., 2019). A enxertia (conhecida como pega da medula), ocorre
quando ha sinais de recuperagdo da hematopoese, a saber: “...] contagem de
reticulécitos acima de 50.000/mm3, granuldcitos acima de 500/mm? e de plaquetas
acima de 20.000/mm? [...]" (PRADO; RAMOS; VALLE, 2018, p. 2056).

A alta hospitalar ocorre a partir do momento em que as complicagbes agudas
sao superadas e ha sinais clinicos e laboratoriais de sucesso da enxertia, geralmente
na quarta semana apos o procedimento. Apesar da liberacdo, o paciente passa por
acompanhamento ambulatorial frequentemente para avaliagdo do estado de saude e

deteccgao de eventuais complicagdes cronicas (RIUL; AGUILLAR, 1997).
4.8.4 Pos-transplante mediato

As eventuais complicagcdes que ocorrem nos primeiros 100 dias apos o
transplante sdo chamadas de complicagbes precoces. Dentre essas destacam-se as
infec¢cdes, pneumonite intersticial causada por reativagdo de citomegalovirus (CMV)
ou infeccdo por CMV do doador (principal causa de morte nesse periodo),
hemorragias devido a plaquetopenia, insuficiéncia cardiaca decorrente de
cardiotoxicidade por ciclofosfamida, falha de enxertia causada por microambiente
medular anormal ou infec¢do por CMV e DECH aguda (HOFFBRAND; MOSS;
PETTIT, 2008b). Essa ultima € a complicacdo de maior reconhecimento clinico
(GHIMIRE et al., 2017).
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A DECH aguda é causada por uma resposta lesiva de linfécitos TCD4+ e
TCD8+ aloreativos, provenientes do enxerto, contra tecidos de origem epitelial do
hospedeiro, especialmente pele, trato gastrointestinal e figado (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2013b). A doenca secundaria ocorre em 26-32% dos pacientes e a
intensidade varia com o grau de histocompatibilidade entre doador e receptor. A pele
€ 0 primeiro 6rgao a ser acometido e as alteragdes podem ser brandas como eritema
ou graves como eritroderma descamativo; as lesdes aos enterdcitos podem provocar
nauseas, vOmitos e diarreia sanguinolenta. O comprometimento hepatico leva a
ictericia e aumento de aminotransferases. Dada a gravidade do acometimento e
potencial evolugdo para o 6bito, a profilaxia € essencial e é realizada mediante a
administragao de inibidores da calcineurina como ciclosporina e inibidores da fase S
do ciclo celular como metotrexato durante o primeiro ano pés-TCTH (ARNAOUT et al.,
2014).

4.8.5 Pés-transplante tardio

As complicagdes mais comuns no pdés-transplante tardio incluem infertilidade,
de modo que se recomenda congelamento prévio de 6ocitos ou espermatozoides do
receptor, redugao do crescimento, especialmente se o procedimento ocorrer na fase
de estirdo, maior suscetibilidade a neoplasias devido reducao da atividade antitumoral
linfocitaria nos periodos de imunossupressao e DECH crénica. Esse ultimo ocorre em
cerca de 35% dos casos e o principal fator de risco para desenvolvé-lo é a ocorréncia
de DECH aguda (HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008b). A resposta citotoxica na
DECH aguda promove disfungao timica, redugédo da selegdo negativa dos linfocitos,
aumento de linfécitos T e B autorreativos circulantes que levam a producido de
autoanticorpos e intolerancia ao préprio, caracteristica da DECH crénica. O tratamento
€ baseado na administracdo de imunossupressores como prednisona, ciclosporina e

antimicrobianos por 2-3 anos apos o inicio dos sintomas (ARNAOUT et al., 2014).

N&o é necessario que as CTH do receptor sejam totalmente substituidas pelas
CTH do doador para a cura fenotipica da anemia falciforme. Na maioria das vezes
ocorre um quimerismo misto com porcentagem relativa de células de doador de 11%-
74%, valores suficientes para garantir a produgédo de HbA em quantidades normais
(SHENOQY, 2011).
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O sucesso do transplante resulta em declinio das hospitalizagdes, reducao das
crises de dor e independéncia transfusional (KING et al., 2019). Assim, apesar das
limitagdes, se considerado a eficacia, impacto na qualidade de vida e longevidade dos
afetados pela doenca, os beneficios do TCTH-alo HLA aparentado suplantam os
riscos inerentes ao procedimento e consolidam sua indicagéo para os individuos com
manifestagées graves ou com sinais preditivos de ma evolugéo clinica (PIERONI et
al., 2007a).
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4.9 SEGURANCA E EFICACIA DO TCTH-ALO

A anemia falciforme pode ser curada pelo transplante de células-tronco
hematopoéticas (KASSIM; SHARMA, 2017). As evidéncias cientificas que embasam
a indicagao atual dessa terapia no tratamento da anemia falciforme estao contidas em
diversos estudos clinicos, estudos observacionais retrospectivos e prospectivos
realizados a partir da década de 1980 que avaliaram os desfechos clinicos em
pacientes que receberam o tratamento em questdo (SIMOES et al., 2017).

4.9.1 Eficacia

Segundo Bernaudin et al. (2020), a probabilidade de cura do TCTH-alo
aparentado em criancas e jovens adultos é de, ao menos, 95%. A afirmacdo provém
de consideracdes sobre os resultados do estudo coorte desses autores, cuja
sobrevida livre de eventos em 5 anos em 151 transplantados entre 2005 e 2012 foi de
97,9% (IC 95%: 95,5 - 100%) (as estimativas foram realizadas segundo as
probabilidades de Kaplan-Meier e os eventos considerados foram morte, rejeicéo e
falha de enxertia). Tais resultados sdo compativeis com a sobrevida livre de eventos
em 5 anos reportada pelo estudo de Gluckman et al. (2017), que foi de 93% (IC 95%:
92-95%).

Apesar da sobrevida livre de doenca ser elevada atualmente, os transplantes
realizados antes dos anos 2000 apresentaram menor sobrevida livre de eventos.
Segundo Walters et al. (2000), a sobrevida livre de eventos (sendo eventos morte,
rejeicdo ou recorréncia de doenca falciforme) em 6 anos foi de 84% para 50
transplantes realizados entre 1991 e 1999. De acordo com Alonso et al. (2019), a
melhora dos indicadores de eficacia do transplante apds esse periodo se deve ao
oferecimento de um melhor suporte transfusional. Dentre os procedimentos de suporte
terapéutico, destaca-se a disseminacdo do uso da globulina antitimocitaria nos
estudos, que contribuiu para reducdo da rejeicdo de cerca de 20%, antes dos anos
2000, para 3%, levando ao aumento da sobrevida livre de eventos para 95%
(LOCATELLI; PAGLIARA, 2012).

Quanto ao efeito do tratamento sobre o quadro clinico, os individuos que
desenvolvem quimerismo doador > 5%, em geral, deixam de apresentar complicacdes

caracteristicas da anemia falciforme (WALTERS et al., 2001). Com o procedimento,
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cessam as crises vasoclusivas, crises algicas, sindrome toracica aguda, ocorre
regressao/estabilizacdo de doenca pulmonar restritiva (WALTERS et al., 2000). Dores
cronicas podem persistir por 3-6 meses apos o procedimento (SHENQY et al., 2017)
J4 com um quimerismo doador > 50%, o perfil de HbS do receptor torna-se
semelhante ao do doador, ou seja, ~0% para doadores AA e ~40 para doadores AS,
como pode ser observado no gréafico abaixo (WALTERS et al., 2001; BERNAUDIN et
al., 2020).

Grafico 1 — Boxplot contendo relacdo de porcentagem de HbS e categoria de
porcentagem de quimerismo doador.
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Fonte: Bernaudin et al. (2020). O grafico mostra que a porcentagem de HbS é similar ao doador (AA
ou AS) quando o quimerismo doador é > 50%.

Além disso, o TCTH-alo exerce efeito protetor contra lesbes encefalicas e
recorréncia de AVE (DALLAS et al., 2013). Segundo Bernaudin et al. (2019), o TCTH-
alo estd associado a redugcdo da velocidade do fluxo sanguineo arterial cerebral
(VSFA) (média de VSFA de 129.6 cm/s em transplantados contra 170.4 cm/s em
transfundidos cronicos, diferenca de -40.8 cm/s [IC 95% -62.9cm/s a -18.6cm/s]),
reducdo essa que contribuiria para uma menor incidéncia de complicacdes

encefalicas.

Em decorréncia do efeito neuroprotetor, a reducao da incidéncia de AVE apos
0 TCTH-alo é relatada por diversos estudos. Segundo resultados de um estudo

prospectivo multicéntrico de Walters et al. (2010), que acompanhou a evolucgao clinica
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de 59 criangcas com anemia falciforme que receberam o TCTH-alo, 90% dos individuos
com histérico de AVE prévio ao transplante (26 de 29) néo tiveram recorréncia desse
acometimento apos o transplante (a mediana de acompanhamento foi de 6.5 anos
[variagdo de 3 - 12.4 anos]). Conforme o estudo clinico de Mynarek et al. (2013), de
forma semelhante, o TCTH foi capaz de prevenir AVE nos 9 individuos com anemia
falciforme que foram avaliados; 8 deles possuiam alto risco de AVE devido presenca
de lesdes indicativas de vasculopatia cerebral. Por sua vez, no estudo prospectivo de
Dallas et al. (2013), que acompanhou 14 criancas com anemia falciforme que
receberam TCTH-alo por uma mediana de 11 anos (5.4 — 17.4 anos), nenhum dos
pacientes com enxertia sustentada apresentou evidéncia clinica de AVE ou
progressao de lesdes encefalicas segundo avaliagdo por Ressonancia Magnética,
reiterando o efeito protetor do tratamento ante acometimentos no sistema nervoso
central (SNC).

Além de apresentarem risco reduzido para recorréncia de AVE, individuos com
guimerismo doador estavel se tornam independentes de transfusdo. Segundo Walters
et al. (1996), a descontinuidade das transfusdo néo levou a episddios de crises
vasoclusivas, progressédo de doenca encefalica ou outra manifestacao debilitante em

16 transplantados que apresentaram enxertia sustentada.
4.9.2 Seguranga

Segundo Pieroni et al. (2007), a mortalidade relacionada ao TCTH-alo na
anemia falciforme varia de 5% a 10%. A incidéncia cumulativa de mortalidade
relacionada ao TCTH segundo o estudo de Gluckman et al. (2017), foi de 7%. Porém,
uma publicacdo recente apresentou uma incidéncia cumulativa de morte relacionada
ao transplante <5%, a saber, 1,4% (IC 95%: 0-3.4%), indicando que o limite inferior
da atual faixa de mortalidade pode ser menor que 5% (BERNAUDIN et al., 2020).

De acordo com Gluckman et al (2017), a sobrevida global sofre reducéao
significativa conforme a idade em que o individuo realiza o TCTH, mais precisamente,
para cada ano adicional, a razdo de risco de morte aumenta em 10% (HR 1,10 [IC
95%: 1.06 — 1.14], p <0.0001). A sobrevida global em 5 anos em individuos < 16 anos
foi de 95% (IC 95%: 93-97%) e de 81% (IC 95%: 74 — 88%) em individuos = 16 anos.
Assim, o tratamento apresenta boa sobrevida em criancas e adolescentes. Entretanto,

devido ao acumulo de lesGes organicas, adultos seriam mais afetados pela toxicidade
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do condicionamento mieloablativo e poderiam se beneficiar de regimes de

condicionamento menos intensos.

As morbidades associadas ao tratamento mais bem avaliadas foram a doencga
do enxerto contra o hospedeiro e comprometimento da capacidade reprodutiva. A
DECH é uma (potencial) doenca secundéaria ao tratamento que contribui para o
aumento do risco de morte do TCTH (HULBERT; SHENOY, 2018). A condicdo é
tratada com uso prolongado de glicocorticoides, o que aumenta o risco de
complicagBes infecciosas potencialmente irreversiveis (LUCARELLI et al., 2012).
Mesmo com a profilaxia, a incidéncia de DECH aguda varia entre 15-20% e de DECH
cronica varia entre 10-20% e €, portanto, uma reacao adversa que pode limitar a
indicacdo da terapia (BOLANOS-MEADE; BRODSKY, 2009)

Segundo Shenoy et al. (2017), a maioria dos pacientes que recebe
condicionamento mieloablativo desenvolve infertilidade. O risco de infertilidade em
homens tratados com bussulfano/ciclofosfamida € de 50%. Segundo avaliacdo da
funcdo gonadal em individuos > 14 anos realizada no estudo de Walters et al. (2010),
0s niveis de testosterona estavam reduzidos em 76% dos adolescentes do sexo
masculino (10 de 13). Ja em adolescentes do sexo feminino, 57% apresentaram niveis
elevados de gonadotrofina e niveis reduzidos de estradiol, indicativo de faléncia
ovariana. Devido ao risco de infertilidade em ambos os sexos € recomendado a
criopreservacdo do tecido ovariano, testicular/sémen antes do transplante
(BERNAUDIN et al., 2020).

Ja Eggleston et al. (2007), avaliaram o impacto do transplante no crescimento,
uma variavel importante a ser considerada ja que o procedimento é realizado
sobretudo em crian¢as. Segundo os autores, o TCTH-alo ndo compromete, em geral,
0 crescimento de criancas, contudo, o crescimento pode ser reduzido caso o
tratamento seja realizado préximo ou durante o periodo de estirdo de crescimento que
ocorre na puberdade devido a toxicidade gonadal do bussulfano poder levar a reducao

da secrecdo de hormoénios sexuais que contribuem para esse processo.

Em suma, a grande maioria das criangas e adolescentes que recebem o TCTH-
alo mieloablativo aparentado ficam livre das complicagdes clinicas da anemia
falciforme (KRISHNAMURTI, 2007). Em adultos, entretanto, o procedimento tem sido

associado a maior morbidade e mortalidade, de modo que a idade € um importante
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fator prognéstico para o desfecho do transplante (GLUCKMAN et al., 2017). Associado
ao transplante ha alto risco de infertilidade e risco consideravel de desenvolvimento
de doencga secundaria como o DECH, complicagdes que devem ser consideradas na
avaliacéo risco beneficio do tratamento (WALTERS, 2015; SHENOY et al., 2017).
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4.10 PRINCIPIOS DA TERAPIA GENICA

A terapia génica consiste na modificacdo genética de células para aliviar o
sofrimento ou curar doentes. E uma modalidade terapéutica em investigacio para o
tratamento de doencgas graves e de dificil resolu¢cdo por terapias convencionais,
principalmente, neoplasias malignas, doencas cardiovasculares, doencas infecciosas
(sobretudo, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida [AIDS, do inglés, Acquired
Immunodeficiency Syndrome]) e doencas hereditarias monogénicas como as
hemoglobinopatias. (NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2002; ARTIOLI; ROSARIO;
ANTONIO, 2007).

Inicialmente, de uso restrito a ambientes controlados como laboratorios e
centros de pesquisa clinica, a terapia génica tem sido gradualmente inserida na
pratica clinica. (GONCALVES; PAIVA, 2017). Em 2017, houve a primeira aprovagao
de um produto de terapia génica nos Estado Unidos da América (EUA), o Kymriah®
para tratamento de leucemia linfoblastica aguda, e, desde entdo, ao menos 9 terapias
génicas também foram aprovadas no pais (DALEY, 2020; FDA, 2017). Recentemente,
o0 primeiro produto de terapia génica (Luxturna®) foi aprovado no Brasil; uma
abordagem inédita, agora disponivel em territério nacional, para tratamento da perda
de visdo (ANVISA, 2020).

4.10.1 Métodos de transferéncia génica

Os agentes terapéuticos utilizados para modificacdo genética das ceélulas sao
os &cidos nucleicos (principalmente DNA). Como os acidos nucleicos nao se difundem
pela bicamada (antes dependem da endocitose para serem capturadas) técnicas de
transferéncia quimica, fisica ou biol6gica de material genético (figura 11) séo utilizadas

para otimizar a incorporacao celular dos agentes terapéuticos (DANI, 2000).

Figura 11 — Principais modalidades de transferéncia génica.
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Fonte: Adaptado de Bioninja, [20177].



68

4.10.1.1 Métodos fisicos

Nos métodos fisicos o DNA entra na célula de forma mecénica. Na
eletroporacgéo, pulsos elétricos alternados formam poros na membrana plasmaética,
facilitando a entrada do DNA. Por sua vez, na microinjecdo, uma agulha muito fina €
usada para a injetar o DNA diretamente no interior celular. Ja na biobalistica,
microesferas de ouro ou de tungsténio sao projetadas sob alta velocidade na direcao
das células. Apesar da taxa elevada de transfeccdo para a eletroporacdo e
biobalistica, a morte celular associada é alta. J& na microinjecdo, o numero de células
transfectadas é baixo. (DANI, 2000; NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2002).

4.10.1.2 Métodos quimicos

Nos métodos quimicos, compostos catidnicos sao associados ao DNA para
reduzir a repulséo eletrostatica da face externa da membrana plasmatica (carregada
negativamente) pelo acido nucleico e facilitar a entrada por endocitose. DNA-fosfato
de calcio (formado pela adicdo de DNA a uma mistura de cloreto de calcio e fosfato,
em pH adequado) e DNA-lipossomas (vesiculas compostas por fosfolipidios
catibnicos organizados em bicamada) sédo os métodos mais utilizados na transferéncia
guimica, conforme mostra a figura 12 (BATISTA et al., 2007; DORNELLES et al.,
2010).

Figura 12 — Métodos quimicos empregados na transferéncia génica.
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4.10.1.3 Métodos bioldgicos

Nesse método, a transferéncia génica é realizada por virus recombinantes
(TENDELOO; BROECKHOVEN; BERNEMAN, 2001). E 0 método mais utilizado em
estudos de terapia génica, e, também, o mais eficiente (AMOR, 2001). Para isso, as
sequéncias replicativas do virus ou codificantes de proteinas virais sdo deletadas e as
sequencias residuais sdo recombinadas com uma sequéncia terapéutica de interesse,
(figura 13). Isso permite que o virus transfira 0 material genético, mas ndo complete o
ciclo infeccioso (TENDELOO; BROECKHOVEN; BERNEMAN, 2001; NARDI;
TEIXEIRA; SILVA, 2002).

Figura 13 — Processo de construcédo de vetor viral para terapia génica.
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Fonte: Linden, 2010

Os vetores virais sao construidos, principalmente, a partir de virus provenientes
de umas das seguintes familias: Adenoviridae (familia dos adenovirus), Retroviridae
(familia dos retrovirus, incluindo a subfamilia dos lentivirus), Parvoviridae (familia dos
virus adenoassociados), Herpesviridae (familia dos herpesvirus) (AL-DOSARI; GAO,
2009). Cada vetor tem caracteristicas distintas (quadro 6) e a escolha do mais
apropriado depende do tipo celular alvo, tamanho do inserto, duragdo desejada da
expressao do transgene (TENDELOO; BROECKHOVEN; BERNEMAN, 2001).
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Quadro 6 — Comparacéo entre vetores virais utilizados na terapia génica.

Retrovirus  Lentivirus Herpesvirus Adenovirus  Adeno-associado
Genoma viral RNA RNA RNA DNA DNA
Capacidade ~9kB ~10kB >30kB ~30kB ~4,6kB

Integracdo no genoma
do receptor

Duragao da expresséo
do transgene

Sim Sim Sim Nao Rarissima

Longa

Longa Longa Transitéria  Transitoria . p -
(células pos-mitéticas)

Imunidade preexistente

Nao Nao Sim Sim Sim
no receptor
. Mutagénese Mutagénese Resposta Resposta Resposta
Efeitos adversos - . . A . - . pa . b
insercional insercional inflamatéria inflamatéria inflamatéria leve

Fonte: Gongalves; Paiva, 2017

Apesar da eficiéncia, h& riscos associados ao uso de vetores virais.
Dependendo da imunidade prévia do receptor pode haver resposta inflamatéria
acentuada e, ainda, para os virus que se integram no genoma do hospedeiro ha risco
de oncogénese, devido a possibilidade de ocorréncia de mutagénese insercional.
Assim, o ajuste de dose e a escolha de vetores que ndo tendem a se integrar em sitios
relacionados a cancer tém servido de estratégia para aumentar a seguranca dos
tratamentos (OLIVEIRA et al., 2018).

4.10.2 Modificacdo genética in vivo e ex vivo

A modificacao genética pelo agente terapéutico pode ocorrer fora do organismo
vivo, que é a modificag&o ex vivo, ou diretamente no organismo, a modificagdo in vivo
(figura 14). A primeira é realizada em tecidos acessiveis como sangue e pele. Ja a

segunda, em alvos de dificil acesso (p.ex. tecido nervoso) (AMOR, 2001)

Figura 14 — Terapia génicain vivo e ex vivo.

Transplante autélogo
das células modificadas

In vivo Ex vivo
L 4 *'
& & Transferéncia in vitro do
& transgene as células
L 4 (por vetor viral ou nao viral)

Injecdo no
organismo

Células colhidas

L]
' = 5
@Gene de interesse § Gene de interesse

Fonte: Lonza, [20197]

Insercédo
em vetor viral
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Em geral, enquanto a transferéncia de genes por métodos fisicos e quimicos
(exceto lipofeccdo) se restringem a modificacdo ex vivo, 0s vetores virais sao

frequentemente empregados na modificacéo celular in vivo (DANI, 2000).

4.10.3 Mecanismo de acao da terapia génica

Essencialmente, a terapia génica permite que as células tenham uma disfuncao
corrigida ou ganhem uma fung&o. Assim, trés tipos de intervencdes celulares podem
ser realizadas para producdo de efeito terapéutico: (1) adicdo de transgene, (2)
inibicdo da expressdo de gene enddgeno, (3) reparo de gene enddgeno, como
esquematizado na figura 15 (TANG; XU, 2020).

Figura 15 - Representacdo esquematica dos trés principais mecanismos de
modificacdo genética utilizados na terapia génica.

A) Adicéo de genes B) Inibicdo de genes C) Reparo de genes
auti ene silenciador ene mutado ene reparador
Fatores genéticos gENGIEEEEID gene imikaro g g A p
elou ambientais \QQQG\ XOOKX M
l
| * * * | edlgao
iNIDICAO  wrwwrerr
: adicéio .‘.. T | :
e
| v M | »»
v !
doenca correéo ‘ ‘ 1 XOOKX
I
v v v v
doenca correcao doenca correcao

Fonte: Wang; Gao, 2014

Na primeira, um gene exogeno é entregue as células-alvo e restaura a funcéo
de um gene defectivo. Na segunda, pequenas moléculas de acido ribonucleico (RNA,
do inglés, ribonucleic acid) em forma de grampo de cabelo (ShRNA, do inglés, short
hairpin RNA) podem ser construidos para reduzir a formacao de produtos de genes
defectivos ao inibir a traducdo do RNA mensageiro (MRNA, do inglés, messenger
RNA) do gene alvo (inibicdo pds-transcricional). Na ultima, uma sequéncia alvo no
genoma pode ser corrigida a partir da inducao de quebra na dupla fita do DNA seguida
por reparacao do local segundo um molde de DNA entregue a célula. Esse ultimo
processo € conhecido como edi¢cdo génica e € uma das abordagens utilizadas, no

presente, para modificacdo permanente do genoma.(TANG; XU, 2020).
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4.11 EDITORES GENOMICOS

Apesar da adicdo de genes ser a estratégia de modificacdo genética mais bem
estabelecida, os editores de genoma desenvolvidos nas Ultimas duas décadas tém
gerado grande impacto no desenvolvimento de terapias génicas. Esses sao sistemas
com capacidade de clivagem sitio-especifica que permitem inserir, deletar ou corrigir
uma sequéncia gendmica de interesse. Isso € possivel pois as quebras na dupla fita
do DNA, feitas por nucleases que compdem esses sistemas, estimulam mecanismos
endogenos de reparo do DNA, a saber, reparo dirigido por homologia (HDR, do inglés,
homology directed repair) e unido de extremidades ndo homélogas (NHEJ, do inglés,
nonhomologous end-joining), ambos esquematizados a baixo (MAEDER;
GERSBACH, 2016).

Figura 16 — Representacdo esquemaéatica de mecanismos de reparo do DNA.

X

Quebra do DNA
induzida por nuclease

=/ O\

Delecéao
cees Molde doador
Insercéo -’ HDR
Indels de comprimento variavel ¢

Insercédo ou correcdo precisa
Fonte: PIKPNG, [20197].

Na unido de extremidades ndo homologas, as extremidades clivadas sdo
religadas independente de molde. No processo, podem ocorrer insercdes ou delecdes
(indels) de nucleotideos para compatibilizar as extremidades. A presenca dos indels,
geralmente inativa o gene alvo. Ja no reparo dirigido por homologia, had dependéncia
de um molde de DNA, que pode ser a cromatide irma, cromossomo homaélogo, ou no
caso da edicao génica, um DNA contendo a sequéncia desejada de reparo. Mediante
a quebra, a extremidade clivada invade a sequéncia homologa de DNA e é estendida
a partir das sequéncias do molde, permitindo posterior unido por complementariedade

de bases das extremidades clivadas. A expressao transitoria desses sistemas resulta
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em modificacdo permanente do genoma. (BRANDSMA; GENT, 2012; MAEDER,
GERSBACH, 2016; YAN et al., 2020).

Dentre as ferramentas de edicdo gendmica destacam-se trés: ZFN, TALEN e
CRISPR-Cas9. (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013) A composi¢cdo e mecanismo de

acao de cada uma dessas serao discutidos a seguir.

4.11.1 Nucleases dedos de zinco

As nucleases dedos de zinco (ZFN, do inglés, zinc-finger nucleases) séo
proteinas quimeéricas compostas por dois dominios, sendo um deles o de ligacdo ao
DNA e o outro, de clivagem da dupla fita (CARROLL, 2011). A quebra da dupla fita é
realizada pelo dominio catalitico da endonuclease Fokl (BITINAITE et al., 1998).
Sozinho, esse dominio ndo é capaz de clivar o DNA de forma especifica, assim,
associado ao sitio ativo da Fokl encontra-se uma série de dedos de zinco
programaveis, capazes de reconhecer uma sequéncia alvo (figura 17). Esses ultimos
sdo dominios proteicos de cerca de 30 aminoacidos comumente encontrados em
fatores de transcricAo que sdo estabilizados por um atomo de zinco e cuja
conformacao assemelha-se a um dedo. Cada dedo de zinco € capaz de reconhecer 3
pares de bases, de modo que 6 dedos de zinco sdo necessarios para garantir
especificidade minima de reconhecimento de uma regido genémica. Devido ao fato
da Fokl exercer acdo catalitica apenas na forma de dimero, duas nucleases dedos
de zinco precisam ser desenvolvidas para que, os dedos de zinco associados a
sequéncias vizinhas, permitam a interacdo entre dois monémeros contendo o sitio
ativo da enzima. (CARROLL, 2011; VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2016).

Figura 17 — Representacao esquematica do mecanismo de acdo de nucleases dedo de
zinco.

Dedos de zinco

Fonte: Vasconcelos; Figueiredo, 2016
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4.11.2 TALEN

As nucleases com efetores do tipo ativador transcricional (TALEN, do inglés,
transcription activator-like efetor nucleases) sdo endonucleases quimeéricas artificiais
compostas por um dominio de ligacdo ao DNA e um dominio catalitico da enzima Fok1
(figura 18a). Cada repeticdo de 34 residuos de aminoacidos do dominio de ligacdo ao
DNA interage com um unico nucleotideo. A especificidade da interacao é determinada
por uma combinacao de dois aminoacidos nas posicdes 12 e 13 de cada repeticao,
regido chamada de repeticdo variavel di-residual (RVD do inglés, repeat variable
diresidue) (figura 18b). A combinag&o de varias repeticdes contendo RVDs distintos
permite direcionar a nuclease a qualquer sequéncia de nucleotideos do DNA. Para a
introducdo de uma quebra na dupla fita do DNA é necessario a formacédo de um
dimero de Fok1, assim, € necessario a construcdo de duas TALENS, cujos dominios
de ligacdo ao DNA se associam a sequéncias opostas entre si (DENG et al., 2014;
NEMUDRYI et al., 2014).

Figura 18 — Representagcdo esquematica da estrutura das TALENSs.

a) Fokl

|
r

b)

LTPZQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

123456 7891011121314 15161718192021222324252627282930313233 34

Fonte: Adaptado de Deng et al., 2014; Wright et al., 2014. a) As sequéncias repetitivas de
aminodcidos do dominio de ligacdo ao DNA (DBD) encontram-se representadas pelas elipses pareadas
a bases nitrogenadas, enquanto as tesouras representam a endonuclease Fokl. b) Representacdo da
estrutura secundaria e priméria de uma sequéncia repetitiva. Destacado em vermelho encontram-se as
posi¢8es dos residuos responsaveis pelo reconhecimento dos nucleotideos.
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4.11.3 CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 é uma ferramenta de edicao genética adaptada de um sistema
de defesa bacteriano contra bacteriofagos e plasmideos. A técnica permite induzir
guebra na dupla fita de DNA de forma sitio-especifica por meio da acdo catalitica da
endonuclease Cas9, a partir do reconhecimento da interagdo RNA-DNA pela enzima
(CASTRIGNANO, 2017).

Descobertas inicialmente em Escherichia coli, CRISPR sao repeticbes
nucleotidicas curtas em palindromo (CRISPR, do inglés, clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) encontradas no genoma de alguns procariotos.
Essas sé&o intercaladas por sequéncias de 20 pares de base de DNA invasor
(espacadores) inseridas no DNA cromossomal durante uma infeccdo primaria
(VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2015). Em infec¢bes secundarias, o locus CRISPR
e transcrito em mRNA, e, em seguida, processado em RNAs menores, constituidos
de sequéncias de espacadores e sequencias repetitivas (CRISPR RNA ou crRNA)
gue permitem a formacdo de um duplex com o RNA CRISPR transativador (tracrRNA,
do inglés, trans-activating CRISPR RNA) que é transcrito upstream ao locus CRISPR
e permite a estabilizacdo da estrutura do guia de RNA (figura 19). Esses, unidos,
associam-se e ativam a nuclease, para entéo, a direcionarem ao sitio alvo, permitindo
a clivagem do DNA exdgeno e inibicdo da progressao da infecgéo, processo ilustrado
abaixo (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Figura 19 — Representagcdo esquematica do mecanismo de a¢cdo do complexo CRISPR-

Cas9.
3" &
crRNA tracrRNA
3
Cas9

5' \

PAM site

Genomic DNA

Fonte: (STEMCELL, 2020) A clivagem da dupla fita de DNA pelo complexo CRISPR-Cas9 envolve a
interacdo de DNA alvo, duplex de RNA (crRNA + tracrRNA) e a nuclease Cas-9. Formado o hibrido
DNA-RNA, dois sitios ativos (HNH e RuvC-like, representados por tesouras) hidrolisam a ligacdo
fosfodiéster de cada uma das fitas do DNA a 3 pares de bases upstream a sequéncia NGG encontrada
no DNA gendmico. PAM (motivo adjacente ao protoespacador) refere-se a sequéncia nucleotidica
NGG, localizada no DNA, que sinaliza para a abertura da dupla fita pela Cas-9.
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Para a realizacdo de experimentos de edi¢cdo genética, os componentes do
sistema foram modificados de forma que uma molécula Unica de RNA programavel,
gue une caracteristicas de crRNA e tracrRNA, chamado de guia Unico de RNA
(sgRNA, do inglés, single guide RNA) fosse necessaria para guiar a nuclease. Assim,
devido a facilidade com gue o complexo pode ser desenvolvido, quando comparado
ao TALEN e ZFN, esta € considerada, atualmente, a principal ferramenta de edicdo
genética, cujo potencial estd sendo explorado para tratamento de diversas doencas
genéticas, como as hemoglobinopatias (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

Devido ao impacto sem precedentes da aplicacdo dessa tecnologia, sobretudo
na agricultura e na medicina, as pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer
Doudna foram laureadas com o Prémio Nobel de Quimica de 2020, por
desenvolverem esse complexo artificial de facil programacéo para edicdo genética. A
inovacao tem permitido o melhoramento genético de plantas para resistir a pragas,
como também, tem tornado viavel o desenvolvimento de estratégias potencialmente
curativas para doengas genéticas hereditarias (como a anemia falciforme) e
adquiridas (como alguns tipos de neoplasias) em diversos centros de pesquisa do
mundo (THE NOBEL PRIZE, 2020).
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4.12 TERAPIA GENICA PARA ANEMIA FALCIFORME

Como dito, a terapia génica consiste na modificacdo genética de células para
aliviar o sofrimento ou curar doentes (NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2002). Na anemia
falciforme, o objetivo desse tratamento € aumentar a sintese de hemoglobinas com
propriedades antifalcizantes no eritrocito e, assim, evitar as complicacdes clinicas
decorrentes da presenca da HbS (HOBAN; ORKIN; BAUER, 2016a).

Para que isso seja possivel, € necessario a realizacdo de um transplante
autdlogo de células-tronco hematopoéticas (figura 20). Nesse, as CTH séo colhidas,
principalmente, da medula 0ssea e, eventualmente, do sangue periférico do paciente
(o0 uso de corddo umbilical € incomum) (HSIEH; TISDALE, 2018). Em seguida, as
células sdo mantidas ex vivo em meio de cultura e sdo modificadas por vetor viral ou
nao viral. Posteriormente, essas sdo reinfundidas no paciente condicionado
previamente por regime mieloablativo (esse ultimo favorece, na medula O6ssea, a
expanséao das CTH modificadas em detrimento das CTH nativas). (ROMERO; DEWITT;
WALTERS, 2018).

Figura 20 — Visdo geral das etapas necessarias para a terapia génica para anemia
falciforme.

&
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Fonte: Adaptado de Romero; Dewitt; Walters, 2018. A entrega da construcdo para as CTH pode
ser realizada por meio de vetor viral (transdugéo) ou ndo viral (transfec¢éo).

Vale ressaltar que, apos o individuo receber o tratamento, todas as células da
linhagem linfoide e mieloide que derivem das CTH transfectadas/transduzidas
também se tornam modificadas geneticamente. Entretanto, a produgcdo de

hemoglobina antifalcizante sempre é restrita aos eritrocitos. Isso acontece em razao
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dos genes alvos da terapia (enddgenos ou exdgenos) estarem sob controle
transcricional eritroide-especifico, ou seja, a transcricdo dos genes terapéuticos so é
ativada na presenca de fatores de transcri¢cdo que estéo presentes nos eritrocitos. Isso
garante que o fendétipo de linhagens néo eritroides ndo seja alterado pelo tratamento
(BUNN, 1997; DUNBAR et al., 2018).

4.12.1 Estratégias de terapia génica

Em relacdo aos métodos que permitem corrigir o fenotipo falciforme, diversas
estratégias de modificacdo da informacéo genética das CTH tém sido desenvolvidas
ao longo dos ultimos 40 anos. O potencial terapéutico de muitas dessas esta sendo
investigado em ensaios clinicos. Em suma, essas estratégias podem ser classificadas
em trés abordagens principais: adicdo, corre¢cdo e inducdo de genes, todas
representadas na figura abaixo (HOBAN; ORKIN; BAUER, 2016a).

Figura 21 — Representacdo esquematica das principais estratégias de terapia génica
para anemia falciforme.
Adicdo
de genes

-

correcao
de genes
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Fonte: Hoban; Orkin; Bauer, 2016. Adicdo de genes: transgene codificador de globina antifalcizante
(B-nativa/recombinante ou y) é transferido a CTH por lentivirus. Corregéo de genes: Alelo 3s é
reparado por editor gendmico, permitindo producdo de [B-globina nativa. Inducdo de HbF:
Repressor de HbF (BCL11A) é inibido, permitindo alta producdo de HbF, um carreador funcional
de oxigénio e que inibe a polimerizacéo de HbS.
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4.12.1.1 Adicao de genes

A adicdo de genes foi a primeira estratégia utilizada em estudos de terapia
genica envolvendo a anemia falciforme e é a que se encontra em estdgio mais
avancado de estudo clinico (LEONARD; TISDALE; ABRAHAM, 2020). Os estudos
iniciais na década de 1980 utilizaram como vetor os retrovirus devido a alta taxa de
transducdo e de integracdo do inserto no genoma do hospedeiro. O transgene
principal, até entdo, era a beta-globina humana nativa. Entretanto, a incapacidade de
adicionar sequencias reguladoras (enhancers) grandes no inserto foi um fator que
limitou 0 uso do vetor devido a baixa expresséao dos transgenes (BANK; MARKOWITZ;
LERNER, 1989).

Nos periodos posteriores, principalmente apés os anos 2000, tornou-se
comum o uso de construcdes lentivirais devido a possibilidade de uso de insertos
grandes e a capacidade do vetor em transduzir células em GO, estado em que a
maioria das CTH se encontram. Também difundiu-se o uso de transgenes contendo
hemoglobinas beta com muta¢des antifalcizantes Unicas ou multiplas tais como T87Q
(substituicdo de treonina por glutamina na posicdo 87), E22A (substituicdo de
glutamato por alanina na posicéo 22), G16D (substituicdo de glicina por aspartato na
posicdo 16), mutacbes essas baseadas nos residuos encontrados na estrutura da
gama e delta globina que conferem a essas globinas grande propriedades
antifalcizantes (TAKEKOSHI et al., 1995; ROMERO; DEWITT; WALTERS, 2018).

A mutacdo T87Q, devido a cadeia de maior comprimento da glutamina em
relacdo a treonina, impede o contato lateral da Val Beta-6 com sitios hidrofobicos
Phe85 Beta-6 e Leu88 Beta-6 de tetrameros adjacentes (inibe o contato lateral dos
polimeros de HbS). Ja a mutacdo E22A, devido a apolaridade da alanina em relagéo
ao glutamato (carga negativa), impede a interacao estavel beta-globinica com a carga
positiva do grupo imidazol da Hys alfa-20 de tetrdmeros proximos (inibe o contato
polimérico axial) (MCCUNE et al., 1994). Por sua vez a mutagdo G16D aumenta a
afinidade da beta-globina pela alfa globina, favorecendo a montagem do tetramero de
Hb contendo a mutacéao antifalcizante (LEVASSEUR et al., 2003; ROMERO; DEWITT,;
WALTERS, 2018).

Além da beta-globina, a y-globina também ja foi utilizada como transgene

(figura 22). O intuito da entrega dessa globina a CTH & o de mimetizar os efeitos da
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alta expresséo de HbF que esta associada negativamente a eventos vasoclusivos e
outros sintomas caracteristicos da doenga, um evento que ocorre naturalmente em
individuos falciformes que apresentam HPFH e que apresentam complicacdes de
menor gravidade (PESTINA et al., 2009; LEONARD; TISDALE; ABRAHAM, 2020).

4.12.1.2 Correcao de genes

As estratégias para corrigir a mutacdo pontual c.20A>T no gene HBB se
beneficiam do mecanismo endégeno de reparo do DNA dirigido por homologia. Em
estudos in vitro, nucleases como Fokl (sistemas TALLEN, ZFN) e Cas9 (sistemas
CRISPR/Cas9) tém sido utilizadas para induzir quebras sitio-especificas no interior do
exon 1 do gene HBB em CTH CD34+ provindas de individuos com AF. A partir de
entdo, devido ao mecanismo de HDR, a maquinaria de reparo celular é capaz de
utilizar a cromatide irma como molde para induzir o reparo da fita clivada. Para que a
correcao ocorra, entretanto, além dos sistemas de edicdo genbémica é fornecidaa CTH
uma sequéncia nativa do gene HBB para ser utilizado como molde. Ocorrendo o
reparo é possivel, a partir da diferenciagcdo e maturacdo celular, a sintese da beta-
globina nativa e de HbA (HOBAN et al., 2016; PARK et al., 2019).

4.12.1.3 Inducao de genes

As abordagens de inducdo de genes visam elevar a sintese de HbF no
eritrocito. Um alvo terapéutico de grande interesse na terapia génica para AF € o gene
de linfoma/leucemia de células-B 11 A (BCL11A, do inglés, B-cell ymphoma/leukemia
11A) um fator de transcricdo que atua como repressor do gene da gama globina
(ACTON, 2011). A inducéo de indels em sitios do enhancer de BCL11A (p.ex. +58
DHS) pelo mecanismo de unido de extremidades ndo homdélogas apds uso de ZFN,
TALEN e CRISPR-Cas9 é uma das abordagens que permite reduzir a expressao do
repressor, aumentar a expressao de y-globina e HbF nas CTH modificadas (BAUER
et al., 2013; CANVER et al., 2015; VIERSTRA et al., 2015)

Além dos editores gendmicos, uma alternativa utilizada para inducao de HbF &
o uso de RNA de interferéncia (RNAI) para realizar a inibicdo pés-transcricional do
BCL11A. Por meio do uso de uma construcao lentiviral contendo shRNA direcionado

ao transcrito do repressor, foi possivel a realizagdo do knockdown de BCL11A em
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CTH obtidas de doadores humanos saudaveis, resultado numa expressao de HbF >

50% nas CTH transduzidas (GUDA et al., 2015).

Figura 22 — Representacdo esquematica de construcdo lentiviral contendo como inserto
0 gene da y-globina humana.

AU3 | R| U5 B4 Agag HcPPT|RRE AU3 |R| U5
B-Globina 3’-UTR BPr 1,097 bp 869 bp 1,254 bp

HS2 HS3 HS4

v-Globina

Fonte: Adaptado de Pestina, 2009. Nos insertos é comum a presenca de sitios hipersensiveis a
DNAse | da regido reguladora do locus da beta-globina humana representados por HS2, HS3 e HS4,
um promotor beta-globinico seguido da regido codificante contendo o gene globinico (nesse caso, o
gene y). Nessa construcdo também foi adicionado enhancers locais do gene da beta-globina(beta-
globina3’UTR) para potencializar a expressao do transgene. Acima, representacao dos elementos do
vetor lentiviral do tipo SIN (self-inactivating); contendo repeti¢cdes terminais longas (U3, R U5), destaque
para dele¢Bes nos promotores e enhancer do vetor (U3) para minimizar ativacido de genes adjacentes,
elemento responsivo rev (RRE), polipurina central (cPPT).
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4.13 AVALIACAO PRE-CLINICA DA SEGURANCA E EFICACIA DA TERAPIA
GENICA PARA ANEMIA FALCIFORME

A aplicacéo de terapias experimentais em seres humanos deve ser realizada
por meio de ensaios clinicos (figura 23). Porém, para minimizar o risco de reagdes
adversas nos participantes da pesquisa é necessario que a seguranca e eficacia da
intervencdo sob investigacdo sejam previamente estabelecidas em modelos
experimentais, por meio de ensaios pré-clinicos. Esses ensaios podem ser realizados
em células, tecidos ou 6rgaos isolados (in vitro), ou diretamente em organismos Vvivos
(in vivo) (GALVAO, 2014; CLINICALINFO, 2020).

Figura 23 — Fases dos ensaios clinicos.
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Fonte: BIOTECHINVESTIMENTS (2020). Os ensaios clinicos sdo estudos em voluntarios
humanos. A fase pré-clinica, geralmente, é realizada em modelo animal e da indicios da eficacia e
toxicidade do tratamento. A fase | é realizado em poucos voluntarios (saudaveis ou doentes sem opgao
terapéutica). o objetivo é estabelecer a seguranca inicial. A fase Il € realizada com namero maior de
individuos. Avalia-se a seguranca e eficacia. A fase Ill é realizada com milhares de participantes para
confirmacédo da seguranca e eficacia numa populacdo com maior variabilidade genética. A partir desse
a terapia pode ser submetida a agencias regulatérias para uso comercial. A fase IV envolve a
farmacovigilancia p6s-comercializagdo para consideracdes sobre reacfes adversas ndo detectadas
nas fases anteriores.

Os principais modelos utilizados nos estudos de terapia génica para anemia
falciforme séo as CTH (CD34+) colhidas da medula 6ssea de pacientes com anemia
falciforme ou camundongos transgénicos que expressam HbS e que apresentam
complicagBes similares a doenca humana (p. ex. camundongos Berkeley). Enquanto
as culturas celulares sao, geralmente, utilizadas para avaliar a influéncia da
intervencdo no grau de falcizacdo dos eritrocitos e proliferacéo celular, os modelos
animais séo Uteis para identificar o impacto sistémico da terapia, principalmente, por
meio de avaliacdo da histolégica dos 6rgdos comumente afetados pela isquemia
(PASZTY et al., 1997)
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4.13.1 Adicdo de genes

Como ja relatado, as estratégias que visam a cura da anemia falciforme por
adicdo de genes globinicos sao diversas. Muitas dessas abordagens apresentaram
resultados encorajadores na fase pré-clinica, de modo que, serviram de embasamento
para a investigacao do potencial terapéutico em seres humanos (DEMIRCI; UCHIDA;
TISDALE, 2018).

Na década de 1990, McCune et al. (1994) apresentaram os primeiros indicios
de que uma hemoglobina recombinante teria a capacidade de inibir a eritrofalcizacao
de modo similar a HbF. Segundo o estudo desses autores, a adicdo de HbAS2 (Hb
contendo beta-globina com mutacéo T87Q e E22A) a solugcéo de HbS em uma razao
1:4 foi capaz de atrasar a formacédo de polimeros de HbS em ambiente hipoxico (5%
de pO2) na mesma intensidade que a HbF. Com isso, segundo os autores, o resultado
seria sugestivo de que uma construcao lentiviral que pudesse levar a expressao de

HbAS2 a 25% da Hb total teria potencial terapéutico in vivo.

Na década seguinte, estudos delineados para avaliar o potencial terapéutico in
vivo de constru¢cbes com hemoglobinas antifalcizantes, como os de Levasseur et al.
(2003), foram desenvolvidos. Segundo esses, uma dose Unica de CTH autdlogas
transduzidas por vetor lentiviral contendo sequéncia codificadora para HbAS3 (Hb
com mutacdes T87Q, E22A e G16D na cadeia beta-globinica) foi capaz corrigir o
fenotipo falciforme em camundongos modelo da doenga (KO-TG-B6) O transplante
autdlogo foi capaz de aumentar a contagem total de eritrocitos e hemoglobina total,
reduzir reticulocitose e inibir a eritropoese extramedular (hepatica). Houve aumento
expressivo da capacidade de concentrar urina (indicador de melhora da funcéo renal),
além de reducdo de 3x de esplenomegalia e auséncia de deteccdo de infarto
esplénico. A expressdo de HbAS3 variou de 20-25% e os resultados foram replicados
em recipientes secundarios avaliados 7 meses ap0s o0 transplante, indicando

expressao persistente do transgene.

Resultados similares de correcdo do fendtipo falciforme em camundongos
Berkeley foram demonstrados pelo estudo de Pestina et al. (2009). Nesse ensaio, a
eficacia terapéutica da expressdo do gene da gama-globina (HBG, do inglés
hemoglobin subunit gama) pelo vetor lentiviral V5m3 foi avaliada. Nos camundongos

adultos (5 meses), cujas CTH foram modificadas pelo tratamento, a producédo média
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de HbF foi de 48% do total de Hb (nessa fase de vida, a [HbF] é baixa camundongos
nao tratados), indicando potente expressao do transgene. Nos camundongos tratados
também houve aumento da contagem de eritrocitos e Hb total. Drepandcitos foram
raros ou ausentes no esfregaco de sangue periférico (figura 24). Além disso, enquanto
as altera¢6es pulmonares foram minimas, os parénquimas renal e esplénico estavam
preservados, sem lesdes aparentes, o0 que reforca a capacidade de preservacao de
danos organicos secundarios sob producéo > 30% de hemoglobina antifalcizante. Nao
menos importante, casos de leucemias ndao foram detectados nos camundongos
tratados.

Figura 24 — Fotomicrografias de esfregaco de sangue de camundongos Berkeley
evidenciando o impacto do tratamento com vetor V5m3 no grau de poiquilocitose.

Fonte: Pestina et al. (2009). No esfregago do camundongo tratado (V5m3), os drepandcitos estio
ausentes. Ja no esfregaco do camundongo controle (Mock), as poiquilocitoses sdo abundantes.

Apesar das evidéncias de cura do fenotipo falciforme em modelos in vivo, a
avaliacdo da seguranca carecia de investigacbes mais robustas, especialmente
guanto ao potencial oncogénico dos lentivirus. Devido a caracteristica de se integrar
ao genoma, a construcdo pode ativar a expressao de genes adjacentes ao sitio de
integracdo, e, sendo esse um proto-oncogene, a transformacdo maligna da célula
pode ser iniciada. Assim, 0s ensaios pré-clinicos desenvolvidos a partir de 2010
incluiram a avaliacdo do potencial genotéxico dos vetores para esclarecer o risco
oncogénico da terapia com esses vetores (HOBAN; ORKIN; BAUER, 2016b).

Segundo Urbinati et al. (2015), CTH transduzidas por dois vetores lentivirais
distintos carreando sequéncias da globina B*S® (beta-globina com mutacdes T87Q

E22A e G16D) e da gama globina, respectivamente, ndo apresentaram alteragdes no
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perfil de proliferacdo ou diferenciagcdo celular em comparacdo com CTH nao

transduzidas (controle negativo).

J& no estudo de Urbinati et al. (2017), apesar de 3 camundongos (de um total
de 57) terem desenvolvido neoplasia apés o tratamento com lentivirus codificando
para a globina BAS3, o evento foi considerado como uma reacédo adversa da irradiacéo
mieloablativa. Nesses eventos, as células neoplasicas ndo continham a sequéncia do
provirus. Também, o mesmo estudo detectou que o provirus se insere com menor
frequéncia em sitios préximos de genes relacionados ao cancer, quando comparado

a retrovirus reconhecidamente oncogénicos.

Por sua vez, Poletti et al. (2018), reforcaram a ideia de baixo potencial
oncogénico do uso dos lentivirus na terapia para anemia falciforme. Em ensaio in vitro
de imortalizacao celular, onde a taxa de proliferacdo de 100 células por microplaca de
96 pocos é comparada apés a transducdo de CTH com vetores de interesse, nao
houve diferenga significativa na taxa de proliferagdo de CTH tratada com vetor
GLOBE-ASS (lentivirus carreando codificando para a globina pAS3) em relagéo as CTH
nao transduzidas (controle negativo). Ja a taxa de proliferacdo das CTH tratadas com
vetor de interesse em relacdo ao controle positivo (retrovirus gama) foi de 10 vezes

menor.

4.13.2 Correcdo da mutacao falciforme

A capacidade de reparar mutacdes gendmicas para restaurar a funcado de um
gene enddgeno e, com isso, curar doengcas monogénicas é almejada desde o principio
da terapia génica (LINDEN, 2010). Por muito tempo isso nado foi possivel em
decorréncia de limitacdes técnicas (BANK; MARKOWITZ; LERNER, 1989). No
presente, os editores genémicos programaveis tém permitido o desenvolvimento de
estratégias de correcdo sitio-especifica do material genético, cujo potencial
terapéutico comeca a ser investigado para o tratamento de hemoglobinopatias
(HOBAN; ORKIN; BAUER, 2016).

Atualmente, os sistemas CRISPR-Cas9, ZFN e TALEN tém sido empregados
em ensaios in vitro para avaliacdo da capacidade de correcdo da mutagéo c.20A>T
no gene HBB (figura 25), principalmente, em culturas de CTH ou de células-tronco
pluripotente induzida (IPS, do inglés, induced pluripotent stem cells), provenientes de
pacientes com anemia falciforme (HUANG et al., 2015; WEN et al., 2017).
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Figura 25 — Representacdo esquemaética da correcdo de HBB por HDR apds acédo de
nucleases.

AF
— i HBB HbAT
,“l 7\ \/
| ’jt' (Correcéo do gene)
(HDR)

Fonte: Adaptado de Romero; Dewitt; Walters (2018). As nucleases inserem quebras na dupla fita
do gene HBB contendo a mutacéo falciforme (AF). Um molde doador com a sequéncia selvagem de
HBB é entregue as CTH. Por meio do HDR, a sequéncia do gene enddgeno é corrigida, o que permite
producéo de beta-globinas funcionais e de HbA.

Conforme esses ensaios, as nucleases foram capazes de induzir, em geral,
corre¢cdo monoalélica da mutacédo falciforme (SUN; ZHAO, 2014; ZOU et al., 2011).
As estratégias utilizando o sistema CRISPR-Cas9 foram as que obtiveram os maiores
indices de correcdo monoalélica em relacdo a colbnias tratadas com outros editores.
Em um dos estudos, 20% das colénias de CTH tiveram a mutacao corrigida apos a
associacdo de eletroporacdo de mRNA da Cas9 e transducéo por lentivirus defectivo
em integrase codificando o sgRNA e molde do gene HBB nativo. Por meio da mesma
abordagem, uma concentracdo maxima de 12.3% de HbA (em relac&o ao total de Hb)
foi detectada por HPLC em colbnias eritroides diferenciadas de CTH, anteriormente
homozigotas para a mutagao falciforme e, portanto, incapazes de produzir esse tipo
de hemoglobina (HOBAN et al., 2016). Por sua vez, as taxas de correcéo por meio de
sistemas ZFN e TALEN foram menores (10% e 4%, respectivamente) (SEBASTIANO
et al., 2011; SUN; ZHAO, 2014).

A clivagem especifica do alvo é um requisito para que o tratamento possa ser
considerado seguro. Devido, geralmente, ocorrer uma selecao prévia dos complexos
mais promissores, além do emprego de ferramentas computacionais para
programacao dos guias de nucleases, a clivagem ou mutagénese fora do alvo em
genes de alta homologia ou com sequéncias muito similares ao HBB n&o foi detectada
(SEBASTIANO et al., 2011). Em um dos estudos, 0 sequenciamento completo do
genoma de colbnias IPS néo revelou modificacdo de nenhum dos 1469 sitios com alta

homologia ao HBB apo6s o tratamento com CRISPR-Cas9 (LI et al., 2016).
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Como jé& relatado, o uso de editores gendmicos tém permitido a correcéo de,
ao menos, um dos alelos contendo a mutacao falciforme. Contudo, a producdo de
HbA alcancada por esses tratamentos ainda é baixa, de modo que essas intervencdes
precisam ser otimizadas para que efeitos terapéuticos in vivo possam ser efetivamente
alcancados. (DEMIRCI; UCHIDA; TISDALE, 2018; HOBAN et al., 2016).

4.13.3 Inducao do gene HBG

As estratégias de inducdo do gene HBG tém como objetivo aumentar a
transcricdo endégena desse gene, e, com isso, elevar a producdo de HbF a niveis
similares ao da fase intrauterina (CHAMBERS et al., 2020). A maioria dos estudos pré-
clinicos envolvendo essa abordagem, tem aplicado editores genémicos e RNAs
interferentes em culturas de CTH para inibir a acdo de BCL11A (o principal repressor
de HBG), como ilustrado na figura 26, e avaliar o impacto da intervencdo na
transcricdo endégena de HBG e na producdo de HbF (ROMERO; DEWITT;
WALTERS, 2018).

Figura 26 — Representagcdo grafica de aumento de HbF por meio da introducédo de
insercdes ou delegdes (indels) em motivos de enhancer de BCL11A.

Enhancer —— ><\
N\
HHHH - S o

Inativagao por Indels

Fonte: Adaptado de Romero; Dewitt; Walters (2018). A introdugdo de Indels no enhancer de
BCL11A promove knockdown do repressor e desinibe a transcricdo de HBG, o que eleva os niveis de
HbF.

Em um estudo de Li et al. (2018), a transcricdo de HBG pbde ser aumentada
em até 30 vezes apos a delecdo do dominio de ligacdo de BCL11A no promotor de
HBG. Os autores transduziram CTH de camundongos transgénicos para o locus beta-
globinico humano (beta-YAC) com adenovirus codificando sgRNA e CRISPR-Cas9 e
foram capazes de deletar o motivo TGACCA em 50% das células tratadas apés acao
da nuclease e reparo por NHEJ. A auséncia dessa sequéncia impede a ligacdo de
BCL11A ao promotor de HBG, e, assim, sua acao repressora € inibida. Segundo os

autores, o aumento de até 30% da relacdo gama-globina/beta-globina foi alcancado
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pelo tratamento, o que poderia levar a producdo de HbF em niveis suficientes para
efeito terapéutico. Apesar disso, ndo foi avaliado o impacto da modificacdo em 6rgaos

oOu sistemas.

Jé no estudo Brendel et al. (2020), o impacto da edi¢cdo genética sobre o indice
de falcizacao celular foi avaliado. Células CD34+ colhidas de pacientes com anemia
falciforme foram transfectadas ex vivo por lentivirus autoinativante codificando RNAI
contra BCL11A. Segundo avaliacdo por HPLC de eritrécitos diferenciados das CTH
modificadas, a inibicdo pos-transcricional de BCL11A pelo RNA interferente aumentou
em 48% a média de sintese de HbF (31% de HbF em cultura controle e 79% em
cultura tratada). Além disso, o indice de eritrofalcizacéo foi reduzido em 42% apos o
tratamento (foi encontrado 90% de drepandcitos em cultura controle e 48% em cultura
tratada), indicando grande inibicdo da formacé&o de polimeros de HbS pelo tratamento.
Também, ndo houve aumento significativo da taxa de proliferacéo celular nas CTH
modificadas em relacdo a cultura controle, segundo resultados de ensaio de

imortalizacéo celular.

Por sua vez, no estudo de Chang et al. (2017), o motivo GATAA foi deletado do
enhancer de BCL11A, localizado no cromossomo 2. Um par de ZFN delineado para
permitir a introducéo de indels, por meio de NHEJ, na regido alvo. Como resultado do
knockdown de BCL11A, houve aumento da sintese de gama-globina a niveis
potencialmente terapéuticos. A andlise dos eritrocitos diferenciados das CTH néo
evidenciou comprometimento da capacidade de diferenciacdo ou maturacdo da

linhagem apdés o tratamento

Assim, os niveis de suprarregulacdo de HBG e de sintese de HbF alcancados
pelas estratégias de inducdo de HBG em cultura de células formam a base tedrica
para investigacdo do potencial terapéutico in vivo (CHANG et al.,, 2017). Em
decorréncia dos resultados promissores, o impacto dessa abordagem sobre a
funcionalidade de mdltiplos 6rgédos e sobre os marcadores sanguineos em doentes
falciformes comeca a ser caracterizado em ensaios clinicos (CLINICALTRIALS.GOV,
2020).
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4.14 AVALIACAO DA SEGURANCA E EFICACIA DA TERAPIA GENICA PARA
ANEMIA FALCIFORME EM ENSAIOS CLINICOS

No presente, o tratamento da anemia falciforme encontra-se sob investigagao
clinica. Até julho de 2020, no mundo, 11 ensaios clinicos haviam sido registrados na
base de dados ClinicalTrials.gov, da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados
Unidos da América (quadro 7). Dentre esses, devido ao vasto embasamento com
modelos animais, a terapia de adicdo de genes globinicos tem sido a abordagem de
maior frequéncia em ensaios clinicos, seguida pela estratégia de indugédo do gene da
gama-globina (HBG). Entretanto, ndo houve registros de ensaios envolvendo
abordagens de correcdo da mutacao falciforme (CLINICALTRIALS.GOV, 2020).

Quadro 7 — Terapias génicas para anemia falciforme sob investigagéo clinica (julho de
2020).

Ndmero Fase Intervencao Produto Situacao Financiador
Inducéo NCT04443907 1/1 Inibicdo de BCL11A por 0TQ293 e Ainda nédo Novartis
de HBG CRISPR-Cas9 HIX 763 recrutando Pharmaceuticals
NCT03745287 1/l Inibicdo de BCL11A por CTX001 Recrutando Vertex
CRISPR-Cas9 Pharmaceuticals
NCT03282656 | Inibicéo pés transcricional de shRNA Recrutando David Williams
BCL11A (Hospital infantil
de Boston)
Adicdo de NCT04293185 ] Lentivirus codificador de LentiGlobin Recrutando BlueBirdBio
genes globina BT87Q BB305
globinicos
NCT02151526 1/l Lentivirus codificador de LentiGlobin  Finalizado (com BlueBirdBio
globina BT87Q BB305 resultados)
NCT02140554 1/l Lentivirus codificador de LentiGlobin Ativo (ndo BlueBirdBio
globina BT87Q BB305 recrutando)
NCT02633943 OB Lentivirus codificador de LentiGlobin Recrutando BlueBirdBio
globina BT87Q BB305 [?] (sob convite)
NCT02186418 1/l Lentivirus codificador de y- ARU-1801 Recrutando Aruvant Sciences
globina
NCT02247843 |/ Lentivirus codificador de BAS3 Recrutando Donald B. Kohn,
globina BT87Q/E22A/G16D M.D.
(Universidade da
California)
NCT03964792 1/1 Lentivirus codificador de GLOBE1 Ainda ndo Publico (Hospital
globina BT87Q/E22A/G16D recrutando de Paris)
NCT04091737 | Lentivirus codificador de CSL200 Recrutando CSL Behring
globina yG16D / shRNA

Fonte: adaptado de CLINICALTRIALS.GOV, 2020. [?] = produto provavel. OB = Observacional.

Os resultados preliminares de dois desses ensaios clinicos demonstram que a
aplicacdo dos produtos investigacionais é capaz de reverter as complicacbes da
doenca, a partir do aumento da expressao de globinas com propriedades
antifalcizantes (DEMIRCI; UCHIDA; TISDALE, 2018).
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A remissdo clinica da anemia falciforme em um participante de pesquisa
(ensaio NCT02151526) de 13 anos de idade, tratado com terapia de adicéo de genes,
foi relatada em uma publicacdo do periédico The New England Journal of Medicine
em 2017. Nos 15 meses pdés TCTH-auto, o participante, até entdo com sintomas
graves da doenca, ndo apresentou complicacdes tipicas da anemia falciforme e ndo
foi internado. As medicacfes e as transfusbes foram descontinuadas. Houve
normalizacdo dos marcadores hemoliticos 2 e recuperagdo da eritropoese normal,
indicada pela redugédo substancial dos reticuldcitos 2 e auséncia de eritroblastos no
sangue periférico. As CTH foram colhidas da medula 6ssea e transduzidas ex vivo por
vetor lentiviral codificando a globina B87Q. Enquanto a [HbA] recombinante aproximou-
se dos 50%, a [HbS] alcancou niveis similares ao dos heterozigotos para a mutacao
falciforme, ou seja, HbS ~ 50% (gréfico 2). Isso demonstra que a expressao do
transgene pela linhagem eritrocitica foi bem-sucedida (RIBEIL et al., 2017).

Gréafico 2 — Concentracdes hemoglobinicas absoluta e relativas, segundo quantificacéo

e qualificacdo das globinas por HPLC, apés o transplante autélogo de CTH
geneticamente modificadas por LentiGlobin BB305.
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Fonte: Ribeil et al., 2017. A deteccdo de HbA (ausente de forma espontanea na AF) é decorrente
das transfusGes de sangue prévias ao transplante e seguem em declinio apds a Ultima transfuséo no
88° dia pdés-TCTH. A partir do 3° més po6s-TCTH, ocorre um aumento expressivo de HbATEQ
(recombinante) e de HbS, cujas concentracdes se estabilizam em 48% e 49%, respectivamente, apos
0 9° més. Esse resultado indica sucesso na expressédo do transgene na linhagem eritroide apés a
terapia génica. HbA2 e HbF permanecem em baixas concentracdes apds o transplante.

Também, resultados preliminares encorajadores sobre o uso de editores
gendmicos para o tratamento de hemoglobinopatias foram apresentados no 25°

Congresso da Associacdo Europeia de Hematologia. Os dois primeiros participantes

2 Bilirrubina total de 12 pmol/L (intervalo de referéncia: 0-17 pmol/L); LDH de 212 U/L (intervalo de
referéncia: 125-243 U/L).

3 Contagem de reticuldcitos de 230.000 mm?3 (pré-TCTH) para 141.000 mm?3 (15 meses pés-TCTH).
Intervalo de referéncia: 20.000-80.000 mm?.
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do estudo NCT03745287 receberam o TCTH-auto baseado na inibicdo de BCL11A
por CRISPR-Cas9 e apresentaram remissdo da doenca nos primeiros 6 meses de
avaliacdo. Enquanto um dos participantes apresentava anemia falciforme grave, o
outro era afetado por talassemia beta intermediaria (3% B*). No caso do participante
com AF, houve aumento gradual da concentracdo de HbF apés a intervencéo e néo
houve desenvolvimento de crise vasoclusiva pos-TCTH. A concentracao relativa basal
de HbF passou de 9,2% (valor antecedente ao tratamento) para 47,3% no 6° més
apos o transplante (grafico 3). Houve aumento substancial da Hb total (de 7,2 g/dL
antes da intervencdo para 11,3 g/dL apds o procedimento). O sgRNA foi delineado
para que a Cas9 pudesse promover a delecédo do enhancer de BCL11A e, assim, inibir
a transcricdo do repressor de gama-globina. A elevacdo de HbF observada apoés a
terapia génica sugere eficacia na acdo do editor. Os autores destacam que o estudo
seria a primeira evidéncia cientifica de eficacia do sistema CRISPR-Cas9 para
tratamento de doencas genéticas humanas (CORBACIOGLU et al., 2020).

Grafico 3—Hb total e fragc6es de Hb de participante do estudo NCT03745287 com anemia
falciforme apés modificacdo das CTH por CTX001.
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Fonte: Corbacioglu et al., 2020. BLQ = Abaixo do limite de quantificagdo. As barras em azul e a
caixa com contorno azul representam a [HbF], em relacdo a Hb total ao longo do tempo. O aumento da
extensdo das barras azuis ao longo do tempo demonstra elevacdo gradual da fracdo de HbF cuja
concentragao é superior a 45% no sexto més pos-TCTH autélogo. As barras em rosa e a caixa com
contorno rosa representam os niveis de HbS em relacdo a Hb total.
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Nos dois ensaios, as reacdes adversas observadas ndo foram associadas a
infus&@o do produto investigacional, mas sim, a toxicidade inerente do condicionamento
mieloablativo, tais como pancitopenia, sepse, aumento transitorio de enzimas
hepaticas. Contudo, todos esses efeitos adversos foram solucionados por meio de
tratamentos convencionais (CORBACIOGLU et al., 2020; RIBEIL et al., 2017).

Assim, os resultados iniciais da aplicacdo de terapia génica por adicdo de
genes e inducado de HbF em humanos sugerem que essa modalidade terapéutica é
capaz de curar a anemia falciforme de forma segura (DEMIRCI; UCHIDA; TISDALE,
2018). Porém, a reprodutibilidade da eficicia terapéutica e seguranca observadas até
0 presente s6 podera ser conhecida a partir da realizacéo de ensaios clinicos com um
numero maior de participantes (JAYAVARADHAN; MALIK, 2018).



93

4.15 VANTAGENS E LIMITACOES DA TERAPIA GENICA EM RELACAO AO
TCTH-ALO

Devido ao potencial curativo, a terapia génica pode ser considerada como um
tratamento mais conveniente que o TCTH-alo por algumas razbes (quadro 8).
Primeiramente, 0 nimero pacientes que poderiam ter acesso a cura seria maior. O
procedimento torna dispensavel a busca por doadores histocompativeis por se tratar
de uma modalidade de transplante autélogo (DEMIRCI; UCHIDA; TISDALE, 2018).
Assim, doentes com estado de saude estavel o suficiente para serem submetidos ao
transplante podem ser candidatos ao procedimento, mesmo que n&o possuam
parente HLA compativel (o que ocorre mais de 70% dos casos, motivo pelo qual o
TCTH-alo é realizado em uma minoria dos doentes) (KRISHNAMURTI et al., 2003).

Quadro 8 — Vantagens da terapia génica em relacdo ao TCTH-alo.

VANTAGENS DA TERAPIA GENICA PARA ANEMIA FALCIFORME

Maior nimero de doentes elegiveis a terapia curativa, em razao
da busca por doadores compativeis ndo ser necesséria
(transplante aut6logo).

Proporcéo de
beneficiados

Sem risco de desenvolvimento de doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), devido a tolerancia imune das células
reinfundidas para com os antigenos do receptor.

Doencas secundarias
ao TCTH

Risco de rejeicdo minimo ou ausente ao enxerto, em raz&o das
Risco de Rejeicéo CTH modificadas serem reconhecidas como préprias pelo
sistema imune do receptor.

Farmacoterapia pos- |Imunossupressdo profilatca @ DECH dispensavel no pos-
TCTH transplante, o que reduz o risco de infec¢des nesse periodo.

Outras trés vantagens da terapia génica sobre o TCTH-alo decorrem de um
mesmo fendbmeno imune. Em decorréncia da autotolerancia, a doenca do enxerto
contra 0 hospedeiro, que é uma doenca secundaria ao transplante alogénico e,
também, potencialmente fatal, ndo ocorre nas abordagens de terapia génica para
anemia falciforme pois os linfocitos derivados das CTH reinfundidas toleram os
antigenos do receptor, que sdo proprios, o que, por si s6, aumenta a sobrevida global
ao transplante (BRENDEL et al., 2020). Ademais, devido a auséncia de DECH, néo é

necessario o uso de imunossupressores no poés-transplante, reduzindo o risco de
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infeccbes (NOWOGRODZKI, 2018). Aléem disso, em teoria, 0 risco de rejeicdo do
receptor as CTH modificadas € minimo ou ausente devido sua constituicdo ser
reconhecida como propria pelo sistema imune (ROMERO; DEWITT; WALTERS,
2018).

Apesar dos beneficios significativos, essa modalidade terapéutica também
apresenta limitac6es (quadro 9). No presente, a terapia génica esta disponivel apenas
em ensaios clinicos (VERYWELLHEALTH, 2020). Também, a capacidade do
tratamento em induzir um estado assintomatico permanente e sem reacdes adversas
a longo prazo ainda é desconhecido (RIBEIL et al., 2017). Dentre essas reacdes, a
mais preocupante € o desenvolvimento de neoplasias. Como visto, apesar desse
evento ndo ter sido detectado ensaios pré-clinicos devido aos esfor¢cos em reduzir a
genotoxicidade do tratamento, o risco esta presente tanto nas estratégias que fazem
uso de lentivirus, devido a mutagénese insercional, quanto no uso de editores
gendmicos, devido a clivagem em sitios indesejados (efeito off target) (WALTERS,
2005; LI et al., 2016).

Quadro 9 - Limitacdes da terapia génica em relagdo ao TCTH-alo

LIMITACOES DA TERAPIA GENICA PARA ANEMIA FALCIFORME

Disponibilidade Restrita a participantes de ensaios clinicos.

Eficacia e seguranca A longo prazo, ainda séo desconhecidas.

A mieloabla¢éo por quimioterapicos antineoplasico é necesséria
para favorecer expansdo das CTH modificadas. Com isso, 0
tratamento continua proibitivo para pacientes com danos em
multiplos 6rgéos.

Toxicidade

Estimativa de custo

S Muito alto. Superior a US$ 500.000.
inicial

Por fim, como ocorre com a maioria de procedimentos meédicos avancados e
inovadores, o custo inicial do tratamento seria alto e, num primeiro momento, limitado
a doentes com elevado poder aquisitivo ou financiamento governamental. Com base
em outras terapias génicas aprovadas, o custo seria superior a US$500.000, o que &,
no minimo duas vezes e meio o custo de um TCTH-alo realizado sistema de saude
estadunidense que custa cerca de US$200.000 (NOWOGRODZKI, 2018).
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5 CONCLUSAO

A cura para a anemia falciforme é altamente desejavel em individuos que
apresentam manifestacdes graves da doenca, devido aos impactos negativos dessa
condicado sobre a qualidade de vida, desempenho académico e profissional. Apesar
da terapia curativa atual apresentar excelentes indicadores de cura e sobrevida pos-
transplante, apenas uma minoria € elegivel ao procedimento. Isso cria uma grande
demanda pelo desenvolvimento de terapias alternativas que eliminem a necessidade
de uso de células-tronco hematopoéticas alogénicas. Assim, a terapia génica é uma

dessas alternativas, cujo potencial terapéutico se encontra sob investigacao clinica.

Evidéncias apresentadas em ensaios intervencionais envolvendo seres
humanos indicam que terapias baseadas na modificacao genética de células-tronco
hematopoéticas, as terapias génicas, sdo capazes de curar a anemia falciforme.
Essas novas abordagens, devido serem realizadas por meio de transplante autélogo,
permi aem que a maioria dos afetados pela anemia falciforme, antes impossibilitada
de ser submetida ao TCTH-alo, em decorréncia da dificuldade de obtencdo de

doadores aparentados histocompativeis, se torne elegivel a tratamentos curativos.

Além de permitir que mais individuos sejam elegiveis a cura, a terapia génica
também possui outros beneficios quando comparada ao TCTH-alo, como
dispensabilidade do uso de imunossupressores pos-transplante autélogo, auséncia
de desenvolvimento de doenca secundaria ao transplante (doenca do enxerto contra
0 hospedeiro) e risco minimo ou ausente de rejeicdo as células-tronco modificadas,
em decorréncia da tolerancia aos antigenos préprios. Em conjunto, acredita-se que
esses fatores resultardo em uma taxa de sobrevida ainda maior que a apresentada
pelo TCTH-alo.

A aplicacdo de terapias génicas para anemia falciforme em seres humanos é
restrita a centros de pesquisa clinica. A reprodutibilidade dos resultados reportados
em ensaios clinicos recentes precisa ser investigada em um numero maior de
participantes. Também, tanto a seguranca quanto a eficacia terapéutica a longo prazo

precisam ser caracterizadas por ensaios clinicos futuros.
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Sendo assim, o0s resultados dessa modalidade terapéutica podem ser
considerados como promissores. O numero crescente de aprovacdes de terapias
génicas no mundo e o grande interesse comercial no desenvolvimento de terapias
avancadas indicam que a terapia génica para anemia falciforme se tornard, nas
proximas décadas, uma alternativa curativa ao TCTH-alo a ser considerada em

tomadas de decisdes da pratica clinica.
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