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“Gene therapy is not just about editing genes, it

is about rewriting people’s life stories.”

Jennifer Doudna
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Resumo

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doengas genéticas hereditarias,
caracterizadas pela sintese deficiente ou alteragdes estruturais nas cadeias polipeptidicas da
hemoglobina, que resultam numa fun¢do anormal desta proteina, essencial para o transporte de
oxigénio para os tecidos. Entre as formas mais prevalentes, destacam-se a anemia falciforme e
a B-talassemia major, que afetam milhares de pessoas em todo o mundo, particularmente em
regides com historico de maléaria endémica. Estas patologias representam um desafio relevante
em termos de satde publica, ndo apenas pela sua prevaléncia, mas também pelo impacto

significativo que tém na qualidade de vida dos doentes.

As terapéuticas convencionais, como a hidroxiureia e as transfusdes sanguineas, sdo
essenciais para o controlo das manifestagdes clinicas, mas ndo constituem um tratamento
curativo, uma vez que nio atuam na causa subjacente da doenga, a mutagao genética, e estao

associadas a riscos a longo prazo.

Neste contexto, a terapia genética surge como uma abordagem promissora e inovadora,
com o objetivo de atuar diretamente na etiologia genética destas doengas. As principais
estratégias incluem a adi¢do de uma cdpia funcional do gene da B-globina e a edicdo genética,
com destaque para ferramentas como o sistema CRISPR/Cas, a base editing ou a prime editing.
Estas abordagens t€ém demonstrado resultados promissores, que se traduzem no aumento da
producao de hemoglobina funcional e na reducao, ou até mesmo elimina¢ao, das manifestagoes
clinicas da doenca. Apesar das limitacdes e desafios ainda existentes, os resultados cientificos
obtidos ja permitiram a aprovagio de terapias eficazes e seguras, como o Zynteglo®, Lyfgenia®
e Casgevy®, que representam um ponto de viragem no tratamento das hemoglobinopatias.
Atualmente, decorrem varios ensaios centrados na avaliagdo da seguranca a longo prazo das
terapias ja aprovadas, bem como na investigagdo da eficicia e seguranca de novas estratégias
terapéuticas, incluindo a terapia genética in vivo, que se antevé como uma alternativa menos

invasiva e mais acessivel.

Desta forma, a terapia genética representa uma nova era na medicina, com potencial
para modificar profundamente o curso destas doencas e proporcionar uma melhoria

significativa na qualidade de vida dos doentes.

Palavras-chave: Hemoglobina; Mutacao; Anemia Falciforme; Talassemia; Terapia genética.



Abstract

Hemoglobinopathies constitute a group of hereditary genetic diseases, characterized by
deficient synthesis or structural alterations in the polypeptide chains of hemoglobin, resulting
in abnormal function of this protein, which is essential for the transport of oxygen to the tissues.
Among the most prevalent forms are sickle cell anemia and B-thalassemia major, which affect
thousands of people worldwide, particularly in regions with a history of endemic malaria. These
pathologies represent a significant public health challenge, not only due to their prevalence but

also because of the considerable impact they have on patients' quality of life.

Conventional therapies, such as hydroxyurea and blood transfusions, are essential for
controlling clinical manifestations, but they do not constitute a curative treatment, as they do
not act on the underlying cause of the disease, the genetic mutation, and are associated with

long-term risks.

In this context, gene therapy emerges as a promising and innovative approach, aiming
to act directly on the genetic etiology of these diseases. The main strategies include the addition
of a functional copy of the B-globin gene and genetic editing, with emphasis on tools such as
the CRISPR/Cas system, base editing, or prime editing. These approaches have shown
promising results, leading to increased production of functional hemoglobin and a reduction or
even elimination of the clinical manifestations of the disease. Despite the existing limitations
and challenges, the scientific results obtained have already led to the approval of effective and
safe therapies, such as Zynteglo®, Lyfgenia®, and Casgevy®, which represent a turning point in
the treatment of hemoglobinopathies. Currently, several trials are underway focusing on the
long-term safety assessment of already approved therapies, as well as on the investigation of
the efficacy and safety of new therapeutic strategies, including in vivo gene therapy, which is

anticipated to be a less invasive and more accessible alternative.

In this way, gene therapy represents a new era in medicine, with the potential to
profoundly modify the course of these diseases and provide a significant improvement in

patient’s quality of life.

Keywords: Hemoglobin; Mutation; Sickle Cell Anemia; Thalassemia; Gene Therapy.
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1. Introducao

A hemoglobina (Hb) ¢ uma das proteinas mais estudadas, nao s6 pelo seu papel essencial
no transporte de oxigénio para os tecidos, mas também pela sua importancia em diversas
patologias hereditarias. As alteragdes genéticas que afetam a sintese ou a estrutura das cadeias
de Hb resultam nas hemoglobinopatias, um grupo de doengas monogénicas hereditarias com
elevada prevaléncia global, sendo as mais relevantes clinicamente a anemia falciforme (AF) e

a B-talassemia major. (1)

O inicio do estudo das hemoglobinopatias remonta ao século XX, mais precisamente, a
1949, quando Linus Pauling descreveu a AF como uma doenca hereditdria causada por uma
muta¢do no gene HBB, responsavel pela alteracdo na estrutura das cadeias de Hb. Esta
descoberta tornou-se um marco para a compreensao das doengas hereditarias uma vez que foi
a primeira vez que se associou a mutacdo genética a doenca. Nos anos seguintes, também as
talassemias, caracterizadas pela sintese deficiente das cadeias de Hb, foram relacionadas com a

mutagdo genética subjacente. (2) (3)

Com o surgimento da sequenciacao do acido desoxirribonucleico (DNA), em 1977, foi
possivel a identificagdo precisa das mutagdes genéticas responsaveis pelas hemoglobinopatias,
0 que representou um avanco crucial no diagnéstico molecular destas doengas. A medida que
os mecanismos genéticos foram conhecidos, o interesse por abordagens que atuem diretamente
na mutacao genética foi crescendo. No final do século XX, os primeiros estudos sobre terapia
genética comegaram a surgir, com o objetivo de corrigirem diretamente as mutacdes genéticas
que se encontravam na origem da patologia. Nos dias de hoje, varias sdo as terapéuticas
aprovadas tanto com base em técnicas de edi¢do genética, como o CRISPR/Cas, como em
técnicas de adigdo genética. Para além de contribuirem para uma drastica mudanga no
paradigma da medicina contemporanea, prometendo um tratamento definitivo, permitem
colmatar as desvantagens associadas aos tratamentos convencionais. Depois de décadas de
investigagdo, a terapia genética assume-se, hoje, como uma das estratégias mais promissoras

para o tratamento das f-hemoglobinopatias. (4) (5)
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2.0bjetivos

O principal objetivo desta monografia ¢ aprofundar o conhecimento atual sobre a terapia
genética aplicada as hemoglobinopatias, em particular a anemia falciforme e a p-talassemia
major. Nesta dissertacdo de mestrado pretende-se descrever as caracteristicas estruturais da
molécula de hemoglobina, como ¢ geneticamente codificada, explicar de que forma as
hemoglobinopatias comprometem a sua fungdo, apresentar os tratamentos convencionais
atualmente disponiveis e analisar de que modo a terapia genética, através de diferentes
abordagens, pode oferecer solugdes mais eficazes e duradouras. Além disso, serdo abordadas
as principais técnicas utilizadas em terapia genética, apresentados exemplos de terapias ja

aprovadas e as perspetivas futuras nesta area em constante evolucao.
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3. Materiais e métodos

Para a realizacdo desta monografia, foi efetuada uma revisdo bibliografica com o
objetivo de reunir a informagao mais relevante e atualizada sobre terapia genética aplicada as
hemoglobinopatias, nomeadamente a anemia falciforme e a B-talassemia major. Numa fase
inicial, procedeu-se a pesquisa e estudo da estrutura e fun¢ao da hemoglobina, bem como das
caracteristicas clinicas, moleculares e epidemioldgicas das principais hemoglobinopatias. Esta
base tedrica foi essencial para enquadrar e compreender as abordagens terapéuticas

posteriormente exploradas.

A fase seguinte da pesquisa incidiu especificamente sobre os avanc¢os na area da terapia
genética, nomeadamente os tipos de abordagem, os vetores e as técnicas de modificacao
genética utilizadas. Por ultimo, descrevemos as terapias que se encontram atualmente aprovadas
ou em ensaios clinicos. De forma a complementar esta analise, foi realizada uma analise SWOT
que abrangeu ndo sO as vantagens como também as limitagdes da terapia genética para

hemoglobinopatias.

As fontes de informacao incluiram livros de Hematologia e Genética, artigos cientificos
e revisOes sistematicas. A pesquisa foi realizada através de bases de dados cientificas como
PubMed, ScienceDirect, Nature, UpToDate, ClinicalTrials.gov, bem como websites

institucionais, como os da EMA, FDA e OMS.

A pesquisa foi realizada utilizando palavras-chave como ‘“‘hemoglobin”,
“hemoglobinopathies”, “sickle cell disease”, “beta-thalassemia”, ‘“‘gene therapy”, ‘“‘gene

addition”, “CRISPR-Cas9”, “BCL11A4 silencing”, “HbF reactivation”, entre outros.
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4. Hemoglobina: aspetos bioquimicos e moleculares

e 4.1 Definicao

A Hb ¢ uma metaloproteina encontrada nos eritrécitos (glébulos vermelhos) e representa
cerca de 95% do conteudo citoplasmatico destas células. Desempenha um papel essencial no
transporte de oxigénio dos pulmodes para os tecidos € na remocao do didéxido de carbono dos
tecidos para os pulmoes. A sua concentracao intracelular média ¢ de 34 g/dL, e o seu peso
molecular ¢ de, aproximadamente, 64 quilodaltons (kDa), com um didmetro de cerca de 5,5
nanometros (nm). Estas caracteristicas refletem a sua estrutura complexa e altamente

especializada. (1) (6)

e 4.2 Estrutura, composicdo e funcdes da hemoglobina

o 4.2.1 Organizacio estrutural

A molécula de Hb pode ser descrita de acordo com quatro niveis de organizacao

estrutural: primario, secundario, tercidrio e quaternario.

A estrutura priméria corresponde a sequéncia de aminoacidos que compde as 4
subunidades de globina — duas subunidades do tipo alfa (a1 e a2) e duas subunidades do tipo
beta (B1 € B2) que sdo estruturalmente semelhantes, aproximadamente, do mesmo tamanho mas
que diferem na sequéncia de aminoacidos. No entanto, dependendo do tipo de Hb presente no
organismo, outras cadeias globinicas podem substitui-las, dando origem a variantes com

caracteristicas funcionais distintas. (7) (8)

Relativamente a estrutura secundaria, esta refere-se ao arranjo das cadeias polipeptidicas
em conformacdes especificas, como hélices a e segmentos ndo helicoidais. Na estrutura
terciaria, as hélices o organizam-se de forma compacta, criando uma configuragdao
caracteristica, frequentemente descrita como "pretzel-like". As ligacdes entre as subunidades
a1—P1 e ax—P2 garantem a estabilidade dos dimeros que constituem a Hb sendo interacdes de
afinidade extremamente alta. Esta disposi¢do permite que cada cadeia polipeptidica se associe

a um grupo prostético heme (ferroprotoporfirina), essencial para a ligacao ao oxigénio. (6) (9)

A estrutura quaternaria da Hb, um heterotetrdmero, constituido por dois dimeros

andlogos a3, foi determinada por cristalografia de raios X na década 60, por Max Perutz. Foi
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observada a organizagdo da molécula como um todo, verificando-se que ¢ estabilizadada
através de interagdes a1—f2 e ax—P1 que permitem mudangas conformacionais, facilitadoras
tanto da captacdo de oxigénio como da sua libertagdo. A organizagdo estrutural desta proteina

globular (Figura 1) € essencial para a sua fungao biologica. (10)

Subunidade a

Subunidade 3

Heme

Figura 1 Estrutura da hemoglobina (Adaptado de (11))

o 4.2.2 Cadeias globinicas

As cadeias globinicas sdo as proteinas que compdem a estrutura tetramérica da Hb e sao
sintetizadas nos polirribossomas das células precursoras dos eritrocitos (eritroblastos). A sintese
das cadeias globinicas comeg¢a com a transcricdo do DNA dos genes das globinas para o RNA
mensageiro (mMRNA). Esse mRNA ¢ transportado do ntcleo para os ribossomas no citosol, onde

ocorre a traducdo do mesmo e a sintese das cadeias polipeptidicas. (6) (9)

Como foi referido anteriormente, cada molécula de Hb ¢ formada por quatro cadeias
polipeptidicas, organizadas em dois pares idénticos porém de dois tipos distintos de cadeias: as
cadeias a com 141 aminoacidos e as cadeias f com 146 aminoacidos (o2f32). Cada cadeia é
composta por 7 hélices a e 8 hélices B, separadas por sete segmentos ndo helicoidais e

identificadas por letras de A a H. (7) (10) (12)

Cada uma das subunidades globinicas ¢ representada por uma letra grega, variando de

acordo com as alteracdes na sequéncia de aminoacidos (Tabela 1). Os aminoacidos das cadeias
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globinicas sao hidrofobicos, enquanto os aminodcidos localizados no exterior das subunidades

sdo hidrofilicos, o que confere a molécula solubilidade em agua. (6) (1) (13)

Tabela 1 Cadeias globinicas: simbolo, nome e numero de aminodcidos (Adaptado de (6))

Simbolo e Nome Numero de aminoacidos

ar (Alfa 1) 141

o2 (Alfa 2) 141

B (Beta) 146
va (Gama A) 146 (posicao 136: alanina)
vG (Gama G) 146 (posicao 136: glicina)

0 (Delta) 146

€ (Epsilon) 146

C (Zeta) 141

9 (Teta) Desconhecido

Para a sintese dos varios tipos de Hb, as cadeias globinicas agrupam-se de diferentes
formas com o objetivo de se adaptarem ao transporte de oxigénio ao longo do desenvolvimento

humano.

No estadio embrionario e na transi¢do deste para o periodo fetal, as Hbs podem ser de
trés tipos: Hb Gower 1 ((262), Hb Gower 2 (o2¢2) € Hb Portland (C2y2). A Hb Fetal (HbF), que
predomina no feto, ¢ constituida por duas cadeias a e duas cadeias y (a2y2), 0 que lhe confere
uma maior afinidade ao oxigénio. Ja a HbA, a forma predominante no adulto, ¢ composta por
duas cadeias o e duas cadeias 3 (c232). Uma outra Hb presente em menor propor¢do no adulto,

¢ a HbA> que ¢ constituida por duas cadeias a e duas cadeias 6 (020 2). (14)

o 4.2.3 Grupo heme e ligaciao ao oxigénio

O heme ¢ um grupo prostético fundamental que integra a estrutura da Hb, tendo como
principais funcdes o transporte de oxigénio no organismo, permitindo a sua captacdo, transporte
e libertacdo nos tecidos. A sua estrutura consiste num anel de &tomos de carbono, hidrogénio e

nitrogénio chamado protoporfirina (PP) IX, com um 4tomo central de ferro no estado ferroso
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(Fe?"), como se pode observar na Figura 2. Est4 presente na molécula de Hb numa propor¢io
4:1, estando cada grupo heme esta associado a uma cadeia globinica. A sua formula molecular

¢ C34H32FeN4Oy4 e apresenta uma massa molar de 616,487 g/mol. (7) (15)

CHa CH;
I I

HOOC « CH» CHp « COOH

Figura 2 Estrutura do grupo heme (Retirado de (6))

A sintese do grupo heme ocorre, predominantemente, ao nivel das mitocondrias e do
citosol das células, envolvendo uma série de reagdes bioquimicas. O processo tem inicio com
a condensagdo da glicina e de succinil-coenzima A (succinil CoA) por a¢do da é4cido d-
aminolevulinico sintetase e na presenca de fosfato piridoxina (vitamina B6). Como resultado
forma-se o acido d-aminolevulinico (ALA), que ¢ transportado para o citosol e convertido em
porfobilinogénio (PBG), gragas a enzima ALA desidratase. De seguida, ocorre a desaminagao
e condensa¢do de quatro moléculas de PBG para produzir hidroximetilbilano (HMB). A
uroporfirinogénio (UPG) III sintase, uma enzima presente no citosol, catalisa a formagao de
UPG III a partir do HMB. Devido a remocao sequencial dos quatro grupos carboxilicos das
cadeias laterais pela UPG descarboxilase, ocorre a producgdo de coproporfirinogénio (CPG) III.
Este ultimo ¢ transportado para as mitocondrias e convertido em protoporfirinogénio (PPG) III,
pela enzima CPG III oxidase. O PPG III, por sua vez, ¢ transformado em PP IX pela enzima
protoporfirinogénio Il oxidase. A etapa final da biossintese do heme envolve a insercao de
ferro na PP IX. A enzima ferroquelatase facilita a insercdo de ferro ferroso (Fe?") no anel de

PP, resultando na formagao do heme. (12) (14) (16)

Apos a sintese do grupo heme, este € transportado para o citosol, onde se vai combinar
com as cadeias globinicas, ja previamente sintetizadas (Figura 3). Este processo resulta na

formagao da molécula de Hb completa, na qual cada grupo heme se encontra associado a uma
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cadeia polipeptidica através de uma cadeia lateral de histidina. O heme fica posicionado entre

as hélices E e F de cada cadeia globinica. (6) (12)
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«

Ciclo da \Y, Aminoacidos
transferrina -' \
" Y olele;
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) \./ Ribossomas \
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Ferritina X
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Globina «, e B,
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N g ——
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\ \ f /
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Porfobilinogénio Coproporfirinogénio

N F

Uroporfirinogénio

Figura 3 Biossintese do heme e da hemoglobina no eritroblasto (Adaptado de (14))

Ap0s a sua formagao e incorporacdo na molécula de Hb, o grupo heme desempenha um
papel essencial na ligagdo e transporte do oxigénio (O2). A interacdo reversivel entre o ferro
ferroso (Fe**) do heme e a molécula de O: ¢ fundamental para a fung¢ao principal da Hb, sendo

essa ligacao influenciada por diversos fatores que modulam a afinidade da Hb ao O-. (6)

No estado ferroso (Fe**), o grupo heme pode ligar-se a diversos ligandos gasosos,
incluindo o Oz, 0 mondxido de carbono (CO) e o monoxido de azoto (NO). A interagdo entre o
O: e a Hb ocorre na bolsa distal da proteina, onde ¢ estabilizada por uma histidina localizada
na posi¢ido E7 (His E7). Quando o Fe** ¢ oxidado e passa ao estado férrico (Fe**), a Hb no se
consegue ligar ao O: nem ao CO, pelo que se vai ligar ao NO, mas com uma afinidade muito
menor do que o heme no estado ferroso. Alguns destes compostos atuam como inibidores
competitivos, afetando a ligacdo do O: a Hb, uma vez que se ligam com uma afinidade

significativamente maior. (6) (1) (7) (13)

A Hb ¢ capaz de se ligar a um maximo de quatro moléculas de Oz, uma para cada grupo
heme. Esse processo ocorre de forma cooperativa, o que significa que a fixacdo de uma

molécula de O: facilita a ligacdo das proximas, um fenémeno descoberto por Christian Bohr. A
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conformacdo estrutural da Hb muda dependendo da presenca ou auséncia de oxigénio ligado
ao ferro do grupo heme, caracterizando-a como uma proteina alostérica. Encontram-se descritas
duas estruturas alternativas da Hb: o estado relaxado (R), que apresenta alta afinidade ao O, €
o estado tenso (T), caracterizado por baixa afinidade ao O>. Na sua forma desoxigenada,
denominada desoxihemoglobina, os grupos heme encontram-se desprovidos de O. ¢ a Hb
encontra-se, essencialmente, no estado T. J4 na presenca de O:, a proteina assume a
configuragdo de oxihemoglobina e encontra-se, maioritariamente, no estado R. O equilibrio
entre estes dois estados ¢ afetado por diversos ligandos heterotropicos enddgenos, como o 2,3-
bifosfoglicerato (2,3-BPG), ides H* (que afetam o pH), dioxido de carbono (CO:) e pela
temperatura. Estes fatores influenciam diretamente a afinidade da Hb-O», garantindo um
fornecimento adequado consoante as necessidades metabolicas dos tecidos. O 2,3-BPG, um
subproduto da glicolise, encontra-se presente em concentragdes relativamente elevadas nos
eritrocitos ¢ desempenha um papel essencial na estabilizagdo da Hb no estado T de modo a
facilitar a libertagao de Oz nos tecidos. Na auséncia de 2,3-BPG, a afinidade da Hb-O, seria

cerca de 2 mmHg em vez dos 25 mmHg. (6) (1) (7) (9) (17)

Bohr, Hasselbalch e Krogh foram os primeiros a descrever a afinidade do O: a Hb, ao
identificarem a forma sigmoide da sua curva de dissociacdo, que ilustra a cooperatividade da
ligacdao Hb-O». Esta ligacdo €, normalmente, expressa através do valor de P50, que representa
a pressao parcial de Oz (pO2) na qual a molécula de Hb esta 50% saturada de O2. A P50 padrao
da Hb humana adulta normal ¢ de 26,9 mmHg, a pH 7,4 e a uma temperatura de 37°C. A Figura
4 ilustra a curva sigmoidal e descreve a relagdo entre a pO: e a percentagem de saturacao da Hb
com o0 O2. Com o aumento da afinidade da Hb ao O, a pO: necessaria para a saturagdao diminui
e a curva desloca-se para a esquerda (curva vermelha). Este desvio também ocorre com o
aumento do pH e com a diminui¢do das concentragdes de 2,3-BPG e da temperatura. Algumas
outras Hbs também se enquadram neste desvio, como a HbF que apresenta menor sensibilidade
ao 2,3-BPG e, consequentemente, apresenta uma maior capacidade de captar o O» da circulagao
materna. Relativamente a curva da direita (curva azul), esta desvia-se da normalidade devido a
diminuicao da afinidade ao Oz, pelo que a pO: necessaria para a saturagcao aumenta. Este desvio
acontece em condi¢des de elevadas concentracdes de 2,3-BPG, temperaturas elevadas e pH
baixo, bem como na presen¢a de HbS (uma variante de Hb, associada a AF), em que 0 O2 ¢

libertado com mais facilidade. (14) (17)
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Figura 4 Curva sigmoidal de dissocia¢do da hemoglobina (Adaptado de (9))

o 4.2.4 Sintese da hemoglobina ao longo do desenvolvimento

humano

A sintese da Hb ¢ um processo dindmico e estd diretamente relacionada com o local
onde ocorre a eritropoiese (producdo de eritrocitos). As alteragcdes nos locais de eritropoiese

estdo associadas a alteragdes nos tipos de Hb produzidos. (18)

Ao longo do desenvolvimento humano, a producdo de Hb ocorre em diferentes 6rgaos
(Figura 5). Durante a vida embrionaria, este processo ocorre no saco vitelino, enquanto que,
durante a vida fetal, passa a ter lugar no figado e no bago, até que, desde os ultimos estadios da
gestagdo até a idade adulta, passa a ocorrer na medula 6ssea, que se torna o local de eleigao

para a eritropoiese e consequente sintese da Hb. (18) (19)
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Figura 5 Locais de eritropoiese ao longo do desenvolvimento humano (Adaptado de (6))
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A transicdo entre os diferentes tipos de Hb ¢ um processo altamente regulado, e ¢é
essencial para a adaptagdo as diferentes necessidades de oxigenacdo nos diversos estadios de
desenvolvimento. Durante a fase embrionaria, as Hbs predominantes sao as Gower 1 ({2¢&2),
Gower 2 (a2e2) e Portland ({y2), que sdo sintetizadas nos eritroblastos do saco vitelino. Estas
formas de Hb apresentam uma elevada afinidade para o oxigénio, assegurando um fornecimento
adequado ao embrido. Conforme o feto se desenvolve, ocorre a substitui¢ao pela HbF (a2y2),
produzida principalmente no figado ¢ no baco. A HbF ¢ a que predomina durante o segundo e
terceiro trimestre da gravidez até ao nascimento ¢ € a que apresenta maior afinidade ao oxigénio
comparativamente 3 HbA. Depois do nascimento, inicia-se uma transi¢cdo gradual para as Hbs
adultas. A HbA (02P2) é a que predomina desde os 6 meses de idade até a idade adulta. Nos
adultos, também se encontram presentes pequenas quantidades de HbA:> (0202) e HbF, como

demonstrado na Tabela 2. (6) (18) (20)

Tabela 2 Distribuicdo das hemoglobinas ao longo do desenvolvimento humano, composi¢do das
cadeias globinicas e propor¢do das hemoglobinas (Adaptado de (21))

Fase do Tipo de Composicao das Proporc¢ao (%)
desenvolvimento Hemoglobina cadeias globinicas
Gower 1 (€1)
Embrido Gower 2 02€2 -
Portland Ooy2
Nascimento HbF 02Y2 80%
HbA a2z 20%
HbA a2z 96-98%
Adulto HbA» 0202 2-3%
HbF 02y2 <1%

o 4.2.5 Expressao e regulacao dos genes das globinas

A expressao dos genes das globinas ¢ um processo altamente regulado e essencial para
a producao de Hb funcional. Durante o desenvolvimento humano, a expressao destes genes
segue um padrdo ontogenético, uma vez que sdo ativados e desativados em momentos

especificos para produzir varios tipos de Hb. (22)
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Os genes das globinas estdo localizados em dois clusters principais: o cluster da o-
globina (cromossoma 16, 16p13.3) que contém os genes que codificam para as cadeias o
(HBAI e HBA2) e { (HBZ) e o cluster da B-globina (cromossoma 11, 11p15.5) que contém os
genes que codificam para as cadeias p (HBB),y (HBGI e HBG?2), 6 (HBD) e ¢ (HBEI). A cadeia
a ¢ codificada por dois genes duplicados, o gene HBA 1 que codifica a cadeia a1 € o gene HBA2
que codifica a cadeia a», enquanto a cadeia y resulta da expressao de dois genes distintos: HBG1,
que codifica para a subunidade ya que contém alanina, e HBG2 que codifica para a subunidade
vG que contém glicina. Os genes a-/ike, encontram-se na ordem 5'-C-y{-ya2-yol-a2-al1-01-3’
e os genes B-like na ordem 5'-e-Gy-Ay-yB-06--3’, como ilustrado na Figura 6. Relativamente
ao primeiro agrupamento génico, este € constituido por trés genes funcionais (a1, a2 € C), trés
pseudogenes (yC-yoaz-yai) e o gene da globina 6 (HBQI), com fun¢do ainda por determinar.
No que diz respeito ao conjunto genético -/ike, este ¢ composto por cinco genes funcionais (3,
0, Gy, Ay e €) e um pseudogene (yf). Ambos apresentam a orientacdo 5'- 3’ o que significa que
sdo transcritos desde o telomero até ao centrémero, sendo dispostos pela ordem que sdo

expressos ao longo do desenvolvimento humano. (23) (24)

1 Kilobase
30.31 104 105
£ yl wo2 wol o2\ ol / 61 e Gy Ay vyp o B
Cromossoma 16 —gTi—{—AT—I} 1 MO Cromossoma 11

Figura 6 Organizagdo dos genes globinicos nos cromossomas 16 e 11 (Adaptado de (25))

A expressdo do gene HBZ ocorre, principalmente, nas primeiras 6 a § semanas de
gestacdo, mas pequenas quantidades de (-globina ainda podem ser detetadas nos eritrocitos
fetais e neonatais. No primeiro trimestre da gravidez, ha também uma intensa expressao de
HBE]I, gene que codifica para uma forma embrionaria da B-globina, conhecida como globina
€. Essa proteina € sintetizada por uma linhagem primitiva de eritrocitos localizada no saco
vitelino e integra as Hbs Gower 1 e Gower 2. Assim que comeca a produgdo dos primeiros
eritrocitos definitivos no figado fetal, aumenta a expressao do gene HBG, que codifica para a
principal molécula de globina do tipo B, a y-globina, que compde a Hb Portland e a HbF. Esta
continua a ser a Hb principal durante a maior parte da gravidez. Durante o terceiro trimestre, a
producao de cadeias y vai diminuindo, enquanto a sintese de cadeias B aumenta. O

silenciamento do gene HBG continua apds o nascimento até aos 6 meses de idade, altura em
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que a percentagem de HbF comec¢a a diminuir, até atingir a concentragdo de 1%. A sua
inativagdo apods a fase embriondria pode estar relacionada com a presenca de um elemento

silenciador na regido promotora. (20) (22) (24) (26)

Naidade adulta, a Hb predominante ¢ a HbA, devido ao aumento da expressao dos genes
HBA e HBB, que codificam para as cadeias a e 3, respetivamente. O switch da HbF para HbA
resulta do silenciamento dos genes da y-globina e da ativagdo do gene da B-globina, devido a
ligagdo especifica dos fatores de transcri¢ao (FTs) aos genes da B-globina. Como referido no
topico anterior, a HbA> encontra-se em menor quantidade em comparagao com a HbA devido
a menor expressao dos genes que codificam para a cadeia 6 em comparagdo com uma elevada
expressao dos genes da globina B, apesar das semelhangas funcionais e estruturais entre as
cadeias (Figura 7). Esta discrepancia nos niveis de expressao pode ser atribuida a mecanismos
de regulagdo tanto transcricionais quanto pds-transcricionais e parece estar relacionada com a

instabilidade do mRNA da 3-globina em comparagdo com o B-mRNA. (20) (22) (26)
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Figura 7 Sintese e expressdo das cadeias globinicas ao longo do desenvolvimento humano (Adaptado

de (6))

O controlo preciso da expressao dos genes das globinas permite o switch ordenado entre
as diferentes formas de Hb garantindo a sua adapta¢do as necessidades fisiologicas. Deste
modo, sdo necessarios mecanismos regulatorios que coordenem a expressdo génica de uma

forma eficiente. (25)

A expressdo génica ¢ controlada em trés niveis distintos. O primeiro envolve uma
regulagdo proximal, na qual os FTs se ligam aos promotores dos genes globinicos, fazendo com
que estes sejam expressos. Alguns exemplos de FTs sdo o0 GATA-binding factor 1 (GATA-1),
0 Nuclear Factor Erythroid 2 (NF-E2), o Kriippel-like factor 1 (KLF1) e o B-cell
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lymphoma/leukemia 11 A (BCL11A) que sdo expressos especificamente por células da linhagem
eritroide. No que diz respeito ao GATA-1, este potencia a transcri¢do dos genes que codificam
para a B-globina (em conjunto com o NF-E2) e y-globina nos estadios mais precoces da
eritropoiese e auxilia a repressao da y-globina no switch entre a HbF e a HbA. O KLF1 atua
como um ativador direto do gene da B-globina, promovendo a sua transcri¢do. Além disso,
exerce um papel indireto na repressdo da y-globina, uma vez que regula a expressdo de

repressores como BCL11A4 e MYB, que inibem a transcrigao do gene da y-globina. (6) (27)

O segundo nivel de regulagdo dos genes globinicos diz respeito a regulacao distal,
mediada pela Locus Control Region (LCR) dos genes que codificam para as B-globinas. A LCR
encontra-se a montante no cluster correspondente a B-globina, no cromossoma 11. Esta regido
contém cinco sitios hipersensiveis (HS) a DNase I, que sdo marcadores de cromatina ativa e
tornam o DNA acessivel a ligacdo dos fatores de transcri¢do. Em rela¢do ao cluster da a-
globina, a regulacdo da expressdo génica ¢ feita através de quatro Multi-Species Conserved
Sequences (MCS), localizadas também a montante, denominadas MCS R1-R4. As MCS
correspondem, igualmente, a sitios hipersensiveis a DNase I sendo que, destes elementos,
apenas a MCS R2 (também denominada de HS-40) demonstrou ser essencial para a expressao

dos genes HBA (Figura 8). (18) (25) (23)

Por fim, o terceiro nivel de regulagdo da expressao dos genes globinicos esta associado
amodificagdes epigenéticas, que modulam a sua ativacao ou repressao de acordo com as marcas
epigenéticas existentes. S3o conhecidas varias modificagdes que controlam o grau de
compactagdo da cromatina e que permitem ou inibem a transcri¢ao. A metilagdo do DNA ¢ um
dos exemplos, sendo que a hipermetilacao inibe a transcri¢ao devido a uma maior compactagao
da cromatina e a hipometilacdo tem o efeito contrario. O promotor do gene da y-globina ¢
altamente metilado na vida adulta, contribuindo para a sua repressdo. As modificagdes nas
histonas, como a sua acetilagdo e metilacdo também desempenham um papel essencial na

regulacdo da expressdo das cadeias globinicas. (23) (28)
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Figura 8 Organizacdo dos genes globinicos nos respetivos cromossomas com destaque para os
promotores e para os elementos reguladores (Adaptado de (18))

5. Mutacoes e detecao laboratorial das variantes de
hemoglobina e de alteracoes quantitativas na sua

sintese

e 5.1 Tipos de mutacoes nos genes das cadeias globinicas

Atualmente, encontram-se descritas mais de 1000 mutagdes associadas aos genes das
cadeias globinicas. Estas podem afetar tanto a producdo das proteinas globinicas como podem
alteré-las estruturalmente, dando origem a variantes e distlrbios relacionados com a Hb, as

hemoglobinopatias, que vamos abordar mais detalhadamente no topico 6. Hemoglobinopatias.

(13)

A maior parte das mutacdes identificadas e relacionadas com as variantes de Hb sdo as
mutagdes pontuais missense, que afetam a estrutura das cadeias de globina. Estas mutagdes
consistem na substituicdo de um ou mais nucledtidos no gene normal por um nucledtido
distinto, o que leva a substituicdo de um aminoacido da cadeia, exatamente na posicao afetada

pela mutacdo. (6)

As variantes de Hb estdo, também, associadas a outros tipos de mutagdes, menos usuais,
como delecdes, insercdes, mutagdes antiterminacao € nonsense que envolvem um ou mais dos
seguintes genes: HBA, HBB, HBG ou HBD. As delegdes, tal como o nome sugere, envolvem a
remog¢ao de um ou mais nucledtidos, enquanto as insergdes resultam na adicdo de um ou mais
nucledtidos, induzindo a leitura incorreta dos aminoédcidos correspondentes. Em relacdo as
mutagdes antiterminagdo, estas ocorrem quando o coddo de terminagdo STOP ¢ mutado, o que

faz com que a tradugdo continue até atingir outro codao STOP. Em contrapartida, as mutacdes
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nonsense envolvem a alteracdo de um nucleétido que promove o surgimento precoce de um

coddo de terminagdo STOP, resultando na degradacao da cadeia globinica. (6) (9)

As mutagdes na Hb resultam em diversas anomalias, sendo que algumas delas
desencadeiam sintomas clinicamente significativos. O termo zigosidade refere-se a associagao
entre o numero de mutacdes genéticas e o nivel de gravidade do efeito genético resultante.
Entre as variantes de Hb mais frequentes e com maior impacto clinico destacam-se a HbS, HbC
e HbE, que ndo s6 alteram a funcdo da Hb como também influenciam a sua afinidade para o

oxigénio. (9)

e 5.2 Métodos de diagnostico para detecio de mutacoes

A detecdo de mutacdes nas cadeias globinicas exige a utilizagdo de multiplas técnicas
complementares. A maioria dos testes laboratoriais de rotina apenas fornecem informacgdes
sobre as propriedades fisico-quimicas da Hb. No entanto, para uma identifica¢ao clinica mais
precisa, ¢ normalmente necessario recorrer-se a pelo menos dois métodos distintos, cujos

resultados devem ser interpretados tendo em conta o quadro clinico do doente em questdo. (29)

O rastreio neonatal da drepanocitose envolve o teste do pezinho que ¢ feito a partir do
3° dia de vida e, se possivel, até ao 6°. A amostra de sangue ¢ obtida através de uma ou duas
picadas no calcanhar do recém-nascido e o diagnostico laboratorial ¢ feito por eletroforese
capilar. Para a detegdo de mutagdes, estdo também disponiveis testes genéticos pré-natais bem

como o diagndstico genético pré-implantacdo, no caso de fertilizagdo in vitro. (30)

Apds a realizagdio de um hemograma com resultados sugestivos de uma
hemoglobinopatia e com o objetivo de se obter um diagndstico preciso, sdo utilizadas diversas
técnicas laboratoriais. As técnicas utilizadas dividem-se essencialmente em dois grupos: as
técnicas analiticas baseadas em proteinas e as que permitem um diagnostico a nivel molecular.
A metodologia mais rotineiramente utilizada e a abordagem inicial mais comum ¢ a anélise das
Hbs através de eletroforese, uma vez que esta técnica permite separar as diversas fracdes da Hb
e, assim, caracterizar as varias variantes. Para além desta, é também utilizada outra técnica, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que fornece um perfil mais detalhado e a
quantifica¢do exata das Hbs, pelo que € utilizada para a identificagdo e quantificacdo definitiva
das variantes presentes. Como exemplo, temos a HbS e a HbC, que apresentam migragao
semelhante na eletroforese, pelo que, neste caso, seria necessario a utilizagdo de HPLC para a

distingdo das duas variantes. (9)
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Com base nos testes realizados inicialmente, pode haver suspeita da existéncia de
mutagdes e, portanto, de hemoglobinopatias. Assim, podera ser necessaria a realizagdo de
técnicas moleculares para confirmagdo da mutagdo. A polymerase chain reaction (PCR) ¢ um
dos métodos mais utilizados, principalmente no estudo dos distirbios relacionados com a
globina a, sendo particularmente eficaz na detecao de dele¢des. Outro dos métodos utilizados
¢ a multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). Apds a hibridacdo, ligacao e
amplificacao por PCR das sondas-alvo da amostra, esta técnica permite a comparagao com as
sondas de uma amostra de referéncia, com nimero de copias conhecido, com o objetivo de
detetar anormalidades na amostra, nomeadamente, variagdes no numero de copias de DNA
(delecdes e/ou duplicacdes). A sequenciagdo de Sanger €, também, um dos métodos utilizados,
principalmente, para detetar mutacdes especificas em certas regidoes do DNA e as mutagdes

pontuais. (4) (31)

6. Hemoglobinopatias

e 6.1 Definicao e classificacao

As hemoglobinopatias sdo caracterizadas pela sintese reduzida das cadeias
polipeptidicas da Hb ou por alteracdes estruturais na Hb. Estima-se que, aproximadamente, 7%

da populagdao mundial seja portadora de uma hemoglobinopatia. (32) (33)

Estas doencas hereditarias sdo causadas por alteracdes nos genes responsaveis pela
sintese das cadeias globinicas da Hb. As muta¢des podem afetar diretamente as cadeias
globinicas ou podem interferir nas proteinas envolvidas no processo de sintese destas cadeias,
pelo que podem ser classificadas em duas categorias: hemoglobinopatias qualitativas ou
estruturais e hemoglobinopatias quantitativas. Nas hemoglobinopatias qualitativas, como o
proprio nome sugere, a producao da Hb ocorre em niveis normais ou quase normais. No entanto,
devido as mutagdes pontuais anteriormente referidas, ocorre uma modificacdo na estrutura da
molécula de Hb (defeito estrutural), o que compromete também a sua funcdo (defeito
qualitativo). Um exemplo deste tipo de doenca monogénica ¢ a AF. Por outro lado, em relagao
as hemoglobinopatias quantitativas, estas resultam de uma producdo reduzida de cadeias
globinicas geralmente causadas por mutagdes que envolvem a dele¢ao de nucleotidos. Como

mecanismo compensatorio, nestes casos, sdo sintetizadas outras formas de Hb ndo afetadas pela
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mutacdo. Entre esta ultima categoria de hemoglobinopatias, destacam-se as talassemias, quer

sejam elas minor ou major. (12)

o 6.1.1 Hemoglobinopatias qualitativas ou estruturais
"= 6.1.1.1 Anemia falciforme

A AF, também designada de drepanocitose, ¢ uma doenca hereditdria monogénica,

autossomica recessiva, € a hemoglobinopatia estrutural mais relevante em termos clinicos.

A alterag@o responsavel por esta hemoglobinopatia esta relacionada com a variante
estrutural de Hb mais comum, a Hemoglobina S (HbS), que ¢ formada por duas cadeias
globinicas o normais combinadas com duas cadeias 3 mutadas. O defeito genético responsavel
pela produgado desta Hb ¢ a substitui¢do de um unico nucleétido no coddo 6 do gene HBB. Esta

mutag¢do pontual resulta na substituicdo do acido glutdmico (GAG) pela valina (GTG), na

posicado 6 da cadeia B. (6) (12) (33)

Esta substituicdo de aminoacidos tem véarias implicagdes, tanto a nivel estrutural como
funcional. O 4acido glutdmico, polar e hidrofilico, encontra-se presente na HbA e apresenta carga
elétrica negativa, enquanto que a valina, apolar e hidrofobica, ¢ o aminodcido que o substitui
na HbS e apresenta carga neutra. Esta alteragdo na carga elétrica afeta a mobilidade
eletroforética da molécula de Hb e afeta a forma como as moléculas de Hb interagem entre si.
Quando a HbS esté totalmente oxigenada, a sua conformagao ndo permite a ligagdo da valina
as regides hidrofobicas. Deste modo, as moléculas de Hb permanecem soluveis no citosol
eritrocitario, como acontece com a HbA e, assim, ocorre a preservacao da forma normal, em
disco biconcavo, dos eritrocitos. Na presenca de baixos niveis de oxigénio, a HbS forma varios
polimeros que, ao se agruparem, causam a deformagao dos eritrocitos e originam o formato de
foice caracteristico desta condi¢cdo. A Figura 9 ilustra as diversas alteracdes morfologicas dos
eritrocitos presentes na AF, resultantes da polimerizacdo da HbS. Estas alteragdes funcionais e
estruturais, que incluem a baixa motilidade e flexibilidade dos eritrdcitos, tornam-nos mais
densos. Deste modo, estas células encontram-se mais suscetiveis a hemolise e possuem uma
vida util mais reduzida de, aproximadamente, 20 dias, em comparagdo com os 120 dias dos

eritrocitos normais. (6) (12) (33) (34) (35) (36)
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Figura 9 Microscopia otica de esfregaco sanguineo de doente diagnosticado com drepanocitose — (1)
células com hemoglobina S na forma de disco biconcavo, (2) momento inicial da polimeriza¢do
caracterizada pela condensagdo da hemoglobina S numa parte do eritrocito denso; (3) célula
falciforme irreversivel (Adaptado de (37))

Desde o nascimento que a HbS se encontra presente nos individuos que apresentam o
gene HBB mutado. No entanto, como foi referido anteriormente, a HbF ¢ a que prevalece até
ao nascimento e, posteriormente, ocorre o switch gradual para a HbA. A HbF ndo apresenta
cadeias P na sua estrutura pelo que o gene mutado s6 comega a ser expresso quando ocorre a
transicao pods-natal da sintese de HbF para HbA. Neste caso, em vez de HbA, os individuos

afetados comecam a sintetizar HbS. (6) (12) (33)

O impacto fisiopatologico da presenga de HbS ¢ determinado pela heranca genética do
individuo. Existem vérios gendtipos da doenga falciforme, sendo o mais grave o genotipo
homozigoético HbSS, em que sdo herdados ambos os alelos mutados dos progenitores. Os
individuos portadores sdo os que possuem o genotipo heterozigdtico HbAS, que contém um
alelo normal e um alelo mutado. A Figura 10 ilustra os possiveis padrdes de transmissdao
genética num casal portador de AF. Curiosamente, embora a muta¢dao no gene HBB provoque
complicagdes graves para os individuos homozigoticos (HbSS), sabe-se que a forma
heterozigotica (HbAS) confere uma protecdo parcial contra formas graves de malaria causadas
pela infe¢do de Plasmodium falciparum. A polimerizacdo da Hb nos eritrocitos infetados ¢é
responsavel pela paragem do crescimento dos parasitas intra-eritrocitarios antes da replicagao

do DNA, o que confere a resisténcia a malaria. (6) (12) (35) (36) (38)

A par dos genétipos mais conhecidos, existem outras variantes genéticas mistas
resultantes da combinag@o do alelo HbS com outras mutagdes nos genes da -globina, como ¢

o caso da HbS combinada com a HbC (HbSC) e da HbS combinada com a B-talassemia. A
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hemoglobina C ¢ formada devido a substitui¢ao do residuo de 4cido glutamico por um residuo

de lisina na sexta posi¢ao de B-globina. (12) (35) (36)

Gendtipos
de
hemoglobina

Figura 10 Possiveis padrées de transmissdo genética num casal portador de anemia falciforme
(Adaptado de (39))

Para além das alteragdes j4 mencionadas, a presenca de HbS sob condi¢des de hipoxia
leva a inibi¢ao da producao de 6xido nitrico provocando a adesao das células falciformes ao
endotélio vascular. Consequentemente, o bloqueio do fluxo sanguineo (crises vaso-oclusivas),
e a lesdao do endotélio vascular, originam complicagdes major como iremos abordar

posteriormente. (35) (36)

= 6.1.1.1.1 Manifestacoes clinicas

As manifestagdes clinicas da AF variam de acordo com a expressdo genotipica de cada
individuo, a qual condiciona a gravidade e evolucao da doenca. A forma mais grave da doenga
ocorre nos individuos com a forma homozigoética da AF (HbSS), pelo que apresentam sintomas
mais graves e potencialmente fatais. Por outro lado, os individuos portadores (HbAS) sdo

geralmente assintomaticos ou apresentam sintomas leves. (6) (36)

Esta doenca afeta diversos 6rgaos e sistemas devido a multiplas complicagdes, tanto
agudas como cronicas. Estas manifestagdes comecam a surgir por volta dos 6 meses de idade,
quando os niveis de HbF diminuem e os niveis de HbS aumentam. Até esse momento, os

individuos afetados sdo, geralmente, assintomaticos. (6) (36) (40)
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As crises vaso-oclusivas (CVO) sdo uma das manifestacdes mais comuns nesta condigao
e a que causa mais entradas nos servicos de urgéncias. A patogénese destas crises esta
relacionada com a polimerizacdo da HbS e com a sua aderéncia as células endoteliais. Esse
processo resulta na obstrug¢ao dos vasos sanguineos € em dor intensa, principamente, nos 0ssos,
torax e abdémen. A dor associada as crises resulta da ativacao das fibras nervosas nociceptivas,
provocada pela obstru¢do da microvasculatura que, em tltima instancia, origina necrose e dano
no orgao. A hipoxia, a exposi¢do ao frio extremo e algum tipo de infecdo podem ser os fatores
desencadeadores de uma CVO. Nos primeiros anos de idade, as crises manifestam-se,
essencialmente, pela sindrome maos-pés (dactilite dolorosa) caracterizada por dor nas
extremidades. Nos recém-nascidos a dor ¢ manifestada com irritabilidade e possiveis disturbios

no desenvolvimento. (6) (14) (34) (36) (40)

Outro dos sinais cardinais para o diagndstico desta patologia ¢ a presenca de anemia
hemolitica crénica devido a reducdo do tempo de semi-vida dos eritrocitos em circulagdo. Em
termos bioquimicos, caracteriza-se por diminui¢do dos niveis de Hb e do hematocrito,
reticulocitose, como forma de compensagdo da anemia, e também por niveis elevados de

bilirrubina, que se manifesta através da ictericia. (6) (14) (36)

O bacgo, um 6rgao linféide que tem como uma das suas fungdes a remocgao de eritrocitos
defeituosos, fica sobrecarregado na AF. Os eritrocitos em forma de foice tornam o fluxo
sanguineo mais lento, reduzindo a oxigenacdo e aumentando a polimeriza¢do da HbS, fazendo
com que ocorra, de forma progressiva, a esplenomegalia e posteriormente a autoesplenectomia.
A faléncia funcional deste O6rgdo, torna os individuos mais suscetiveis a infecdes
particularmente por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Parvovirus BI9.
Além disso, este processo de falciformizacdo das células sanguineas e o seu aprisionamento,
podem desencadear o sequestro esplénico. O sequestro esplénico ¢ uma emergéncia médica
uma vez que causa um choque hipovolémico que, se ndo intervencionado rapidamente, leva a

morte em poucas horas. (14) (36) (40)

Para além das manifestacdes j& mencionadas, a AF estd associada a vdarias outras
complicacdes sistémicas, relacionadas com a vaso-oclusdo. A sindrome toracica aguda ¢ uma
delas e pode também ser desencadeada por infe¢des respiratorias. E caracterizada por febre e
dor toracica e € a principal causa de morte em individuos com drepanocitose. O acidente
vascular cerebral (AVC) ¢, também, uma das causas mais frequentes de morbilidade e
mortalidade em idade pediatrica, com risco significativo de sequelas a nivel neuroldgico. A

Figura 11 é representativa das multiplas manifestacdes clinicas referidas, enfatizando a natureza
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multissistémica da doencga, que reduz tanto a esperanga média de vida como a qualidade de vida

do doente com AF. (6) (40) (41) (42)

Risco de AVC devido ao
blogueio ou dano nos vasos =~ +—————
sanguineos cerebrais

|

Sindrome torécica
aguda

Esplenomegalia

Vaso-oclusdo que
desencadeia hipdxia tecidual +— &¥
nas extremidades

o —» Episddios de dor
aguda ou cronica

Figura 11 Manifestagoes clinicas e complicagdes associadas a anemia falciforme (Adaptado de (34))

o 6.1.2 Hemoglobinopatias quantitativas
= 6.1.2.1 Talassemias

As talassemias sdo doencas genéticas de carater autossdmico recessivo. Pertencem ao
grupo das hemoglobinopatias e sdo caracterizadas por alteragdes quantitativas na sintese das
cadeias globinicas da Hb. Essa produgdo desequilibrada leva & acumulagdo de cadeias
globinicas livres, ndo emparelhadas e insoluveis, que se depositam nos eritrocitos,

comprometendo a sua fung¢do. (43)

As talassemias sdo classificadas de acordo com a cadeia cuja sintese se encontra
reduzida ou ausente. Como mecanismo compensatorio, existe um aumento da sintese das
cadeias globinicas ndo-deficientes. A a-talassemia ocorre devido a anomalias na producao das
cadeias a, codificadas pelo agrupamento génico o, presente no cromossoma 16, enquanto que
a P-talassemia envolve a producdo deficiente das cadeias B, codificadas pelo gene HBB,

presente no cromossoma 11. (6) (4)

Cada individuo possui quatro genes responsaveis pela producao das cadeias a da Hb,

dois em cada cromossoma 16, HBAI e HBA2, sendo que o gendtipo € descrito como ao/oa. A
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a-talassemia ocorre quando hd uma delecdo ou mutagdo nos genes envolvidos na producao de
a-globina, sendo que as delecdes sdo as mais frequentes. A gravidade e as manifestacdes da
doenca variam conforme o niimero de genes afetados, pelo que podemos dividir a a-talassemia

em quatro categorias:

= Portador silencioso: delecdo de 1 gene (-a/aa);

= g-talassemia minor: delecdo de 2 genes (-o/-a; --/aat);

= Doenca da HbH: delegdo de 3 genes (--/-a);

= Hidropisia fetal por Hb de Bart: delegao de 4 genes (--/--).

A doenca da HbH e a hidropisia fetal por Hb de Bart sdo consideradas as formas mais graves
da a-talassemia, pelo que sdo também denominadas como o-talassemia major. O surgimento
de Hb anormais, como a HbH (B4), deve-se a escassa produgdo de cadeias a, levando a um
excesso de cadeias B a partir dos 6 meses de idade. A hidropisia fetal é caracterizada por um
excesso de cadeias y que se agrupam na forma de Hb de Bart (y4), geralmente incompativel com

a vida devido a altissima afinidade para o oxigénio. (6) (12) (40) (43)

A fisiopatologia da B-talassemia caracteriza-se pela deficiente producdo de cadeias de
B-globina, causando uma despropor¢do na razdo entre as cadeias a e . Ao contrario da a-
talassemia em que este desequilibrio se deve a delegdes nos genes, no caso da B-talassemia, este
desequilibrio resulta, na maioria dos casos, de mutagdes pontuais no gene HBB. Em individuos
com gendtipo normal (B/B), ocorre uma produgdo equilibrada de cadeias a e 3, permitindo a
formacao eficiente da HbA. No entanto, ja foram descritas cerca de 400 mutacdes diferentes

neste gene, o que explica a grande heterogeneidade molecular. (12) (18) (4)

As B-talassemias podem ser classificadas consoante o nivel de sintese de B-globina e,
consequentemente, tendo em conta o nivel de produgao de HbA. Se o gene mutado apresentar
total incapacidade de produgio de cadeias B, designamos de p°-talassemia, e os individuos nio
produzem HbA. Se o gene mutado produzir quantidades residuais de B-globina, estamos perante
as B'-talassemias, caracterizadas por uma redugio parcial na sintese de HbA. Como forma de
compensag¢ado, ha um aumento da producao das cadeias d e, por vezes, das cadeias vy, resultando

em niveis elevados de HbA> (0202) e, por vezes, de HbF (a2y2). (6) (18) (43)

De acordo com o grau de perda de expressdo génica, podemos classificar a B-talassemia

em trés fenotipos distintos:

40



» [-talassemia minor: Individuo portador, que herdou apenas um gene

mutado, pelo que ¢ produzida uma quantidade significativa de HbA,
caracteristica da heterozigotia simples (B/B° ou p/p*);

= [(-talassemia intermédia: Individuo que herdou duas mutagdes nos genes

B, que ainda permite alguma producdo de [B-globina, podendo ser
heterozigotico composto (B%B*) ou homozigotico para mutagdes menos
graves (B*/B*);

= [B-talassemia major ou Anemia de Cooley: Individuo que herdou

mutagdes em ambos os genes da P-globina que comprometem
completamente a producdo de HbA, caracteristica da homozigotia
(B°/B°).
A B-talassemia major ¢ a forma mais grave da doenga, sendo caracterizada por uma auséncia
de producao das cadeias B-globinicas. Considerando a sua gravidade, impacto clinico e a sua

maior relevancia para a terapia genética, nos topicos seguintes iremos focar apenas este tipo de

talassemia. (12) (43)

= 6.1.2.1.1 Manifestac¢oes clinicas

A semelhanga do que foi descrito para a AF, também os individuos com B-talassemia
major se apresentam assintomaticos desde a vida fetal até, aproximadamente, aos 6 meses de
idade. Nesse momento, comega a ocorrer o switch entre a HBF (a2y2) e a HBA (02B2). A medida
que a sintese de cadeias P se torna essencial e estd comprometida nos individuos com f3-

talassemia major, comegam a surgir os primeiros sinais clinicos da doenga. (6)

A anemia hemolitica e o atraso no desenvolvimento sdo das primeiras manifestacdes
clinicas a surgir. Nestes individuos, a anemia tem caracteristicas multifatoriais, esta relacionada
tanto com a eritropoiese ineficaz como com a destruicdo acentuada dos eritrocitos. Como
referido no topico anterior, nesta patologia ocorre um desequilibrio entre a quantidade de
cadeias a e B produzidas. A acumulagdo de cadeias a livres leva ao aparecimento de corpos de
Heinz que sdo o resultado da desnaturacdo e precipitagdo das cadeias o instaveis. Estas
inclusoes eritrocitarias induzem stress oxidativo e dano nas membranas celulares, originando
hemolise. Estdo presentes nos GV, que sdo removidos pelos macrofagos do baco, e estao

também presentes nos seus precursores, que sao logo removidos ao nivel da medula 6ssea. Este
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processo compromete a maturacao eritrocitaria, resultando numa eritropoiese ineficaz. A Figura

12 ilustra a anisopoiquilocitose acentuada e as inclusdes eritrocitarias. (6) (43)

As anomalias musculoesqueléticas também estdo entre as manifestagdes clinicas
frequentes, devido a hiperplasia compensatoria da medula dssea em resposta a anemia severa.
A facies, tipica da B-talassemia major, € caracterizada por bossing frontal (testa proeminente),
hipertrofia do maxilar superior ¢ magads do rosto proeminentes. A hepatoesplenomegalia ¢
também uma caracteristica desta patologia devido a extensa eritropoiese, destruicao e sequestro
das células sanguineas. Estes individuos sdo também mais suscetiveis a infegdes, devido a

sobrecarga do bago e ao comprometimento do sistema imunitario. (6) (14) (43)

Outra das complicagdes associadas a -talassemia major é a hemossiderose, considerada
a principal causa de morbilidade nestes doentes. A sobrecarga de ferro advém das multiplas
transfusdes a que os individuos com esta doenca estdo sujeitos e estd associada a disfungdes
organicas. Para além disso, a intensa atividade eritropoiética inibe a sintese hepatica de

hepcidina, o que leva a um aumento da absor¢ao de ferro pelos enterdcitos intestinais. (6) (4)
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Figura 12 Esfregaco sanguineo de individuo com p-talassemia major demonstrando
anisopoiquilocitose acentuada, presenca de ponteado basdfilo, pequenos fragmentos eritrocitdrios e
corpos de Heinz (Retirado de (44))

e 6.2 Epidemiologia global

As hemoglobinopatias sdo as doengas monogénicas mais comuns em todo o mundo.

Entre elas, a AF e a B-talassemia destacam-se como sendo as mais prevalentes.

De acordo com as estimativas recentes, cerca de 75% dos aproximadamente 500.000
bebés nascidos com doenca falciforme em 2021, terdo nascido na Africa Subsaariana. Sabe-se

que a frequéncia do gene HbS ¢ elevada nas regides com historico de malaria endémica como
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¢ 0 caso da Africa Subsaariana, india, Sudeste Asiatico e regides mediterranicas. Nestas areas,
os individuos heterozigdticos (HbAS) apresentam uma vantagem seletiva, como foi referido
anteriormente, o que favorece a persisténcia e a disseminacao do gene HbS na populagao,
contribuindo para o elevado niumero de casos de AF registados nessas zonas. Na Europa, apesar
da menor prevaléncia de AF, encontram-se diagnosticadas cerca de 40.000 pessoas. (6) (36)

(39) (45)

Da mesma forma, também a [B-talassemia apresenta maior prevaléncia em regides
historicamente afetadas pela maléaria, como no subcontinente indiano, partes do Sudeste
Asiatico, no Médio Oriente mas também no Mediterraneo. Apesar de existir este fator
diferenciador entre os paises endémicos e a Europa, ainda é nestes paises que a morbilidade e

mortalidade associadas as hemoglobinopatias sdo mais elevadas. (46)

No entanto, tanto a AF como a B-talassemia estdo presentes e a aumentar em diversas
regides do mundo devido a migragdo de pessoas com ascendéncia africana. A Figura 13

representa a distribui¢do geografica de hemoglobinopatias. (46)

Nos paises desenvolvidos vao sendo feitos esforcos de modo a aumentar a esperanga
média de vida ¢ a melhorar a qualidade de vida dos doentes. Tal ¢ alcancado através de
programas de rastreio neonatal, de medidas profilaticas e do acesso a diversas opgdes
terapéuticas, como a hidroxiureia (HU), o transplante de células estaminais hematopoiéticas
(TCEH) e, mais recentemente, a terapia genética. Por outro lado, nos paises subdesenvolvidos,
devido a caréncia de servigos de satde, este objetivo ndo ¢ alcancado, pelo que a maioria dos
doentes permanecem sem diagndstico e ndo sobrevivem devido as complicacdes da doenca. Os
dados de 2019 relatam que, na Europa, cerca de 94% das criancas diagnosticadas com AF vivem
até a idade adulta e mesmo até a velhice, ao contrario do que se passa na Africa Subsariana, em

que 50-90% das criangas diagnosticadas morrem nos primeiros 5 anos de vida. (35) (36) (39)

Em Portugal, o primeiro estudo epidemioldgico realizado a nivel nacional sobre
hemoglobinopatias teve inicio na década de 1980. A prevaléncia global situava-se entre 1% e
2%, sendo mais elevada para a B-talassemia (0,45%) do que para a AF (0,32%). As regides
mais a sul do pais eram as mais afetadas. Na sequéncia dos dados obtidos, foi criado, em 1986,
o Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias (PNCH). Desde entdo, tém sido
desenvolvidas diversas agcdes como rastreios populacionais e estudos epidemiolédgicos, de modo
a prevenir e controlar melhor a evolugdo das hemoglobinopatias. Neste sentido surgiu o rastreio

neonatal da drepanocitose. (47)
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O Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (INSA) é, em Portugal, a entidade
responsavel pelo Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN). O objetivo deste rastreio,
mais conhecido como teste do pezinho, ¢ a detecdo e identificagao precoce de diversas doengas
genéticas, como a drepanocitose, sem que ainda se verifiquem sintomas. A realizagdao atempada
deste rastreio contribui para um melhor prognéstico dos doentes, uma vez que possibilita
intervengdes médicas mais rapidas e eficazes. Sendo este teste gratuito, ¢ de extrema
importancia a sua realizagdo uma vez que, de acordo com o estudo piloto realizado em maio de
2021, a drepanocitose, ja foi confirmada em 118 casos, um numero epidemiologicamente
relevante para Portugal. (48)

Talassemia D

Anemia Falciforme D

Hoc [}
HbD fi
HbE

Figura 13 Distribui¢do geogrdfica de hemoglobinopatias (Adaptado de (6))

e 6.3 Abordagens terapéuticas convencionais

Embora com fisiopatologias distintas, tanto a AF como a B-talassemia apresentam
desafios devido a complexidade do seu tratamento que visa, essencialmente, melhorar a
qualidade de vida dos doentes. Para isso, recorre-se a uma combinagdo de fairmacos, medidas

de suporte, transfusdes regulares e, em alguns casos, ao TCEH.

A compreensdo das abordagens terap€uticas convencionais € essencial para valorizar e
reconhecer o potencial inovador das terapias emergentes, como € o caso da terapia genética, a
qual sera abordada mais adiante, e que se antevé que constitua uma mudanga de paradigma no

tratamento das hemoglobinopatias.
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o 6.3.1 Terapéutica farmacoldgica

" 6.3.1.1 Medidas de suporte

As medidas de suporte, a par com a terapéutica farmacologica, sdo essenciais para
prevenir complicagdes e melhorar a qualidade de vidas dos doentes com hemoglobinopatias.
Permitem gerir e aliviar os sintomas ¢ manifestagdes caracteristicas das doengas, pelo que

complementam a terapéutica farmacologica.

Em relagdo a AF, a dor, associada as CVO, ¢ o principal obstaculo uma vez que ¢
debilitante e leva a uma perda significativa da qualidade de vida dos doentes. Os analgésicos
sdo a base do controlo da dor e devem ser selecionados tendo em conta a gravidade e a anterior
resposta do doente a diferentes analgésicos. Quando a dor se torna crénica, os opidides sdo a
melhor opg¢ao terapéutica. A hidratacdo adequada também contribui para o alivio eficaz da dor,

uma vez que permite manter um bom fluxo sanguineo. (6) (36) (40)

No caso da B-talassemia, as medidas de suporte centram-se, essencialmente, na gestao
das consequéncias da anemia hemolitica e da sobrecarga de ferro resultante das transfusoes

sanguineas regulares. (40)

Tanto na AF como na B-talassemia, as infe¢des sdo recorrentes e potencialmente fatais.
Devido a gravidade destas manifestacdes, o tratamento antibidtico deve ser iniciado de forma
precoce, logo que surjam os primeiros sinais de infecdo, de modo a prevenir a progressao do
quadro clinico. Contudo, a profilaxia ¢ essencial para a preven¢ao de complicacdes futuras. A
imuniza¢do ¢ a administracdo profilatica de antibidticos sdo altamente recomendadas como

profilaxia nestes casos. (6) (40)

Para além dos fatores anteriormente referidos, os doentes também beneficiam de
suplementagdo vitaminica e, ndo menos importante, de apoio psicologico, de modo a garantir

tanto o bem-estar fisico como o mental. (6)

= 6.3.1.2 Hidroxiureia

A HU ou hidroxicarbamida ¢ um antimetabolito de ureia (hidroxicarbamato), que
apresenta uma massa molecular de 76.055 g/mol e a formula molecular de CH4N:Oo.
Atualmente, a HU ¢ um dos poucos medicamentos disponiveis para o tratamento da AF
aprovado tanto pela European Medicines Agency (EMA) como pela Food and Drug
Administration (FDA). Nos Estados Unidos, a HU foi aprovada pela FDA em 1998, apenas
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para doentes adultos e, so a partir de 2017 ¢ que a sua indicagdo terapéutica foi expandida aos
doentes pediatricos. A EMA aprovou este farmaco em 2007, para o tratamento de adultos com
AF. Em 2012, a formulagao Siklos foi aprovada para criancas com idade igual ou superior a 2
anos. Em 2019 surgiu uma nova formulagao liquida oral (Xromi) que foi autorizada para

utilizagdo em criancas com idade igual ou superior a 9 meses. (34) (36) (49) (50) (51)

Entre os agentes modificadores de doenca utilizados para as hemoglobinopatias,
destaca-se a HU. Este composto inibe a enzima ribonucleotideo redutase, essencial para a
conversao dos ribonucledtidos em desoxirribonucledtidos. Essa inibicao provoca a paragem do
ciclo celular na fase S originando uma resposta eritropoiética alterada, que culmina na sintese
de HbF. Diversos estudos clinicos apontam para o papel fundamental da HbF como moduladora
da gravidade das hemoglobinopatias, o que ¢ explicado pelo facto de os recém-nascidos com

AF ou B-talassemia permanecerem assintomaticos até aos seis meses de idade. (46)

No caso especifico da AF, o aumento da sintese de HbF inibe a polimerizacdo da HbS
em condig¢des de hipoxia, o que contribui significativamente para a preservacao da morfologia
dos eritrocitos e para a diminui¢do do numero de células falciformes irreversiveis, sendo assim
atenuados os sintomas associados a deformabilidade dos eritrécitos. Deste modo, a HU ¢é eficaz
na reducdo do nimero e da gravidade das crises de dor em cerca de 70% dos doentes. Para além
de aumentar a producao de HbF, a HU também diminui a expressao de moléculas de adesao
dos neutroéfilos, eritrdcitos e das células do endotélio vascular, melhorando o fluxo sanguineo
e, consequentemente, reduzindo os episodios vaso-oclusivos. Este conjunto de fatores contribui
para a diminui¢do da mortalidade associada a doenca e para o aumento da esperanga média de
vida, uma vez que diminui as necessidades de transfusdo e a frequéncia de internamentos

hospitalares. (6) (36) (40) (46) (52)

Em relacdo a B-talassemia, a eficdcia da HU na inducdo da HbF ndo tem revelado
resultados consistentes. Em teoria, a elevagdo da HbF (a2y2) traria beneficios. Os doentes com
B-talassemia apresentam niveis aumentados de cadeias a livres, devido a insuficiente produgado
de cadeias B. Por isso, a elevacdo da HbF seria uma estratégica eficaz, uma vez que a
incorporacdo das cadeias o na HbF reduziria a acumulacdo de cadeias a livres o que,
consequentemente, diminuiria as manifestacdes e complicagdes caracteristicas da doenca.
Contudo, os ensaios clinicos realizados indicam que a eficacia da HU, nesses casos, ¢
relativamente limitada, uma vez que o fArmaco ndo consegue promover um aumento suficiente

da produgdo de HbF para corrigir o desequilibrio entre as cadeias a e . (52)
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A HU ¢ amplamente utilizada no tratamento da AF e, embora com menos frequéncia,
também tem sido aplicada em alguns casos de -talassemia. No entanto, apesar dos beneficios
terapéuticos reconhecidos, o uso da HU esta associado a varios efeitos adversos, pelo que o seu
uso deve ser reservado apenas para situagdes em que esteja estritamente indicado como
episodios dolorosos frequentes, historial de AVC ou CVO severas, entre outras. Entre os efeitos
adversos mais conhecidos destacam-se a citopenia, a hiperpigmentagdo e ganho de peso. A
azoospermia afeta 80% dos individuos do sexo masculino, podendo comprometer a fertilidade.
Também sao necessarias precaugdes especiais em mulheres na idade fértil, devido ao efeito
teratogénico descrito. O estudo ESCORT-HU realizado na Europa, a mais de 1900 doentes,
permitiu demonstrar o bom perfil de seguranca a longo prazo da HU. No entanto, apesar de
apresentar uma boa relagdo beneficio-risco, a HU ndo representa uma cura, visto que ndo atua

diretamente nas causas genéticas subjacentes a AF e a B-talassemia. (34) (40) (53)

= 6.3.1.3 L-glutamina

A L-glutamina ¢ o L-aminoacido mais abundante no organismo humano. E considerada
um aminodcido condicionalmente essencial uma vez que, embora seja classificada como um
aminoacido ndo essencial, em situagdes de stress metabdlico, como € o caso da hemolise
caracteristica da AF, ocorre um aumento significativo das necessidades de L-glutamina. (36)

(54)

A L-glutamina estd envolvida no transporte de nitrogénio e atua como precursora da
sintese de outras moléculas biologicas, como ¢ o caso da glutationa (GSH). O seu mecanismo
de acdo prende-se, essencialmente, com duas vias. Numa das vias, a GSH exerce atividade
antioxidante, neutralizando as espécies reativas de oxigénio (ROS). Os eritrécitos falciformes
apresentam niveis elevados de ROS, o que causa danos na membrana celular, contribuindo para
as manifestagdes clinicas tipicas da AF. A segunda via de a¢do esta relacionada com outras
enzimas antioxidantes, como a glutationa redutase, a glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
e a catalase, que utilizam o NADPH como co-fator. A L-glutamina tem aqui um papel essencial
visto que, ao ser convertida em glutamato, participa na regeneragdo de NAD", essencial para
manter o equilibrio antioxidante através de uma razio NAD"/NADH mais favoravel. Esse
equilibrio ¢ crucial para o funcionamento das vias metabolicas que produzem NADPH, co-fator
das enzimas antioxidantes mencionadas. Nos eritrocitos falciformes, a capacidade de auto-

oxidacdo esta aumentada, em parte devido a um desequilibrio dessa razdo. Desta forma, a L-
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glutamina ¢ um aminoacido importante para o controlo da AF uma vez que protege as
membranas contra o stress oxidativo, reduzindo a falciformiza¢do de novo e apoiando a

atividade enzimatica antioxidante, o que reduz significativamente as CVO e as hospitalizagoes.

(34) (36) (54)

Em 2017, a L-glutamina foi aprovada pela FDA para o tratamento da AF em doentes
com idade igual ou superior a 5 anos. No entanto, ndo foi aprovada para a B-talassemia uma vez
que o seu mecanismo de agdo nao interefe na capacidade de producao das cadeias de B-globina.
Relativamente a EMA, o pedido da autorizacao de comercializagao do medicamento foi retirado
pela empresa requerente apos parecer negativo por parte do Committee for Medicinal Products

for Human Use (CHMP). (55)

= 6.3.1.4 Voxelotor

O voxelotor, anteriormente conhecido como GBT440, ¢ uma pequena molécula
inibidora da polimerizagdo da HbS. E um modelador alostérico da HbS que se liga
reversivelmente a valina N-terminal da cadeia de a-globina da Hb, aumentando a sua afinidade
para o oxigénio. Esta modificacdo desloca a curva de dissociagdo da Hb para a esquerda,
reduzindo a concentragdo de Hb desoxigenada. Ao manter a Hb no estado oxigenado, o
voxelotor impede a sua polimerizacao, prevenindo a falciformacdo e posterior destrui¢dao
eritrocitaria. Esta acdo traduz-se numa atenuacdo progressiva das complicagdes clinicas da AF

e num aumento da qualidade de vida dos doentes. (34) (36) (56)

Estudos de fase I e I demonstraram que este farmaco €, geralmente, bem tolerado e que
¢ eficaz na reducao da inflamagao, da dor ¢ das restantes manifestagdes caracteristicas da AF.
No entanto, o aumento da afinidade para o oxigénio acarreta preocupagdes quanto aos efeitos a
longo prazo, nomeadamente na funcao cerebral e na lesdo organica. Como forma de ultrapassar
estes possiveis efeitos, estd a ser desenvolvido um farmaco de nova geragdo, similar ao
voxelotor, que estabiliza a HbS na forma oxigenada. Estudos pré-clinicos demonstraram um
aumento da sobrevivéncia em modelos murinos e, esta previsto um ensaio clinico conclusivo

até 2029. (34) (36)

O voxelotor foi aprovado pela FDA, em 2019, para o tratamento de adultos e criancas
com mais de 12 anos com AF, sendo essa indicacao expandida, em 2021, para a populagao
pediatrica com mais de 4 anos. No entanto, em 2024 a empresa farmacéutica fabricante retirou

todos os lotes do mercado devido a ensaios clinicos pds-comercializagdo que relataram maior
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taxa de CVO em doentes que receberam a terapéutica. Na Europa, o voxelotor recebeu
autorizacdo de comercializacdo da EMA em 2022, para doentes com mais de 12 anos. Contudo,
em 2024 a CHMP recomendou a suspensao da autorizagao e os lotes foram retirados do
mercado. Ainda assim, o voxelotor representa uma abordagem inovadora por atuar diretamente
na causa molecular da falciformacao eritrocitaria. Esta particularidade bioquimica, direcionada
para a HbS, explica também a razdo do medicamento ndo ter sido aprovado para outras

hemoglobinopatias como a B-talassemia. (57) (58)

= 6.3.1.5 Crizanlizumab

O crizanlizumab é um anticorpo monoclonal humanizado, IgG2 kappa, que reduz a
adesdo celular ao endotélio vascular, atuando como inibidor seletivo da P-selectina. Este
farmaco bloqueia a interacao da P-selectina com o seu ligando, a glicoproteina P-selectina 1
(PSGL-1), como ¢ ilustrado na Figura 14. As selectinas sdo proteinas transmembranares
pertencentes a familia das moléculas de adesdo celular, fundamentais para a migragdo e
posterior adesao dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas, durante os processos inflamatoérios. (36)

(59)

Na AF, a interacdo entre a P-selectina e o PSGL-1 desempenha um papel importante na
ocorréncia das CVO, ao facilitar a adesdo das células inflamatorias e eritrocitos falciformes ao
endotélio vascular. Ao inibir essa interagdo, o crizanlizumab ajuda a diminuir a frequéncia das

CVO e, consequentemente, das crises de dor. (34)

Crizanlizumab

Eritrocito b o
falciforme

Eritrocito
falciforme

Crizanlizumab

Células endoteliais Células endoteliais

Figura 14 Mecanismo de a¢do do crizanlizumab (Adaptado de (60))

O ensaio clinico SUSTAIN, realizado em 2016, teve como principal objetivo avaliar a

eficacia e seguranga do crizanlizumab na prevengdo das CVO em doentes com AF. Os
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resultados foram promissores, demonstrando a capacidade deste farmaco em reduzir as CVO
em cerca de 45%. No entanto, o ensaio STAND, um estudo de fase Il realizado posteriormente,
suscitou preocupacdes importantes devido aos efeitos secundarios significativos do

crizanlizumab, o que compromete a sua viabilidade para muitos doentes. (34)

Com base nos resultados positivos do ensaio SUSTAIN, o crizanlizumab foi aprovado
pela FDA, em 2016, para o tratamento de doentes com AF e mais de 16 anos. Em 2020, a EMA
emitiu uma autorizagdo condicional de comercializa¢gdo com as mesmas indicagdes
terapéuticas. No entanto, em 2023, o CHMP recomendou a revogacgado dessa autorizacao, apos
o estudo STAND indicar um aumento da incidéncia de eventos adversos graves associados ao
tratamento. Tal como o voxelotor, também o crizanlizumab ndo foi aprovado para a -
talassemia, dado que o seu mecanismo de a¢do nao esta relacionado com a produgao das cadeias

de B-globina. (34) (61)

o 6.3.2 Transfusdes sanguineas

As transfusdes sanguineas representam uma das principais estratégias terapéuticas nas
hemoglobinopatias cronicas, especialmente na AF homozigoética e na B-talassemia major, sendo

utilizadas tanto em situagdes clinicas agudas quanto como terapia de manutencao a longo prazo.

Na AF, as transfusdes visam reduzir a propor¢ao de HbS circulante, idealmente para
menos de 50%, e aumentar a concentracdo de Hb, para cerca de 10 g/dL, na tentativa de
melhorar a oxigenagdao dos tecidos e prevenir complicacdes. As transfusdes podem ser
administradas de forma simples, para aumentar os niveis de Hb, ou como transfusdes de troca,
manuais ou automatizadas, que permitem reduzir mais rapidamente a proporc¢ao de HbS, sendo
utilizadas em casos de disfuncdo organica e CVO graves. As transfusdes pontuais sdo
frequentemente indicadas em situagdes agudas, como o sequestro esplénico ou a sindrome
toracica aguda. Como prevengao secundaria do AVC, os doentes sdo geralmente integrados em

programas de transfusdo a longo prazo, de forma a reduzir o risco de recorréncia. (6) (36) (40)

Na B-talassemia major, a necessidade de transfusdes regulares comeca no primeiro ano
de vida do doente, devido a anemia severa que compromete o crescimento € o desenvolvimento
normal. O principal objetivo terapéutico € corrigir a anemia cronica, estando o nivel alvo de Hb
situado entre 9 a 10,5 g/dL. Estas transfusdes também visam compensar a eritropoiese ineficaz,

caracteristica da doenca. As transfusdes de concentrados de eritrocitos sdo realizadas, em
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média, a cada trés semanas, com um volume aproximado de 12 a 14 mL por quilo de peso

corporal, e hematdcrito ajustado em torno dos 60%. (40)

Apesar das suas vantagens, as transfusdes sanguineas, também podem apresentar
algumas complicagdes como a aloimunizacao (formacao de anticorpos contra os antigénios
eritrocitarios), infecdes transmitidas por via transfucional e, de forma mais prevalente e
prejudicial, a sobrecarga de ferro. Cada unidade de sangue transfundido contém cerca de 200—
250 mg de ferro, quantidade que excede a capacidade fisiologica de excrecdo do organismo.
Por esse motivo, os individuos que recebem transfusdes frequentes devem ser regularmente
monitorizados e iniciar, quando indicado, a terapéutica de quelagdo do ferro, utilizando agentes
como a desferroxamina, deferiprona ou deferasirox. Para minimizar os riscos de complica¢des
associadas as transfusdes, recomenda-se que sejam realizadas fenotipagens antes do seu inicio,

bem como a vacinagao dos doentes contra os virus da hepatite A e B. (36) (46)

o 6.3.3 Transplante de células estaminais hematopoiéticas

O TCEH constitui, até a data, uma das principais opg¢des terapéuticas curativas para
doentes com AF e B-talassemia major. O transplante consiste na substituicdo da medula 6ssea
do doente por células estaminais hematopoiéticas (CEH) saudaveis, que passam a produzir
células sanguineas normais. A eficacia e seguranca de TCEH dependem de varios fatores como
a compatibilidade HLA entre dador e recetor, idade do recetor e gravidade da doenca. O
transplante ird ser tanto mais eficaz quanto mais precocemente for realizado, pelo que sao

elegiveis criangas e adolescentes com idade inferior a 16/17 anos. (34)

Na AF, as indica¢des para a realiza¢do de transplante incluem AVC, crises de dor
severas e frequentes ou a ocorréncia frequente de sindromes tordcicas agudas. Os melhores
resultados sdo alcangados quando se encontra um dador HLA-idéntico, geralmente um irmado
compativel. Nestes casos, a taxa de sobrevivéncia e a taxa de sobrevivéncia livre de doenca
situam-se entre os 80 e os 90%. Contudo, apenas cerca de 20% dos doentes elegiveis para
transplante apresentam um dador HLA-idéntico, o que constitui um entrave a realizacdo destes

tratamentos. (6) (33) (40)

Na B-talassemia major, a dependéncia cronica de transfusdes ¢, por si s6, uma indicagao
para transplante, desde que exista um dador HLA-idéntico disponivel. Tal como na AF, as taxas
de sobrevivéncia rondam os 90% em criangas, no entanto, a eficacia tende a diminuir com o

aumento da idade e com o agravamento das complicagdes associadas a -talassemia. (46)
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Apesar dos seus beneficios, o TCEH est4 associado a riscos significativos, sendo os
mais relevantes as infe¢des severas durante o periodo de imunosupressao, a falha do enxerto e
a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Esta tltima resulta da resposta imunoldgica
das células transplantadas contra os tecidos do recetor e pode afetar a pele, o figado, o trato
gastrointestinal e outros 6rgdos. O risco de desenvolver DECH ¢ significativamente menor

quando o dador ¢ um familiar HLA compativel. (33) (34) (36) (46)

De forma a contornar a escassez de dadores compativeis e complicagdes imunoldgicas
associadas, surgem as terapias genéticas como abordagens inovadoras e promissoras para o
tratamento definitivo tanto da AF como da B-talassemia major, oferecendo uma alternativa

viavel ao TCEH convencional.

7. Terapia genética para hemoglobinopatias

e 7.1 Introducio a terapia genética

A terapia genética representa uma das abordagens mais inovadoras e promissoras da
medicina contemporanea. E considerada uma estratégia terapéutica de precisdo visto ter como
objetivo a cura definitiva de certas doengas monogénicas, atuando diretamente sobre a causa
molecular subjacente: a mutagdo genética. Ao contrario das terapias convencionais, que se
focam predominantemente no alivio sintomadtico, a terapia genética baseia-se na modificagao
do material genético das células do proprio doente permitindo, em muitos casos, a reversdao do

fenotipo patolodgico. (62)

As hemoglobinopatias, entre elas a AF e a B-talassemia major, t€m recebido particular
aten¢do neste campo, devido ao conhecimento aprofundado dos mecanismos genéticos
subjacentes e devido a viabilidade da manipulacio das CEH, especialmente aquelas que
expressam o cluster de diferenciagdio CD34", as quais podem ser recolhidas, manipuladas
geneticamente e posteriormente perfundidas no doente. A utilizacdo de CEH aut6logas como
alvo terapéutico permite evitar complicagdes imunoldgicas associadas ao TCEH, como a
DECH, além de contornar as limitagdes impostas pela escassez de dadores compativeis. (34)

(33) (63)

Nos ultimos anos, os avangos em biologia molecular e farmacogendémica permitiram o

desenvolvimento de multiplas estratégias terapéuticas, desde a adi¢do de genes funcionais até
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a edicdo genética, cujo objetivo ¢ corrigir mutagdes especificas ou modular a expressdo de
genes reguladores, como o BCLI1A, para reativar a producdo de HbF. Essas abordagens
individualizadas podem ser implementadas por meio de diferentes sistemas de entrega genética
(delivery), tanto virais como nao virais, e aplicadas ex vivo ou in vivo, conforme a estratégia
terapéutica adotada. Estes progressos tém possibilitado a transicdo da terapia genética de uma
promessa tedrica para uma realidade pratica, com varios ensaios clinicos em curso e terapias ja

aprovadas tanto para a AF como para a B-talassemia major. (64) (65)

Nos topicos seguintes, serda aprofundado o panorama atual da terapia genética nas
hemoglobinopatias, incluindo as principais abordagens, os sistemas de delivery genético, as

tecnologias de adigdo e edicdo genética, bem como os tratamentos ja aprovados ou em estudo.

e 7.2 Terapia ex vivo vs in vivo

As terapias genéticas podem ser classificadas de acordo com o local onde a modificacdo
genética ocorre: ex vivo ou in vivo. Na terapia genética ex vivo, as CEH sdo mobilizadas,
isoladas e geneticamente modificadas fora do organismo. Essas CEH, que sao recolhidas do
doente, expressam CD34" e sdo responsaveis pela produgdo de todas as linhagens celulares

sanguineas ao longo da vida.

A colheita destas células pode ser realizada a partir da medula 6ssea ou do sangue
periférico. Esta tltima via € preferivel uma vez que ndo ¢ tdo invasiva e permite recolher uma
quantidade suficiente de CEH CD34". Contudo, ¢ necessario mobilizar as células da medula
Ossea para o sangue periférico e, para isso, ¢ recomendada a administra¢do do fator estimulador
de colonias de granulocitos (G-CSF) e Plerixafor (antagonista do recetor CXCR4 que promove
a libertagao das CEH para a corrente sanguinea) antes da colheita por aférese. Esta estratégia

permite aumentar significativamente o nimero de CEH disponiveis no sangue periférico. (66)

(67) (68)

ApOs a colheita, o material de aférese ¢ enviado para uma unidade especializada onde
ocorre a modificagdo genética e a criopreservacao das CEH. As principais estratégias de
modificacdo genética ex vivo incluem a adi¢do de genes globinicos através de vetores
lentivirais, a edigdo genética e a reativacdo da expressdo de HbF. Paralelamente, o doente ¢
submetido a um regime de mieloablacao, para permitir que as CEH geneticamente modificadas,

apos a reinfusdo, possam restabelecer uma eritropoiese normal. (66) (67)
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Apesar dos resultados promissores, a terapia ex vivo envolve estruturas altamente
especializadas, uma logistica complexa e custos elevados, além de requerer tratamento
mieloablativo que apresentam riscos significativos. Por estes motivos, surge a metodologia in
vivo, uma estratégia menos invasiva na qual as ferramentas de edigdo genética sdo
administradas diretamente no doente, geralmente por via intravenosa ou intradssea, visando
modificar as CEH no proprio organismo. Esta abordagem ¢ uma op¢ao mais acessivel e simples
que também contribui para minimizar os riscos associados ao método ex vivo. A distingdo entre

as terapias ex vivo € in vivo esta representada na Figura 15. (62) (69)

A Terapia genética ex vivo o e
Colheita de células estaminais Modificagdo genética das

hematopoieticas células estaminais
hematopoiéticas

5 4

Q000 o
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»

Perfus3o das células estaminais
hematopoiéticas modificadas apds
quimioterapia mieloablativa

B Terapia genética in vivo c o
Administragdo de vetor com Posterior modificacdo
agente modificador do genética das células
material genético estaminais hematopoiéticas

Figura 15 Distingdo entre as terapias ex vivo e in vivo (Adaptado de (62))

e 7.3 Sistemas de delivery do material genético

Na terapia genética os sistemas de delivery do material genético sdo cruciais para o
sucesso do tratamento. Estes sistemas incluem vetores que transportam no seu interior a
informagao genética até as células alvo, geralmente as CEH. Uma vez no interior das células, o
material genético € integrado no genoma, de modo a corrigir ou compensar a mutagdo genética
responsavel pela doenga. Estes vetores sao desenvolvidos com o objetivo de proteger o material
genético das multiplas barreiras extracelulares e intracelulares que podem comprometer a

eficacia da transfecao genética. (70)
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Os vetores utilizados na terapia genética podem ser de origem viral ou ndo viral. Entre
os vetores virais mais utilizados, destacam-se os vetores adenovirais, os adeno-associados
(AAV), os retrovirais e os lentivirais. Os vetores adenovirais, derivados de varias estirpes do
adenovirus, destacam-se pelo facto de ndo se integrarem no genoma das células hospedeiras,
permanecendo como um epissoma no nuicleo. Esta caracteristica reduz o risco de mutacdes
genéticas, mas esta frequentemente associada a uma resposta imunoldgica significativa. De
forma semelhante, os AAV, derivados do Parvovirus, também nao se integram no genoma das
células alvo mas, ao invés dos vetores adenovirais, apresentam baixa imunogenecidade, o que

os torna uma alternativa mais segura nesse aspeto. (33) (71)

O desenvolvimento dos vetores retrovirais representou um marco importante na
evolucdo da terapia genética uma vez que, ao contrario dos anteriores, estes vetores integram-
se diretamente na cromatina das células hospedeiras. Apds a remog¢ao das sequéncias
patogénicas do genoma viral, os vetores y-retrovirais, derivados de y-retrovirus, tornaram-se
fundamentais na transducdo de CEH. Os primeiros estudos realizados com este sistema de
delivery, mostraram que baixos niveis de expressdo do gene terapéutico poderiam ser
suficientes para a corre¢do do fenotipo. No entanto, apesar das vantagens descritas, estes vetores
também apresentam algumas limitagdes que restringem a sua aplicagdo nas hemoglobinopatias
como o facto de serem incapazes de transduzir células ndo proliferativas, como as CEH
quiescentes, e possuirem uma capacidade limitada para transportar genes de grandes dimensdes
como a LCR do gene da -globina. Além disso, a inser¢do aleatdria do vetor préximo de proto-
oncogenes resultou em efeitos adversos graves, pelo que surgiu a necessidade de

desenvolverem alternativas mais seguras e eficazes. (33) (72) (73)

Neste contexto, na década de 1990, surgiram os vetores lentivirais, derivados do Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1). Estes vetores para além de terem a capacidade de
transduzir células que se dividem, incluindo as CEH, também transportam genes de grandes
dimensdes, permitindo a inclusdo do LCR do gene da B-globina. Ao entrarem na célula
hospedeira e libertarem a carga genética viral no citoplasma, o acido ribonucleico (RNA) do
vetor lentiviral ¢ convertido a DNA e integrado no genoma do hospedeiro. Uma das
preocupacdes associadas a estes vetores ¢ a possibilidade de mutagénese insercional, uma vez
que tendem a integrar-se em regides de transcri¢ao ativa. Como forma de colmatar estes riscos,
estdo a ser desenvolvidos vetores de terceira geracao com o design auto-inativante (SIN) que
reduzem o potencial genotoxico. Ainda assim, os vetores lentivirais continuam a ser os mais

utilizados nas abordagens de adi¢do e edi¢do genética para o tratamento de hemoglobinopatias,
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devido a sua eficacia e ao seu bom perfil de seguranga demonstrado nos 4 a 30 meses de

acompanhamento clinico. (5) (33) (66) (73) (74) (75)

Em relagdo aos sistemas de delivery ndo virais, estes incluem as nanoparticulas lipidicas
(LNPs), exossomas e polimeros catidonicos e estdo a ser estudados como alternativas mais
seguras comparativamente aos vetores virais. Tém ganho destaque na terapia genética in vivo

devido a elevada capacidade de carga genética, alta seguranga e praticidade. (69) (70)

e 7.4 Principais estratégias terapéuticas

o 7.4.1 Adicao genética

Uma das estratégias terapéuticas utilizadas na terapia genética para hemoglobinopatias
¢ a adicdo genética. Esta consiste na introdug@o de copias funcionais dos genes que codificam
para a B ou y-globina em CEH auto6logas, recorrendo, normalmente, a vetores lentivirais. Para
além dos genes funcionais, estes vetores também transportam os seus elementos reguladores e
integram-nos no genoma do doente com a finalidade de compensar a producdo deficiente ou a

disfuncdo da B-globina. (66) (76)

A introducdo de uma copia funcional do gene da B-globina permite a produ¢ao de HbA
normal (02f2). Na B-talassemia major, onde hd uma produgdo insuficiente ou ausente de f3-
globina, esta adi¢do equilibra a percentagem entre as cadeias o e f3, reduzindo a toxicidade
causada pelo excesso de cadeias a livres e a necessidade de transfusdes. Na anemia falciforme,
a mutagdo subjacente € a substituicdo do acido glutamico pela valina na posicao 6 da cadeia 3,
que resulta na producdo de HbS e no aparecimento de eritrocitos falciformes. A adi¢ao do gene
da B-globina ndo corrige a mutagdo, pelo que a HbS continua a ser produzida. No entanto,
devido a producao de HbA, a oxigenagdo ¢ melhorada e a concentracdo de HbS nos eritrdcitos
diminui. De modo a colmatar a mutacao falciforme, foi estudada a adi¢dao de genes modificados
da B-globina que codificam variantes da -globina com propriedades anti-falciformagao (anti-
sickling). A modificagdo mais utilizada ¢ a globina BA-T87Q, na qual a treonina (T) na posi¢ao
87 ¢ substituida por glutamina (Q), o que reduz a interagdo dessa regido com a valina presente
na HbS e ajuda a inibir a polimerizagdo da HbS e a consequente formacao de células falciformes
(efeito anti-sickling). Esta abordagem também ndo inibe a expressdo da HbS, que continua a
ser produzida, mas introduz a Hb modificada que equilibra a concentrag¢do de HbS. Desta forma,

os doentes apresentam um quadro clinico menos severo, semelhante ao de portadores de HbS.
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Foram também estudadas outras variantes da B-globina como a BAS3 que, para além da
muta¢do T87Q, incorpora as mutagdes E22A e G16D que refor¢gam ainda mais as propriedades

anti-sickling. (52) (69) (73) (77) (74)

O gene da y-globina também esta a ser estudado como uma hipdtese eficaz no ramo da
adi¢do genética, devido a sua capacidade de induzir a producdo de HbF (a2y2), que possui
elevada afinidade para o oxigénio e impede a polimerizagdo da HbS (efeito anti-sickling). Tal
como na f-globina, também a y-globina pode ser modificada com uma mutagao pontual (G16D)
que confere propriedades adicionais de anti-sickling. Na -talassemia, a expressao de y-globina
restaura o equilibrio entre as cadeias, uma vez que sdo formados tetrameros ozy2 que diminuem
o efeito toxico das cadeias o livres nos eritrocitos. Assim, a adi¢do do gene da y-globina
representa uma abordagem promissora no tratamento das hemoglobinopatias, com impacto na

qualidade de vida dos doentes. A Figura 16 ilustra a estratégia de adi¢do genética. (77) (78)
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Figura 16 Estratégia de adigdo genética (Adaptado de (62))

o 7.4.2 Edicao genética

A edicao genética ¢ uma das técnicas utilizadas na terapia genética que tem vindo a
ganhar um grande destaque no tratamento das hemoglobinopatias. Ao contrario da adi¢ao
genética, a edicdo genética permite modificagdes precisas no genoma, reduzindo o risco de
mutagénese por inser¢ao aleatoria de material genético e possibilitando uma corre¢ao duradoura
e potencialmente curativa destas patologias. Diversas técnicas estdo a ser exploradas, entre as
quais se destacam o sistema de clustered regularly interspaced short palindromic repeats

(CRISPR) combinados com a endonuclease Cas9, as transcription activator-like effector
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nucleases (TALENS), as zinc finger nucleases (ZFNs), assim como as mais recentes tecnologias
de base editing e prime editing. Estas ferramentas t€ém sido aplicadas para alterar a expressao
génica, por exemplo através do silenciamento de genes reguladores como o BCLI1A4, o que vai
reativar a producao de HbF, cuja presenga tem efeitos terapéuticos relevantes tanto na AF como

na B-talassemia. (65) (66) (76) (77)

= 7.4.2.1 Ferramentas de edi¢io genética
= 7.4.2.1.1 CRISPR-Cas9, ZFN’s e TALENS

A tecnologia CRISPR/Cas9 ¢ um dos grandes avancos recentes da terapia genética, pois
promete a corre¢do direta do gene da B-globina mutado, sem a necessidade de vetores virais.
Esta abordagem tem demonstrado resultados promissores, como o aumento dos niveis de HbF,
oferencendo uma possivel cura para pacientes com [-talassemia. Como tem um papel
importante na reativacdo da HbF, também constitui uma perspetiva promissora para a cura da

AF. (33) (66) (73) (76) (79)

O sistema CRISPR/Cas9 ¢ composto por dois elementos: a endonuclease Cas9 e o RNA
guia (sgRNA). A Cas9 ¢ uma endonuclease que induz quebras de dupla hélice (DSB) no DNA,
em regioes especificas. O sgRNA, vai direcionar a Cas9 para o alvo especifico onde vai ocorrer
o corte na cadeia, consistindo numa sequéncia scaffold que se liga a Cas9 (constante) e um
espagador, de cerca de 20 nucleotidos, que corresponde a regido do DNA que se pretende editar.
O protospacer adjacent motif (PAM) ¢ fundamental, pois ¢ o sinal que permite a Cas9

reconhecer o local pretendido para o corte do DNA. (33) (66) (73) (76) (79)

O sistema CRISPR/Casl2a ¢ semelhante ao CRISPR/Cas9, baseia-se também numa
endonuclease guiada por um RNA especifico. No entanto, ¢ estruturalmente mais simples, pois
apresenta apenas um dominio, e tem a capacidade de processar os seus proprios RNA's, o que

permite a edigdo simultanea de varios locais do genoma. (33) (66) (73) (76) (79)

As nucleases ZFNs e TALENSs fazem parte das primeiras ferramentas de edi¢ao genética
que surgiram. Estas nucleases apresentam algumas semelhangas, uma vez que ambas fazem uso
de uma endonuclease, a Fokl, que ao se fundir com a sequéncia alvo causa as DSBs. As ZFNs
sao nucleases quiméricas formadas por regides capazes de reconhecer o DNA e por dominios
de clivagem associados a Fokl. Os dominios de ligacdo ao DNA sdo compostos por cerca de

30 aminoacidos que, ao se agruparem, permitem elevar a especificidade e precisdo da edigao.
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A DSB s6 ocorre quando duas ZFN se ligam a sequéncia alvo de DNA, em sentidos opostos.
Apesar de serem eficazes a desempenhar a sua fungdo, sdo mais complexas e menos flexiveis
do que o sistema CRISPR/Cas9. As TALENs sao compostas por proteinas TALE que foram
geneticamente modificadas para reconhecer sequéncias especificas de DNA, com dominios de
ligacdo ao DNA que variam entre 33 a 35 aminoacidos e que determinam a especificidade da
ligagdo ao alvo. Tal como ocorre nas ZFNs, também no sistema TALEN sdo necessarias duas
TALENS ligadas em sentidos opostos, para permitir que os dominios FoklI se juntem e realizem
o DSB no sitio desejado. As TALENs, em comparacao com a CRISPR/Cas9, apesar de serem
mais complexas, apresentam alta especificidade e sdo menos suscetiveis a edi¢des fora do alvo.

(33) (76)

Em estudos clinicos realizados para as hemoglobinopatias, estes 3 sistemas de edicao
genética foram utilizados para o silenciamento do gene BCLI 1A e posterior reativacdo da HbF,

como sera abordado posteriormente. (33) (76)

A edicao genética induz as DSB em locais especificos do genoma, ativando mecanismos
celulares de reparagdo. Existem essencialmente duas vias de reparagdo: a juncdo de
extremidades ndo homoélogas (NHEJ) e a reparagdo dirigida por homologia (HDR). O NHEJ ¢
0 mecanismo mais eficaz e o mais utilizado nas CEH. Neste processo ocorre a rapida unido das
extremidades quebradas do DNA sem a necessidade de um molde homologo, podendo ser
utilizado em todas as fases do ciclo celular. No entanto, ¢ um mecanismo propenso a erros,
como insercdes ou delecdes (INDEL) no local de corte, que podem afetar a expressdo de
determinados genes. A HDR ¢ outro dos mecanismos de reparagdo, que utiliza uma sequéncia
de DNA homologa como molde para reparar a quebra com precisao. Geralmente, o molde
utilizado ¢ de DNA de um dador, contudo este pode ser toxico para as CEH. Ao contrario da
NHEJ, a HDR esta limitada as fases G2 e S do ciclo celular e apresenta baixa eficacia em células

que ndo se encontram em divisdo, como as CEH. (66) (67) (69) (77)

Outra tecnologia recentemente estudada envolve o mismatch repair (MMR) que
aproveita os mecanismos naturais de reparagdo celular para realizar edi¢des pontuais, sem
necessidade de induzir quebras na cadeia dupla de DNA. A Figura 17 ilustra as estratégias de
edi¢do genética abordadas neste topico e os respetivos sistemas de reparagdo. (66) (67) (69)

(77)
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Figura 17 Estratégia de edig¢do genética e posterior reparagdo (Adaptado de (62))

» 7.4.2.1.2 Base editing vs Prime editing

As estratégias de edicdo anteriormente abordadas, baseadas em nucleases, tém
demonstrado bons resultados. No entanto, uma das principais desvantagens ¢ a inducdo de DSB
cuja reparacao ocorre por NHEJ, propensa a erros, ou por HDR, menos eficaz e potencialmente
toxica. Assim, surgiram técnicas alternativas de edicdo genética de precisdo, capazes de
introduzir mutagdes pontuais sem a necessidade de gerar DSB, oferecendo mais seguranga e

especificidade. (33) (80)

Uma dessas abordagens, ¢ a base editing, uma ferramenta derivada do CRISPR-Cas9
que, tal como o nome sugere, permite a conversao direta de um par de bases de DNA noutro,
sem causar quebras na dupla hélice. Foram desenvolvidos dois tipos principais de base editing:
os editores de bases de citidina (CBE), que permitem a conversdo de pares de bases C:G em
pares de bases T:A, e os editores de bases de adenina (ABE) que facilitam a conversao de pares
de bases A:T em pares de bases G:C. Estes sistemas utilizam uma Cas9 modificada (nCas9),
que induz apenas uma quebra na cadeia simples (SSB) e ¢ acoplada a uma desaminase. A nCas9
associada ao gRNA permite direcionar a desaminase para uma regido especifica do genoma
onde ira ocorrer a mutacao pontual. Nos CBE, a enzima utilizada ¢ a citidina desaminase
enquanto que nos ABE, a enzima utilizada ¢ a adenina desaminase modificada (TadA). (33)

(67) (76) (80)
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A base editing ¢ uma ferramenta promissora para o tratamento das f-hemoglobinopatias
devido a sua elevada eficacia e capacidade de atuagdo nas CEH, quer na correcdo da mutagdo
presente no gene da B-globina quer no aumento dos niveis de HbF. Contudo, uma das limitagdes

associadas ¢ a ocorréncia de mutacdes fora do alvo devido a atividade inespecifica da enzima

desaminase. (33) (67) (76) (80)

A prime editing ¢ também uma abordagem promissora de edi¢do genética baseada no
sistema CRISPR-Cas9 que ndo requer DSB para efetuar as modificagdes desejadas. Este
sistema utiliza uma nCas9 que se funde com uma transcriptase reversa. Ao invés de usar uma
desaminase, a prime editing conta com um gRNA, neste caso designado de prime editing guide
(pegRNA), que orienta a transcriptase reversa para o local-alvo no genoma. Uma das grandes
vantagens deste tipo de edi¢do ¢ o facto de ndo necessitar de uma sequéncia PAM especifica,
oferecendo maior versatilidade e precisdo nas modificacdes gendmicas. Num ensaio clinico,
esta abordagem foi utilizada com sucesso para a correcdo da mutacdo A-T, caracteristica da
AF, em células HEK293T (células embrionarias de rim humano). Os resultados do estudo
monstraram uma redug¢ao significativa da HbS e o aumento da HbA. Além disso, a prime editing
apresenta um perfil de seguranca mais favoravel quando comparado com a base editing uma
vez que esta associada a uma menor probabilidade de mutacdes fora do alvo. A Figura 18
representa as diferencas entre as estratégias de edigdo genética por base editing e prime editing.

(33) (76) (80)
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Figura 18 Estratégia de edicdo genética por base editing e prime editing (Adaptado de (80))
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= 7.4.2.2 Abordagens de edi¢io especificas

= 7.4.2.2.1 Silenciamento do gene BCL11A e reativacao
da HbF

O BCLI1A4 ¢é um fator de transcri¢do que tem como principal fungdo a repressdo da
sintese de HbF, apos o nascimento, promovendo o switch para a HbA. A produgdo de HbF
influencia diretamente a gravidade e a sintomatologia das hemoglobinopatias, como a AF ¢ a
B-talassemia major, pelo que o gene BCL11A se tornou um alvo terapéutico promissor para o

tratamento destas patologias. (69) (76)

A reativacao da HbF pode ser alcangada por diversas estratégias: edicdo dos promotores
da y-globina, disrup¢ao do potenciador eritroide do BCL11A, silenciamento pds-transcripcional
do gene BCL11A ou alteracao da atividade de outros fatores transcripcionais que colaboram na

repressao da HbF, como o SOX6. (5) (64) (66) (77)

A edi¢do dos promotores dos genes da y-globina (HBGI ¢ HBG?2) tem sido utilizada
como uma ferramenta eficaz para aumentar a expressdo de HbF, através de sistemas como o
CRISPR/Cas9, CRISPR/Casl2 e base editing. Os dominios ZFNs presentes no BCLIIA
interagem com sequéncias especificas de DNA presentes nos promotores da y-globina,
reprimindo a sua transcri¢do e, consequentemente, reduzindo a produgdo de HbF. As
abordagens utilizadas visam inativar os locais de ligagdo do BCL11A4 ao locus da y-globina, de
modo a reativar a HbF. Esta estratégia de edicao tem demonstrado aumento da HbF em cerca
de 40%. No entanto, devido as vantagens anteriormente referidas, a base editing comegou a ser
utilizada para induzir mutagdes pontuais que mimetizam as mutacdes observadas na
persisténcia hereditaria da HbF (HPFH), uma condicdo benigna em que os niveis elevados de

HbF conferem beneficios clinicos. (69) (74) (76) (77) (79)

Outra abordagem utilizada consiste na disrup¢do do potenciador eritrdéide do BCL11A4,
em particular do sitio de ligac¢ao do fator de transcricdo GATAI. Este fator participa na ativagao
da expressao do BCL11A nos eritrocitos. A sua interrupcao reduz significativamente os niveis
de BCL11A4 nesta linhagem ceular e, consequentemente, leva ao aumento da expressao de HbF.
Esta estratégia tem-se mostrado segura e eficaz, pois permite manter a expressao do BCLIIA4

noutros tecidos, evitando efeitos adversos a nivel sistémico. (67)

O silenciamento pds-transcripcional do BCL114 € outra técnica utilizada para aumentar
os niveis de y-globina e, consequentemente, os niveis de HbF. Esta estratégia baseia-se na

utilizacdao de pequenos RNAs de interferéncia (shRNAmir) adaptados a microRNAs, os quais
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sdo incorporados em vetores lentivirais. Um exemplo desta estratégia ¢ o ensaio clinico BCH-
BB694 em que foram utilizados short hairpin RNA (shRNA), resultando numa indu¢do da HbF
entre 20% a 40%, que ¢ o suficiente para proporcionar beneficios terapéuticos. Para além do
BCL11A, outros fatores de transcri¢ao tém sido identificados como alvos para a reativacao da
HbF, como o SOX6, que podera ser uma alternativa vidvel para compensar o défice das cadeias

B na B-talassemia major. (5) (66) (77)

e 7.5 Terapias genéticas para as hemoglobinopatias

o 7.5.1 Adicao genética
= 7.5.1.1 Betibeglogene autotemcel (Zynteglo®)

O betibeglogene autotemcel (beti-cel), cujo nome comercial é Zynteglo®, é uma terapia
genética baseada em CEH autdlogas que foi aprovada para o tratamento da p-talassemia major-.
Em 2022, a FDA concedeu a autorizagao para o uso clinico desta terapia em doentes adultos e
pediatricos com [B-talassemia que necessitem de transfusdes regulares de eritrécitos. Em 2019,
a EMA concedeu uma autorizagdo de comercializagdo condicional ao beti-cel, que foi retirada
em 2022 devido a motivos ndo relacionados com seguranga e/ou eficacia mas sim relacionados

com questdes de acessibilidade da terapéutica. (33) (66) (81)

Esta terapia genética baseia-se na adicao de copias funcionais do gene modificado da -
globina (BA-T87Q) em CEH aut6logas CD34". Tal como ja foi referido, este gene codifica uma
B-globina que apresenta uma substituicdo do aminodcido treonina pela glutamina, na posi¢ao
87, o que lhe confere propriedades anti-sickling. O vetor utilizado para a transdugdo € o vetor
lentiviral BB305, auto-inativante e ndo replicativo. O gene transfetado tem como objetivo
corrigir o desequilibrio das cadeias de Hb e eliminar a necessidade de transfusdes sanguineas

frequentes. (82) (83)

A aprovagao desta terapéutica baseou-se em estudos clinicos que demonstraram a sua
eficacia e seguranca no tratamento da B-talassemia major. Destaca-se o estudo HGB-212,
realizado entre 2017 e 2020, que teve como principal objetivo avaliar a eficacia e seguranca da
terapia genética beti-cel em doentes com [-talassemia dependente de transfusdes (TDT).
Apesar da amostra reduzida (18 participantes), este estudo permitiu salientar o potencial desta
terapia genética como uma excelente alternativa ao TCEH. Os resultados revelaram que 89%

dos participantes alcangaram independéncia transfusional durante cerca de 38,7 meses. A Hb
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total média aumentou para cerca de 10,5 g/dL, sendo a maioria derivada da Hb modificada com
o gene BA-T87Q. Para além da eficacia demonstrada, o estudo revelou um perfil de seguranca
favoravel, sem efeitos adversos significativos. A preservagdo da fertilidade era uma questao
particularmente relevante, uma vez que a mieloablacao prévia ao tratamento pode comprometer
a fun¢do reprodutiva. Contudo, os resultados revelaram que, em 83% dos doentes, a fertilidade
foi preservada apos o tratamento. Portanto, estes resultados sustentam a aprovagao do beti-cel

como uma alternativa viavel e potencialmente curativa para doentes com [-talassemia major.

(83)

= 7.5.1.2 Lovotibeglogene autotemcel (Lyfgenia®)

®  consiste

O lovotibeglogene autotemcel (lovo-cel), comercializado como Lyfgenia
numa terapia genética autdloga baseada na colheita de CEH CD34" do proprio doente e
posterior perfusdo das CEH geneticamente modificadas. Semelhante ao beti-cel, esta
terapéutica também recorre a adigcdo genética ex vivo através do vetor lentiviral BB305, que ¢
utilizado devido a sua elevada eficacia de transdugdo. Este vetor introduz uma versao
modificada do gene da B-globina designada de BA-T87Q, que codifica para a HbA-T87Q. Esta
substitui¢do do aminodcido treonina pela glutamina na posi¢ao 87 impede a polimerizagdo da

HbS, responsavel pela deformacdo dos eritrocitos na AF, devido as suas propriedades anti-

sickling. (33) (67)

Em dezembro de 2023, a FDA aprovou esta terapéutica, atualmente indicada para
doentes diagnosticados com AF, com idade igual ou superior a 12 anos, € que apresentem
histérico de CVO. Pelo contrario, até a data, ainda ndo existe aprovacao por parte da EMA.
Apesar de partilhar o mesmo vetor e gene terapéutico com o beti-cel, o lovo-cel foi

especificamente desenvolvido para o tratamento da AF. (84)

O estudo HGB-206, que levou a aprovagdo desta terapia genética pela FDA, teve como
objetivo avaliar a sua seguranca e eficacia em doentes com AF grave. O end-point primario foi
a resolucdo completa de CVO, medida entre os 6 € os 18 meses apds a perfusdo com lovo-cel.
O estudo incluiu 35 doentes com AF, dos quais 25 receberam a perfusdo e completaram, no
minimo, 6 meses de acompanhamento. Os resultados demonstraram uma expressao sustentada
da Hb modificada, indicando a persisténcia de CEH positivas para o vetor BB305. A Hb total
também aumentou de 8,5 g/dL para 11g/dL, sendo que a HbA-T87Q contribuiu para cerca de

40% da Hb total. Dos 25 doentes estudados, nenhum apresentou CVO, o que comprova a
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reducdo significativa das manifestacdes clinicas associadas a doenga e a eficicia terapéutica,
uma vez que o end-point primario foi atingido com sucesso. Do ponto de vista da seguranga, os
efeitos adversos observados foram compativeis com aqueles habitualmente associados a
transplantes autdlogos precedidos de quimioterapia mieloablativa. Os dados de eficacia e
seguranc¢a foram utilizados para a realizagdo de um estudo sobre a relagdo custo-efetividade
desta terapéutica, que demonstrou ser favordvel. Os ganhos significativos na sobrevida
(aumento médio de 23.84 anos) e na qualidade de vida dos doentes compensam o elevado custo

da terapéutica. (34) (85) (86)

o 7.5.2 Edicao genética
= 7.5.2.1 Exagamglogene autotemcel (Casgevy®)

O exagamglogene autotemcel (exa-cel), comercializado como Casgevy®, é uma terapia
genética autdloga, ndo viral, baseada na edigdo de CEH CD34" através do sistema
CRISPR/Cas9. O Casgevy® foi concebido para inativar o fator de transcri¢io BCLI14, um
regulador negativo da expressao da y-globina que ¢ um componente essencial da HbF, como
explicado anteriormente. A edicdo genética ¢ mediada por uma endonuclease Cas9 e por um
gRNA, neste caso SPY 101, que induz DSB no sitio de ligacdo do fator de transcricdo GATAL.
A via de reparacao utilizada ¢ a NHEJ, uma vez que reduz a expressao de BCL11A apenas nos

eritrocitos, preservando a sua funcdo noutras linhagens celulares. (33) (34) (87) (88)

Apesar da fisiopatologia distinta, tanto a AF como a B-talassemia major beneficiam de
mutagdes que permitam aumentar os niveis de HbF, uma vez que a y-globina pode substituir a
funcdo da B-globina e, no caso da AF, reduzir a polimerizacio da HbS. Com base neste
principio, o exa-cel foi a primeira terapia de edicao genética com CRISPR/Cas9 aprovada para
a AF e B-talassemia major. Em 2023, a FDA aprovou esta terapéutica para a AF e, em 2024,
extendeu essa indicagdo para a - talassemia major. A EMA aprovou o exa-cel para ambas as

doencas em 2024, para doentes com idade igual ou superior a 12 anos. (79) (89) (90)

Dois ensaios clinicos principais sustentaram a aprovacao desta terapia genética: o
CLIMB SCD-121 para a AF, e o CLIMB THAL-111 para a - talassemia major. No ensaio
CLIMB SCD-121, o end-point primério foi a auséncia de CVO durante, pelo menos, 12 meses
consecutivos. Dos 30 doentes avaliados, 97% nao apresentaram CVOs durante esse periodo. O
perfil de seguranca foi também avaliado e mostrou-se compativel com os efeitos adversos

esperados de terapias com mieloablagdo. Em relagdo ao ensaio CLIMB THAL-111, os
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resultados mostraram-se igualmente promissores. Neste caso, o end-point primario foi a
independéncia transfusional com um valor basal de Hb média de 9 g/dL durante, pelo menos,
12 meses consecutivos. Dos 52 doentes com TDT avaliados, 35 apresentaram dados suficientes
de seguimento. Destes 35, 95% atingiram independéncia transfusional, sendo o nivel médio de
Hb total de 13,1 g/dL e o nivel médio de HbF de 11,9 g/dL. O perfil de seguranca foi semelhante
ao do ensaio anterior. Estes resultados confirmam a eficacia do exa-cel no tratamento das -

hemoglobinopatias demonstrando o elevado potencial da edicdo genética CRISPR. (33) (87)
1)

= 7.5.2.2 BEAM-101

O BEAM-101 é uma terapia genética composta por CEH CD34" editadas ex vivo. Esta
abordagem, ainda em fase experimental, utiliza a tecnologia base editing, recorrendo a ABEs
baseados no sistema CRISPR para induzir mutacdes pontuais (adenina para guanina) nos
promotores dos genes HBGI ¢ HBG2, que codificam para a y-globina. Essas mutacdes

interrompem os sitios de ligagdo do BCL 114 e, consequentemente, a produ¢do de HbF aumenta.

(34) (92)

O estudo BEACON tem como objetivo a avaliar preliminarmente a seguranca e eficacia
do BEAM-101 em doentes com AF e CVO graves. Até¢ julho de 2024, 6 doentes receberam esta
terapéutica. Todos apresentaram, no primeiro més de tratamento, um aumento da produgao de
HbF em cerca de 60%, enquanto os niveis de HbS foram significativamente reduzidos para
menos de 36%. A edicdo genética foi eficaz visto que cerca de 70% das células foram
modificadas. O perfil de eficacia e seguranca ¢ favoravel uma vez que nenhum dos doentes que
receberam a perfusdo apresentou CVO apds o tratamento e, ndo foram registados eventos

adversos relacionados diretamente com a terapéutica. (34) (92)

Estes resultados iniciais refor¢am a eficacia da base editing nos promotores dos genes
HBGI1 e HBG2 como uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento da AF. Como
reconhecimento do pontecial desta terapéutica, em junho de 2025, a FDA anunciou que foi
concedida a designacdo de medicamento orfao no entanto, ainda estdo em curso ensaios clinicos

para aprofundar o conhecimento sobre 0o BEAM-101. (93)
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= 7.5.2.3 EDIT-301

O EDIT-301 ¢ outro exemplo de terapia genética que se encontra em investigacao para
o tratamento da AF e da TDT. Baseia-se na edi¢do genética de CEH CD34", mais precisamente,
numa modificacdo dos promotores dos genes da y-globina (HBGI/HBG?2), que permite reativar
a expressao da y-globina e, por consequéncia, aumentar a producao de HbF. Esta terapia utiliza
uma versao otimizada e patenteada do sistema CRISPR/Casl2, denominada AsCasl2a, que

confere elevada especificidade a edi¢dao genética. (34)

Os estudos pré-clinicos realizados demonstraram uma edicao altamente eficaz, superior
a 80%, das CEH CD34". Com base nesses resultados promissores, iniciaram-se 0s ensaios
clinicos de fase I e II: o esttudo RUBY, para doentes com AF, e o EdiThal, para doentes com

TDT. (34) (94) (95)

No estudo RUBY, 4 doentes foram estudados e acompanhados por diferentes periodos
de tempo. A taxa de edi¢ao foi, como previsto nos estudos pré-clinicos, de cerca de 80%. O
primeiro doente, acompanhado durante 8 meses, apresentou uma percentagem de células F de
cerca de 96,5%, niveis de HbF superiores a 35% e melhoria ou normalizagdo de todos os
marcadores de hemolise. Adicionalmente, ndo foram reportadas CVO nem efeitos adversos

relacionados com o tratamento. (34) (94) (95)

No estudo EdiThal, também se verificou uma elevagao significativa dos niveis de HbF,
com valores de Hb total superiores a 9 g/dL, compativeis com independéncia transfusional. Até
a data, nao foram resportados efeitos adversos, relacionados diretamente com a terapé€utica. Os
ensaios clinicos continuam em curso, com o objetivo de confirmar a eficacia a longo prazo e

consolidar o perfil de seguranca desta nova abordagem terapéutica. (34) (94) (95)

o 7.5.3 Edi¢ao genética in vivo

As abordagens de edi¢do genética ex vivo tém sido amplamente estudadas no contexto
das hemoglobinopatias, contudo, apresentam algumas limitagdes e, por essa razao, as terapias
in vivo sdo consideradas uma alternativa emergente e muito promissora. Apesar do seu
potencial, o progresso da edi¢do genética com o sistema CRISPR/Cas in vivo tem avancado
mais lentamente devido a obstaculos técnicos relacionados com a eficécia e especificidade do
delivery diretamente nas CEH CD34". Nesse contexto, os vetores AAV tém sido os mais

estudados para essa finalidade. Algumas estratégias mais recentes utilizam sistemas
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CRISPR/Cas encapsulados em AAV (AAV-CRISPR), formulados para potenciar a eficacia
clinica. (74) (96)

Um dos vetores adenovirais mais promissores ¢ 0 HDAd5/35™", que apresenta elevada
afinidade para o CD46, um recetor altamente expresso nas CEH humanas. Em modelos murinos
de AF, este vetor, que permite o delivery de prime editors, tem-se mostrado vantajoso. Outro
estudo pré-clinico avaliou a capacidade de transdugdo in vivo de CEH com vetores virais que
expressam base editors. Os resultados revelaram uma eficiéncia de edi¢ao superior a 60% nos
promotores dos genes HBG, com reativacao da expressdo da y-globina em cerca de 70% dos
eritrocitos. A estratégia com PE também foi avaliada e permitiu corrigir cerca de 40% dos alelos

mutados, com um niamero minimo de edi¢des fora do alvo, e promoveu a substitui¢ao de cerca

de 43% da HbS pela HbA. (67) (69)

Enquanto a terapia genética ex vivo ¢ complexa, de dificil acesso e apresenta varios
efeitos adversos, que advém principalmente da quimioterapia de mieloablagdo, a terapia
genética in vivo ultrapassa alguns destes desafios e oferece uma op¢do mais econémica para
regides com elevada incidéncia de hemoglobinopatias. No entanto, ainda hd obstaculos
importantes a superar, como o delivery eficiente apenas nas células-alvo e a imunogenecidade
dos vetores utilizados. Para ultrapassar este tltimo problema, sistemas de delivery ndo virais,

como as NLPs, estdo a ser desenvolvidos e estudados. (67) (69) (74)

e 7.6 Vantagens e limitacoes da terapia genética

Nos ultimos anos, a terapia genética tem-se afirmado como uma das abordagens mais
promissoras para o tratamento definitivo das f-hemoglobinopatias. Através da modificagao das
CEH do proprio doente, € possivel corrigir a mutagao genética subjacente ou reativar genes
essenciais, reduzindo, ou até mesmo eliminando, as manifestacdes clinicas. A terapia genética
representa uma alternativa mais eficaz e segura em comparagao com as abordagens terapéuticas

convencionais, contudo, também apresenta limitacdes importantes.

Para uma melhor compreensdo das vantagens e limitacdes da terapia genética no
contexto das hemoglobinopatias, foi realizada uma andlise SWOT (Strengths, Weaknesses,
Opportunities, Threats) que, tal como o nome indica, permite avaliar os pontos fortes e fracos,

bem como as oportunidades e ameagas associadas a sua aplicacdo na pratica clinica.

68



O principal ponto forte desta terapéutica € o facto de ser uma abordagem personalizada
e potencialmente curativa, ao atuar diretamente sobre as causas genéticas das
hemoglobinopatias. Contrariamente aos tratamentos convencionais que, na maioria dos casos,
apenas aliviam os sintomas, a terapia genética elimina a necessidade de interve¢des frequentes
e invasivas, como as transfusdes regulares. Além disso, ao utilizar as CEH do proprio doente,
evita-se a dependéncia de dadores compativeis, como acontece no TCEH que, até entdo, era a
unica opg¢ao curativa para estas doengas. Assim, podemos concluir que esta terapéutica tem o
potencial de melhorar significativamente a qualidade de vida dos doentes e, a longo prazo,

contribuir para uma reducgdo dos custos dos sistemas de saude. (33) (35)

Contudo, a maior fraqueza desta inovacao ¢ o seu custo inicial extremamente elevado,
0 que torna esta terapia inacessivel para muitos doentes, sobretudo em regides com alta
prevaléncia de hemoglobinopatias. Além disso, os custos associados ao processo terapéutico ex
vivo, com o internamento, a colheita, a modificagdo e posterior perfusdo das células ja
modificadas geneticamente no doente, sdo substanciais. No entanto, a longo prazo, a terapia
genética poderd ser economicamente vantajosa, ao substituir tratamentos convencionais
continuos por uma solugdo potencialmente definitiva. Outros pontos fracos incluem a
complexidade do processo de fabrico da terapia, bem como a falta de resultados sobre a
seguranca a longo prazo, uma vez que ainda nao foram totalmente divulgados e muitos ensaios
clinicos ainda se encontram em curso. Esta incerteza exige vigilancia clinica continua dos
doentes tratados com terapia genética. Outra das fraquezas est4 relacionada com as limitagdes
nos sistemas de delivery do material genético, particularmente nas terapéuticas ex vivo. Ja as
terapéuticas in vivo, apesar das vantagens, causam preocupagdes devido a potencial

imunogenecidade dos vetores utilizados. (35) (66) (74) (97)

No que diz respeito as oportunidades de melhoria e crescimento da terapia genética para
hemoglobinopatias, o panorama ¢ encorajador. Com os resultados emergentes dos ensaios
clinicos que estdo ainda a decorrer, € expectavel o aumento de novos estudos, especialmente
focados nas terapias in vivo e nas tecnologias CRISPR/Cas, cada vez mais precisas e seguras.
Outra das oportunidades que o progresso clinico poderd impulsionar ¢ o aumento do
investimento e financiamento para estas terapias, contribuindo para mitigar o elevado custo
destas terapias tanto para os doentes como para as industrias farmacéuticas que as desenvolvem
e produzem. O aparecimento de resultados mais robustos e favoraveis pode levar a expansao

da terapia genética para o tratamento de outras doengas monogénicas.
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Por outro lado, também existem ameagas que podem dificultar a evolugdo da terapia
genética, nomeadamente questdes éticas e sociais relacionadas com a modificacdo do genoma
humano, bem como a desconfianga da popula¢dao devido a falta de informacao. A falta de
financiamento adequando representa também um risco real, principalmente para paises com
recursos limitados, onde a prevaléncia das hemoglobinopatias ¢ mais significativa. A Figura 19

resume os principais aspetos abordados na analise SWOT da terapia genética. (35)

FORCAS FRAQUEZAS

Custo inicial muito elevado;
Incerteza da seguranca a longo
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prazo;
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Figura 19 Andlise SWOT sobre a terapia genética para hemoglobinopatias
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8. Conclusoes e perspetivas futuras

As hemoglobinopatias continuam a representar um grande desafio na medicina
contemporanea, tanto pelo impacto que tém na qualidade de vida dos doentes como pela
complexidade do seu tratamento. O estudo destas doengas revelou uma grande diversidade de
manifestagdes clinicas e uma base genética complexa. As abordagens convencionais, apesar de
serem essenciais para a melhoria da qualidade de vida dos doentes, apenas permitem reduzir as
manifestagdes clinicas uma vez que ndo atuam na causa subjacente, a mutacao genética, e estao

frequentemente associadas a efeitos adversos e limitagdes a longo prazo.

Neste contexto, a terapia genética surge com uma abordagem inovadora e promissora,
com o objetivo de atuar na origem genética das hemoglobinopatias. A terapia genética encontra-
se em crescente evolugdo através de diversas estratégias que foram descritas nesta monografia,
nomeadamente a adigdo de uma copia funcional do gene da B-globina ¢ a edi¢do genética,
utilizando sistemas como CRISPR/Cas. Apesar dos desafios que ainda se colocam, estas
estratégias permitem colmatar as limitagdes das terapéuticas convencionais, por serem mais
personalizadas, por atuarem diretamente nos mecanismos genéticos mutados, € por possuirem

potencial curativo.

Embora ja se encontrem aprovadas algumas terapias genéticas para as J-
hemoglobinopatias, ¢ de prever que, num futuro préoximo, as limitacdes de hoje sejam
atenuadas, permitindo que estas terapias se tornem mais seguras, acessiveis a um nimero
crescente de doentes e com resultados terapéuticos mais duradouros. A aprovacao de novas
estratégias, nomeadamente as terapias genéticas in vivo, poderd ampliar o leque de opgdes
disponiveis para estes doentes. Neste contexto, o desenvolvimento de centros especializados, o
refor¢o das politicas de financiamento e a formagdo de profissionais de saide cada vez mais
qualificados serdo fatores fundamentais para o sucesso da implementagdo da terapia genética,

tanto no tratamento das hemoglobinopatias como de outras doencas genéticas.

Podemos, assim, concluir que a terapia genética representa muito mais do que uma
inovagdo cientifica, representa uma mudancga de paradigma, ao proporcionar ndo apenas o
aumento da esperanca média de vida mas, principalmente, uma melhoria significativa da
qualidade de vida dos doentes. Sendo um tratamento com potencial curativo, oferece uma nova

perspetiva terapéutica, mais definitiva e transformadora.
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