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The genetics of blood disorders: hereditary
hemoglobinopathies

Genética das doencas hematolégicas: as hemoglobinopatias hereditarias
Maria de Fatima Sonati!, Fernando Ferreira Costa?

Resumo

Objetivo: Sumarizar os dados disponiveis na literatura recente
sobre os aspectos fisiopatoldgicos, de diagndstico e tratamento das
doengas falciformes e da talassemia B, hemoglobinopatias
hereditarias de maior relevancia nas populagoes.

Fontes dos dados: MEDLINE e SciELO, utilizando os termos
hemoglobinopatias hereditarias, doengas falciformes e talassemia
beta, no periodo de 2003 a maio de 2008. Dois livros e dois capitulos
de livro foram também incluidos.

Sintese dos dados: Foram encontrados mais de 2.000 artigos,
sendo selecionados aqueles de maior pertinéncia e amplitude.

Conclusdes: As taxas de morbidade e a mortalidade das
doencas falciformes e da talassemia B sdo ainda bastante expressivas
e constituem importante desafio. Um maior conhecimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos tem permitido avangos significativos
nas formas de tratamento e prevengdo dessas doengas.

J Pediatr (Rio J). 2008;84(4 Supl):S40-51: Hemoglobinopatias
hereditarias, doengas falciformes, talassemia B.

Introducao

Anemia representa uma alteragdo muitas vezes obser-
vada no periodo neonatal e na infancia, que pode levar a sig-
nificativas morbidade e mortalidade®-2. As causas sdo
multifatoriais, mas, entre as mais freqlientes, encontram-se
as doencas intrinsecas dos eritrécitos, especialmente as
hemoglobinopatias!™3. Estas representam as formas mais
comuns de anemia hemolitica hereditaria. Constituem um
grupo de alteracdes autoss6micas, na maioria das vezes
recessivas, caracterizadas pela producao de hemoglobinas
(Hb) estruturalmente anormais (as variantes da Hb) ou pelo
desequilibrio no ritmo de sintese das cadeias globinicas (as
talassemias); com menor freqtiéncia, ambos os fenotipos
podem estar associados (presenga concomitante de variante
estrutural e de reducdo de sintese)3-°.

Abstract

Objective: To summarize recently published data on the
pathophysiology, diagnosis and treatment of sickle cell diseases and
B-Thalassemias, the most relevant hereditary hemoglobinopathies
in the global population.

Sources: Searches were run on the MEDLINE and SCIELO
databases, limited to the period from 2003 to May 2008, using the
terms hereditary hemoglobinopathies, sickle cell diseases and
B-thalassemia. Two books and two chapters were also included.

Summary of the findings: More than 2,000 articles were
identified; those providing the most important information and
broadest views were selected.

Conclusions: Morbidity and mortality rates from sickle cell
diseases and B-thalassemia are still very high and represent an
important challenge. Increased understanding of pathophysiological
aspects has lead to significant improvements in treatment and
prevention of these diseases.
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Hereditary

As hemoglobinopatias estdo entre as doengas monogéni-
cas mais comumente encontradas nas populacdes, com mais
de 1.000 diferentes alelos mutantes caracterizados em nivel
molecular’. As principais, do ponto de vista clinico, sdo as
doencas falciformes (DF) e a talassemia B, que acometem
populacdes originarias do continente africano, da Regido
Mediterranea, do Sudeste Asiatico e do Oriente Médio e
Extremo Oriente®. Cerca de 1-2% da populacdo mundial é
composta de heterozigotos da Hb S e 3% de heterozigotos da
talassemia B°.

Historicamente, a maioria das criangas portadoras des-
sas doengas morria de suas complicagdes ainda durante a pri-
meira década de vida. Recentes e importantes avangos tém,
entretanto, estendido a vida média dos pacientes e melho-
rado significativamente sua qualidade de vida. Uma melhor
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compreensdo da etiologia e dos mecanismos da anemia, o
diagndstico mais precoce, as novas abordagens terapéuticas
e o melhor gerenciamento da sobrecarga de ferro transfusio-
nal tém alterado dramaticamente esses quadros®. O pre-
sente artigo sumariza os dados disponibilizados mais
recentemente na literatura acerca dos aspectos fisiopatold-
gicos, de diagndstico e tratamento das DF e da talassemia B.

As hemoglobinopatias hereditarias

As Hb humanas sdo tetrameros globulares formados pela
combinacao de duas cadeias polipeptidicas (globinas) do “tipo
o” (o ou ¢) com duas cadeias do “tipo B” (B, 8, Sy, Ay ou €).
Cada cadeia estd associada a um grupo prostético heme, que
se liga reversivelmente a molécula de oxigénio (O,), cum-
prindo assim a fungdo primaria da Hb, que é o transporte de
0, dos pulmdes para os tecidos periféricos*~*3,

A sintese de globinas esta sob o controle de genes distin-
tos, separados em dois agrupamentos (clusters); os genes
que codificam as cadeias o. e { (cluster o) estdo localizados na
regido telomérica do brago curto do cromossomo 16 (16p
13.3), ao passo que aqueles que codificam as cadeias 3,0,y e
€ (cluster B) estdo no brago curto do cromossomo 11 (11p
15.5). No periodo embrionario, sdo produzidas as Hb embrio-
narias Gower I ({,¢,), Gower II (o,€5) € Portland I (3,Y5); no
periodo fetal, estas sdo substituidas pela Hb fetal ou F (a,Y5),
que, por sua vez, da lugar as Hb A (a,B5) e A, (2,0,) na vida
adulta. Seis meses apods o nascimento, a Hb A é absoluta-
mente predominante, compondo mais de 95% do total da Hb
celular, enquanto a A, se mantém em niveis entre 2-3%, e a
fetal entre 0-2%*1-13,

MutacGes que afetam os genes de globinas levam as
hemoglobinopatias, que, genericamente, podem ser classifi-
cadas em dois grandes grupos: as alteragbes de estrutura,
com a formacgdo de Hb andmalas, e as alteragbes de sintese
(talassemias), com a supressao parcial ou total de um ou mais
tipos de cadeias; menos freqiientemente, esses dois fenoti-
pos podem ocorrer em associacdo!! 13,

As hemoglobinopatias estruturais sao, geralmente, cau-
sadas por substituicbes simples, pequenas insergdes ou dele-
gOes de bases que afetam as regides codificantes dos genes e
levam a substituicdo de aminoacidos na cadeia protéicat* 13,
Dentre elas, destaca-se aHb S (0,,8°,), uma variante que, na
posicéo 6 da cadeia B, tem o acido glutamico substituido pela
valina (B® ¢'“~Va!, Ela foi descrita por Linus Pauling et al., em
1949, como uma Hb encontrada nas hemacias de pacientes
com anemia falciforme (AF), com migracgdo eletroforética dife-
renciada daquela observada em individuos normais. AHb S,
em seu estado desoxigenado (desoxi-Hb S) e em concentra-
cdo elevada, polimeriza, resultando em hemacias anormal-
mente rigidas e ndo deformaveis (hemdcias falcizadas). Estas,
porsua vez, levam a hemdlise crbnica e a vaso-oclusdo, bases
fisiopatoldgicas da doenga® 4.

As talassemias decorrem da diminuigdo ou auséncia de
producdo de um ou mais tipos de cadeia globinica, levando ao
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acumulo do outro tipo cuja sintese esta preservada. As cadeias
em excesso sdo instaveis e precipitam, levando a alteragoes
da membrana eritrocitaria e a destruigdo precoce das célu-
las. Além disso, a hemoglobinizagdo deficiente dos eritrdcitos
resulta em hipocromia e microcitose, anormalidades caracte-
risticas deste grupo de doencas®11/13:15-18 Ag talassemias
sao classificadasemo, B, Y, 8, 8B e ydB, conforme o(s) tipo(s)
de cadeia cuja producdo esta prejudicada. As mais freqtien-
tes sdo as talassemias o e B; enquanto as primeiras sdo majo-
ritariamente causadas por delegdes que removem os genes o
as talassemias B sao geralmente resultantes de substituicdes
de bases nos éxons, introns e regides promotoras dos genes
B*>-18 As hemoglobinopatias estdo entre os polimorfismos
genéticos selecionados positivamente pela malariat®2°. Por
resultarem em alteragdo da estrutura e/ou fungdo dos eritré-
citos, conferem aos heterozigotos maior resisténcia a infec-
Gao pelo Plasmodium falciparum e, conseqlientemente, maior
sobrevivéncia, particularmente das criangas, em areas onde
a maldria é endémica. Nessas regides, os genes de hemoglo-
binopatias chegam a atingir freqiiéncias extremamente ele-
vadas. Os movimentos migratdrios, seguidos de
miscigenacgao, levam esses genes para outras regides e para
outras populagdes, caso dos paises americanos e do Norte da
Europa”’-®.

As doencgas falciformes

Da homozigose do gene B° (20 GAG—GTG) decorre a AF,
a primeira “doenca molecular” descrita®!. Uma Unica substi-
tuicdo de base no gene da globina B resulta em um conjunto
de alteragdes celulares, teciduais e organicas conhecidas
como efeitos pleiotropicos do gene BS.

Na molécula de Hb A, os residuos externos sdo polares,
conferindo solubilidade e prevenindo interagdes intermolecu-
lares, ao passo que os internos sao apolares, criando um
ambiente no qual o O, pode ser ligado sem que a oxidagao do
heme ocorra. Tetréameros individuais dentro de uma hemacia
ndo interagem uns com os outros. As hemacias sao capazes
de sofrer deformagao, o que permite que elas atravessem a
circulacao e carreguem o O, para todos os tecidos do corpo.
Quando a Hb S passa para a forma desoxigenada, a valina, ao
invés do acido glutdamico, que é polar, é exposta na superficie
da cadeia B°. Isto permite interacdes intermoleculares hidro-
fobicas e polimerizacdo da Hb. As hemacias contendo Hb S
polimerizada sdo rigidas e indeformaveis, o que contribui para
o processo de oclusdo microvascular que leva os tecidos a
isquemia e disfungdo organica®14,

As complicagdes clinicas na AF incluem anemia hemoli-
tica cronica, de intensidade moderada ou grave, episédios
dolorosos e intermitentes de vaso-oclusao, risco permanente
de infeccBes como resultado de auto-infarto esplénico, sin-
drome toracica aguda, acidentes vasculares cerebrais (AVC),
priapismo, retinopatia e danos cumulativos em multiplos
6rgdos®-22-39, Hipertensdo pulmonar tem também sido reco-
nhecida como uma séria complicacdo, particularmente em
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adultos'-3%, Inflamacéo, ativacdo endotelial, anormalida-
des da membrana eritrocitaria, adesdo de leucdcitos, ativa-
cdo e agregacdo plaquetaria, ativacdo da coagulacgdo e
biodisponibilidade anormal de varios fatores vasoativos
desempenham importante papel nos fenémenos vaso-
oclusivos®. Aparentemente, existe um estado de inflamacgéo
cronica nos pacientes com AF. Criangas possuem elevado risco
de infartos nas grandes artérias cerebrais, resultado de um
processo vascular envolvendo as grandes artérias do circulo
de Willis2>.

Da associacdo da Hb S com outras variantes estruturais e
com a talassemia B resultam as DF, SC, SD e S-f talassemia,
respectivamente. As DF SC, SD e S-B™* talassemia correspon-
dem a quadros que podem ter apresentagao mais benigna que
o da AF, com anemia hemolitica de menor intensidade e, oca-
sionalmente, esplenomegalia. J& a associacdo da Hb Scom a
talassemia B° leva a manifestagdes clinicas bastante simila-
res aquelas da AF37-38,

Os heterozigotos da Hb S (AS) sdo, via de regra, assinto-
maticos e protegidos da infecgdo pela maldriat®2%3% Em
algumas regides africanas endémicas, a freqliéncia do gene
BS chega a ser superior a 40%38. No Brasil, as regides de maior
prevaléncia sdo a Sudeste e a Nordeste, com cerca de 8% de
heterozigotos entre os individuos de descendéncia africa-
na2?3°, Esta é, no entanto, uma estimativa média, ja que,
em algumas populagdes, como na populagao de Salvador, no
Estado da Bahia, a incidéncia de portadores do trago siclé-
mico pode ser superior a 10%°>°.

Fisiopatologia
Além das propriedades anormais da Hb S, a adesdo das
células falcizadas ao endotélio e as alteracGes causadas em

seus mecanismos de transporte de ions também contribuem
com a fisiopatologia das DF*°,

A membrana dos eritrdcitos possui varios canais de trans-
porte de ions para manter a hidratacdo celular. Os dois mais
importantes sao o sistema de co-transporte do K-Cl e o canal
de Gardos. O primeiro, quando ativado, permite que o K* e o
Cl- deixem a célula, seguidos pela dgua, o que resulta em desi-
dratacdo. Esta atividade estd anormalmente aumentada na
AF, o que leva a uma maior concentragdo intracelular de Hb S
e favorece sua polimerizagdo. O canal de Gardos é um canal
de efluxo de K* ativado pelo aumento intracelular de Ca**
decorrente da desoxigenacdo e da falcizagdo das hemacias.
Como ocorre no sistema de K-Cl, a saida de K* é seguida pelo
efluxo de dgua, desidratacgdo celular e aumento da concentra-
caointernade Hb S. A endotelina (um vasoativo que se encon-
tra aumentado na AF), a prostaglandina E2 e outras
citoquimiocinas alteram a cinética do canal de Gardos, pro-
movendo a desidratacdo e a polimerizagdo da Hb S*1/42,

Hemdcias falcizadas sdo mais aderentes ao endotélio vas-
cular e as proteinas da matriz extracelular do que hemacias
normais. A aderéncia ao endotélio é mediada por varios recep-
tores da superficie eritrocitaria, incluindo as proteinas
BCAM/Lu (CD239), CD47, CD147, ICAM-4 e fosfatidilserina,
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que, em células normais, encontra-se restrita a superficie
interna da membrana bilipidica. Além das hemacias madu-
ras, os reticuldcitos, em niimero aumentado nas DF, expres-
sam uma quantidade maior dos antigenos CD36 e VLA-4, que
podem também elevar significativamente a adesdo ao
endotélio®4043,

Ainflamacdo e a ativacdo da célula endotelial, ao que tudo
indica, exercem um papel central na vaso-oclusao observada
nas DF. A ativagdo dos mondcitos, com a secrecdo de citoci-
nas pro-inflamatdrias (IL-1 e TNF-a), leva os leucocitos, em
nimero constantemente elevado, a aderirem ao endotélio
inflamado e a interagirem com as hemacias falcizadas***°.
Os neutrofilos e eosindfilos, inclusive, parecem ser mais ade-
rentes ao endotélio nas DF*#:4>:47:49 Estudos com camundon-
gos transgénicos tém demonstrado que o préprio dano
causado pelaisquemia seguida de reperfusdo parece influen-
ciar a génese da inflamacdo na AF, pela produgdo de aumen-
tada de oxidantes e de citocinas pré-inflamatorias e pela
aumentada adesdo dos leucécitos ao endotélio e seu extrava-
samento da vasculatura para os tecidos adjacentes®®. Mais
recentemente, tem sido proposto, por experimentagdo in
vitro, que a produgcdo aumentada de eritroblastos como resul-
tado de hemdlise crénica leva a aumentados niveis do fator
de crescimento placentario (PIGF), que, por sua vez, ativa os
mondcitos, que ativam o endotélio e contribuem para a
vaso-oclusdo®!.

O endotélio &, por sua vez, também anormal nas DF. Célu-
las endoteliais circulantes de pacientes com DF tém expres-
sdao aumentada das moléculas de adesdo intercelular ICAM-1,
das moléculas de adesdo vascular VCAM-1 e do fator teci-
dual, aumento esse induzido pelos niveis plasméaticos eleva-
dos de citocinas inflamatdrias. Proteinas de adesdo como a
E-selectina, a P-selectina, a laminina, a fibronectina e a inte-
grina VB3 interagem com receptores de adesdo expressos
pelos eritrdcitos falcizados e pelos leucécitos, promovendo a
vaso-oclusdo®40-52,

Varios estudos tém sugerido que a biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO) esta reduzida nas DF, assim como em outras
anemias hemoliticas®3. O NO é um gés sinalizador, com meia-
vida de segundos, produzido no endotélio a partir do amino-
acido L-arginina pela agdo da enzima NO sintetase (NOS). Sua
principal fungdo é regular a vasodilatagéo e o ténus vascular
sistémico e pulmonar. O NO é ainda um importante inibidor
da expressdo das moléculas de adesdo nas células endote-
liais e da ativagdo dos leucdcitos. Ele é consumido pela oxihe-
moglobina, em reagdes que geram metemoglobina e nitrato,
e pela desoxihemoglobina, com a producgao de Fe-nitrosil-
hemoglobina. Sua redugdo nas DF seria conseqliéncia do pro-
cesso de hemdlise intravascular, do maior consumo pelo
excesso de espécies reativas de O, (ROS) geradas no plasma
e no endotélio, e pela reagdo com a Hb livre no plasma libe-
rada durante a hemdlise. Menor biodisponibilidade de NO
resulta em vasoconstrigao, com aumento de ativacdo plaque-
taria e de expressdo das moléculas de adesdo nos leucdcitos
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e nas células endoteliais®>*>*. A perda de resposta ao NO e,
conseqlientemente, de regulacdo vascular, foi evidenciada em
um modelo de camundongo transgénico denominado Berke-
ley (BERK), no qual os genes murinos das globinas o.e g foram
nocauteados e 0s genes humanos o e B s§0 expressos como
um transgene®®.

A gravidade das DF é modulada por varios fatores genéti-
cos. A producdo de Hb F e a talassemia o influenciam positi-
vamente alguns dos aspectos clinicos®®. In vitro, hibridos
02yB° ndo podem polimerizar; in vivo, pacientes com niveis
mais elevados de Hb F tendem a ter uma evolugdo clinica
melhor e uma maior taxa de sobrevivéncia®®->7. Na talasse-
mia o, a reduzida disponibilidade de cadeias o diminui sua
incorporagdo em moléculas de Hb S, resultando em um
decréscimo de sua concentracdo. Os pacientes tém menor
proporcdo de hemolise, maiores niveis de Hb e maior expec-
tativa de vida comparados aos n&o talassémicos. Suas hema-
cias sdo mais hidratadas e mais deformaveis®®.

Os haploétipos do cluster B também tém sido associados
com a evolucdo clinica desta doenca. O hapldétipo CAR esta
associado a uma maior gravidade, enquanto os hapldtipos
Camardes e Indiano correspondem a doenca mais branda®>8.

Os genes relacionados aos antigenos do sistema HLA apre-
sentam diversos polimorfismos que podem predispor seus
portadores aos fendmenos vaso-oclusivos®®:6°, O HLA-
DRB1*03 parece estar associado a uma maior propensao aos
AVC, ao passo que a presenga do alelo HLA-DRB1*02 pode
conferir um efeito protetor dessas complicacdes®®. O anti-
geno plaquetario HPA-5b parece também ser um forte indica-
dor do risco para complicagdes vasculares nas DF: em estudo
realizado com pacientes brasileiros, Castro et al. encontra-
ram uma frequiéncia significativamente maior deste alelo em
pacientes com AF que apresentaram complicagbes
vaso-oclusivas®?,

Mais recentemente, polimorfismos em genes envolvidos
na inflamagdo, nas interagdes intercelulares e na biologia do
NO tém sido também investigados como possiveis modulado-
res relacionados aos subfendtipos apresentados pelos pacien-
tes com DF®2. As interacdes entre 0s genes e seus single
nucleotide polymorphisms (SNP) foram recentemente estu-
dadas por Sebastiani et al. para desenvolver um modelo prog-
ndstico para AVC em pacientes com AF®°, Os autores
analisaram 108 SNP em 39 genes candidatos, em 1.398
pacientes com AF, e encontraram que 31 SNP, em 12 genes,
interagem com a Hb F para modular o risco de AVC.

Diagnéstico

O diagnostico laboratorial das DF é bastante simples e se
baseia principalmente na carga elétrica das variantes. Os
métodos mais utilizados para separa-las e identifica-las sdo a
eletroforese, a focalizacdo isoelétrica e a cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) de troca cati6nica. No caso da Hb
S, os testes de falcizacdo e de solubilidade da desoxi-HbS em
tampao fosfato de alta molaridade podem ser empregados na
confirmagao e/ou triagem de portadores. Cumpre ressaltar
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que, independente do método de escolha, o estudo familial é
sempre fundamental para o estabelecimento do diagndsti-
co!3:63.64 Cabe ainda enfatizar aimportancia da triagem neo-
natal, uma vez que a deteccdo precoce das DF é fundamental
para a redugao da morbidade e mortalidade dessas doengas.
Assim, esse procedimento deve ser levado a efeito sempre
que a freqUiéncia do gene da Hb S seja elevada. O Programa
Nacional de Triagem Neonatal, instituido no Brasil pelo Sis-
tema Unico de Salde (SUS), prevé a investigacdo das DF (e
outras hemoglobinopatias) ao lado de outras trés doencas
genéticas - a fenilcetonuria, o hipotireoidismo congénito e a
fibrose cistica - através do “teste do pezinho”, realizado em
grande parte das maternidades do pais. Apds a identificacao
dos pacientes, é imprescindivel que o adequado acompanha-
mento clinico seja regularmente efetuado®!-22,

Técnicas moleculares tém sido mais reservadas ao diag-
nostico pré-natal da AF, a partir de amostras de DNA obtidas
de células fetais do liquido amnidtico, da vilosidade cori6nica
ou do plasma materno. Ha varias estratégias propostas, todas
simples e que se baseiam na amplificacdo do gene da globina
B pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seqguida de ana-
lise de restrigdo*>.

Alguns métodos que empregam plataformas do tipo
microarrays para deteccao de hemoglobinopatias também ja
estdo disponiveis e poderdo, gradativamente, substituir os
métodos convencionais a medida que o uso extensivo reduza
seus custos, ainda elevados®>°,

Tratamento

Os aspectos classicos do tratamento das DF, incluindo a
terapéutica dos episddios agudos (crises de falcizagao) e das
infeccdes, estao extensivamente descritos em revisdes ante-
riores®>11.22_ Merece ser ressaltada, no entanto, aimportan-
cia do uso profilatico de penicilina e da vacinacdo contra
pneumococos e Haemophilus influenzae tipo b, microrganis-
mos encapsulados contra os quais as criangas com DF sdo
muito mais susceptiveis que criancas saudaveis'*-22, Aintro-
ducdo dessa terapéutica reduziu expressivamente a morbi-
mortalidade desses pacientes na infancia. Trataremos, a
seguir, predominantemente das drogas e das novas perspec-
tivas terapéuticas nas DF.

A constatacdo de que pacientes AF com persisténcia here-
ditdria de Hb F tendem a ser assintomaticos demonstra o
potencial que o aumento dos niveis de Hb F tem no melhora-
mento do quadro clinico das DF. Varias drogas, como a
5-azacitidina, o butirato de sddio e a hidroxiuréia (HU), tém,
por mecanismos diferenciados, a capacidade de reativar os
genes y e elevar a producdo de Hb F°. A toxicidade dessas
drogas, no entanto, limita sua utilizagdo. A HU é a Unica indu-
tora de Hb F aprovada para uso em pacientes com DF,
enquanto as demais drogas estao em fase de investigacao.
Estudos multicéntricos tém demonstrado que ela é alta-
mente efetiva na redugdo das crises dolorosas, na sindrome
toracica aguda e nas necessidades transfusionais, reduzindo
a mortalidade em cerca de 40%°%7-%8. Seu exato mecanismo
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de acdo ainda ndo esta completamente elucidado. Como a HU
€ uma droga mielossupressora, alguns autores tém atribuido
seus efeitos benéficos, além do préprio aumento dos niveis
de Hb F, a reducdo da contagem de leucdcitos e a supressao
da inflamagd0°8. H& também evidéncias que a HU afeta a
hidratagdo das hemadcias, a adesdo ao endotélio e a produgdo
de NO®8-74, Possivelmente, ainda como resultado do efeito
supressor, pacientes que tomam HU tém menor nimero de
reticuldcitos circulantes e menos células densas®®7°. A segu-
ranca e a eficacia da HU para a maioria dos pacientes adultos
estdo bem estabelecidas’®. Algumas questdes permanecem
quanto aos seus efeitos no longo prazo”’®, e particularmente
quanto ao seu potencial carcinogénico®” em relacdo a popu-
lagdo pediatrica. Criancas tratadas com HU apresentaram
reducdo da anemia, aumento do volume corpuscular médio
das hemacias e dos niveis de Hb F, concomitantemente a redu-
cdo da contagem de leucdcitos, mas o impacto da utilizacao
crdnica em prazos mais longos ainda ndo é conhecido®.

Estudos multicéntricos tém revelado que o transplante
alogénico de células hematopoéticas obtidas de doadores
relacionados e compativeis resulta em uma taxa de sobrevi-
véncia superior a 90% e de sobrevivéncia livre de eventos de
85%. E a opcao de cura para a doenga para quem tiver um
doador compativel na familia'®, particularmente em pacien-
tes com idade inferior a 16 anos, que ainda ndo acumularam
as disfungdes orgéanicas que levam o transplante ao insu-
cesso em pacientes mais velhos”®. Infelizmente, a maioria dos
pacientes ndo dispde de doadores compativeis relacionados.
Transplantes com doadores compativeis ndo-relacionados ou
haploidénticos ainda correspondem a taxas de mortalidade
muito altas, inaceitaveis. Transplantes ndo mieloablativos ndo
tém sido bem sucedidos nestes casos. O transplante de célu-
las hematopoéticas de sangue de corddo umbilical de doado-
res relacionados tem sido proposto como uma alternativa
promissora’’.

Outras terapias antifalcizantes encontram-se em fase de
teste. O poloxdmero 188 é um co-polimero surfactante nao
idnico que aumenta a solubilidade da Hb S, reduzindo a vis-
cosidade sangtiinea e a duragdo e frequiéncia dos episddios
vaso-oclusivos’®, Terapias antiades&o tém sido exploradas,
incluindo os antiinflamatoérios gerais e aqueles especifica-
mente direcionados contra as moléculas de ades&o. Polissa-
carideos anidnicos, IgG e estatinas incluem-se nessa
categoria”®.

Evitar a desidratagdo celular pode também minimizar os
sintomas das DF. Em camundongos transgénicos, a suplemen-
tagdo oral de magnésio, um inibidor da desidratagdo celular
causada pelo sistema de co-transporte K-Cl, melhorou a hidra-
tacdo das hemacias e aumentou os niveis de Hb. Resultados
similares foram obtidos em modelos animais com clorotrima-
zol, que bloqueia o canal de Gardos. Outros compostos ana-
logos encontram-se em estudo, com o objetivo de redugdo
da densidade celular e da contagem de reticul6citos®-8°.
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Algumas opgdes de farmacos disponiveis para o trata-
mento das DF podem ser agrupadas como possiveis doado-
res de NO. Além da HU, ja comentada acima, a L-arginina (via
oral) ou o nitrato de sédio (inalagdo) poderao ser efetivos, mas
ainda sdo de dificil manuseio®!. Alguns agentes que reduzem
aproducdo de ROS®!, como a xantina oxidase, ou aqueles que
reduzam a adesdo celular ao endotélio, poderdo ser benéfi-
cos. O sildenafil amplifica a resposta de NO na musculatura
vascular; ele vem sendo usado em ensaios clinicos para o tra-
tamento de hipertensdo pulmonar na AF®2, mas a maior pre-
ocupacdo relacionada ao uso desse tipo de medicamento é a
possibilidade de desenvolvimento de priapismo nos pacien-
tes masculinos. Recentemente, Canalli et al. demonstraram
que a adesdo in vitro dos neutrofilos a fibronectina e a prote-
ina ICAM-1, aumentada nas DF, torna-se significativamente
reduzida na presenca de agentes farmacoldgicos doadores de
NO, como o nitroprussiato de sédio e a dietilaminaNONOato
(DEANO)®3, Estes resultados indicam que drogas capazes de
doar ou aumentar a biodisponibilidade de NO podem repre-
sentar uma promissora terapéutica para a redugdo da vaso-
oclusao em pacientes com DF.

Com relagdo a terapia génica, vetores retrovirais que
poderiam corrigir a mutacgdo ou seus efeitos e que se inte-
grem permanentemente no genoma hospedeiro tém sido
investigados, em modelos animais, para transferéncia em
células-tronco hematopoéticas®*. Entre os principais obsta-
culos estdo a instabilidade dos vetores e a dificuldade de sua
integragao nesse tipo celular. Outras abordagens, como o
silenciamento do gene B° por RNA de interferéncia (RNAi)®>,
ou a recombinacdo homdloga para substituicio do gene B°
pelo gene BA8%87 s3o promissores, mas ainda requerem
melhoramentos nos métodos de transferéncia génica e
demonstragdo de eficacia em modelos animais.

A talassemia

Este tipo de talassemia resulta de mutagdes nos genes da
globina B que levam a reducdo ou auséncia de sintese das
cadeias B da Hb, causando anemia microcitica e hipocromica
e diferentes quadros sindromicos originados pela combina-
¢&o dos alelos B° (auséncia de express&o) e B* (reducdo de
expressdo)* 88, O grau de expressdo dos alelos B* é bas-
tante variavel, a depender da regido do gene afetada pela
mutagdo: alguns correspondem a uma pequena redugao na
taxa de sintese das cadeias B, enquanto outros correspon-
dem a quase total auséncia de sintese®8,

Atalassemia B atinge suas maiores prevaléncias em popu-
lagOes oriundas da Regido Mediterréanea e do Sudeste Asia-
tico. Ha atualmente cerca de 200 alelos mutantes descritos,
sendo que cada populagdo tem o seu espectro préprio, com
um ou alguns alelos predominantes® -8, No Brasil, a freqiién-
cia média de portadores na populacdo caucaséide é de cerca
de 1%, sendo os alelos B°39 (C—T), B*-IVS-I-6 (T—C),
B*-IVS-1-110 (G—A) e B°-1VS-I-1 (G—A) responsaveis pela
quase totalidade dos casos nas Regides Sul e Sudeste'3; em
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populagdes da Regido Nordeste, além destes, o alelo B*-IVS-
I-5 (G—C) corresponde a 9,3% dos alelos B-talassémicos. A
mutagdo B°39 atinge freqiiéncias entre 50 e 60% no Sudeste
brasileiro, enquanto no Nordeste nao chega a 5%, sendo a
B*-1VS-I-6 predominante na populacdo estudada®®.

Do ponto de vista clinico, as talassemias s&o classificadas
em menor (heterozigose das formas B° ou B*, também deno-
minada traco talassémico B, em que os individuos sdo geral-
mente assintomaticos, podendo apresentar anemia em
situagBes como na infancia, na gravidez e no estresse), em
maior (homozigose B°B° ou dupla heterozigose B°B*, tam-
bém conhecida como anemia de Cooley, corresponde a ane-
mia grave, com dependéncia de transfusGes sangliineas
regulares), e em intermediaria (homozigose B*B* ou dupla
heterozigose B°B™*, constituida dos fendtipos clinicos interme-
didrios entre o traco talassémico e a talassemia
maior)®:11/13,88,

Na talassemia maior, os pacientes sofrem as consequén-
cias diretas da anemia (caquexia, fadiga, insuficiéncia cardi-
aca congestiva) e os efeitos da expansdo da eritropoese
extramedular resultante da anemia, como anormalidades
Osseas, esplenomegalia, compressédo da medula espinhal e
retardo do crescimento. A hemdlise intensa leva a litiase, a
formacdo de Ulceras de perna e a hipertensdo pulmonar.
Hipercoagulabilidade é também uma complicacdo nesta
doenca. A terapéutica com transfusdes sanglineas crbnicas
leva ao acumulo de ferro em tecidos vitais, com complicacdes
cardiacas, hepaticas e enddcrinas, como a pigmentacdo
escura e metdlica da pele, diabetes, hipopituitarismo, hipoti-
reoidismo, hipoparatireoidismo, hipogonadismo, cirrose e
arritmias cardiacas e miopatia, principais causas de morte.
Uma parte dos pacientes pode ainda ser portadora de doen-
cas infecciosas, como possivel complicagdo das transfusdes

cronicas®11:88,

A talassemia B intermediaria compreende um amplo
espectro de fendtipos clinicos associados a uma anemia
hemolitica de menor gravidade que a acima descrita, com
niveis de Hb total entre 7 e 9 g/dL, para a qual a terapia trans-
fusional crénica ndo é normalmente requerida. Com o avan-
car da idade, os pacientes podem desenvolver complicagdes
em razao da expansao medular, incluindo anormalidades
Osseas, retardo do crescimento, infertilidade, sobrecarga de
ferro tecidual devida a aumentada absorcdo gastrintestinal
deferro resultante da anemia e hipercoagulabilidade. As com-
plicacdes trombdticas sdo mais freqlientes aqui do que em
pacientes com talassemia maior regularmente transfundi-
dos. Alguns pacientes desenvolvem hipertensao pulmonar
grave similar aquela que ocorre em outras anemias hemoliti-
cas cronicas. A osteoporose é também uma complicagdo
importante que pode ocorrer na talassemia
intermediaria®11.88.90,

A talassemia menor é uma alteracao geralmente assinto-
matica, associada a anormalidades da morfologia eritrocita-
ria, mas com uma anemia hipocrémica e microcitica discreta.
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Esta vem a ocorrer mais comumente na infancia, na gravi-
dez, ou em situagdes de estresse fisioldgico. A importéancia
maior do diagndstico deve-se a necessidade de aconselha-
mento genético e a prevencao da administracdo iatrogénica
de compostos ferrosos aos heterozigotos®:11,

Fisiopatologia

Na talassemia B, a producdo deficiente de globinas B
durante a eritropoese leva a anemia. As cadeias o ndo incor-
poradas ao tetramero, em excesso, formam agregados inso-
|Gveis e instaveis que lesam a membrana e levam a destruigdo
prematura das células. Esse processo ocorre tanto nos pre-
cursores eritroides imaturos (eritropoiese ineficaz) quanto nas
células maduras (hemdlise), levando a anemia. A eritro-
poiese ineficaz é mediada por apoptose: as células em morte
programada sinalizam aos macréfagos, provavelmente atra-
vés da exposicdo de fosfatidilserina na superficie da mem-
brana, e sdo por eles fagocitadas®!-°2.

As hemacias que entram na circulagdo, por outro lado,
contém inclusdes que causam lesdes a medida que elas atra-
vessam a microcirculagdo, ocasionando hemdlise extravas-
cular, principalmente no bago. Essas inclusdes sdo
majoritariamente constituidas de hemicromos formados pela
oxidagao das subunidades de cadeias o, que interagem na
membrana com as proteinas 4.1, anquirina e
espectring®11.91-93,

Em relagdo a membrana, varias anormalidades de estru-
tura e funcdo tém sido descritas. Além daquelas menciona-
das acima, ha o aumento de fosfolipideos e de colesterol, do
fluxo de cations e da permeabilidade ao célcio. As membra-
nas sdo mais rigidas e mais instaveis, provavelmente em
razdo da ligacdo das cadeias o oxidadas a proteina 4.1%-°3,

A viscosidade citoplasmatica das hemacias na talassemia
B é também aumentada, como conseqliéncia de desidrata-
gdo celular, um processo similar ao que ocorre nas DF envol-
vendo os sistemas controladores dos efluxos de ions e dgua,
anormalmente ativados. Embora com menor contetdo intra-
celular de Hb, hemacias talassémicas podem apresentar valo-
res de densidade tanto menores quanto maiores que
hemacias normais®°4,

A interagdo da Hb desnaturada e dos hemicromos com a
proteina banda 3, na membrana, suscita a ligagdo de anticor-
pos autoélogos do tipo IgG, seguida da fixagdo de comple-
mento e consequiente remogéo dos eritrdcitos da circulagdo.
A reducdo do acido sialico, como ocorre em hemacias nor-
mais senescentes, leva a uma maior exposicdo de residuos
B-galactosil, reconhecidos por anticorpos IgG antigalactosil
que promovem o seqlestro das células pelo sistema
reticuloendotelial®>-°°,

Hemacias talassémicas tém uma taxa de destruicdo de 10
a 15 vezes maior que a observada em hemacias normais. Ha
uma tentativa de compensacao pela medula éssea, com ace-
leracdo da producdo de eritrdcitos, porém insuficiente para
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evitar a anemia grave. A liberagdo do heme das células lisa-
das, a absorcgao gastrintestinal de ferro aumentada em razao
do aumento da eritropoese e da inadequada supressdo de
hepcidina, uma proteina reguladora da absorgdo intestinal de
ferro, aliadas ao regime regular de transfusdes sanguineas,
levam a sobrecarga de ferro encontrada nestes pacientes. O
ferro, altamente oxidativo, causa a formacgao de radicais livres
toxicos, com peroxidacao lipidica das membranas, seguida de
lise. A saturagdo da transferrina resulta em niveis aumenta-
dos de ferro livre no plasma, afetando varios érgdos, particu-
larmente o coragdo®11.97-100,

Ainsuficiéncia cardiaca secundaria a hemocromatose res-
ponde pela maioria das mortes na talassemia . Anemia,
sobrecarga de ferro, doenga pulmonar, miocardite e pericar-
dite estdo entre as causas das complicagdes cardiacas. Varios
estudos com cardiomidcitos em cultura tém revelado que a
toxicidade causada pelo ferro modifica profundamente a con-
tratilidade e o comportamento eletrofisioldgico destas célu-
las, e que essas alteragOes estdo provavelmente associadas
a elevada peroxidacdo dos lipideos da membrana

celular®®:101,

Uma maior incidéncia de eventos tromboembdlicos tam-
bém ocorre na talassemia B. Esse estado de hipercoagulabi-
lidade pode ser causado pelo aumento da exposigao da
fosfatidilserina na membrana eritrocitaria, pela ativagao das
plaquetas, por uma maior aderéncia das hemacias talassémi-
cas ao endotélio, por uma expressdao aumentada de molécu-
las de adesdo nas células endoteliais dos pacientes
talassémicos e por ativagdo dos mondcitos. Ainda, os niveis
das proteinas anticoagulantes C, S e da antitrombina pare-
cem estar reduzidos nesses casos'02:103,

Anemia cronica e sobrecarga de ferro contribuem para as
alteragBes enddcrinas observadas. A pituitaria, as gonadas,
0 pancreas, e as glandulas tirdide, paratiredides e adrenais
estdo afetadas; diabetes, hipogonadismo, osteopenia e oste-
oporose sao comuns. As fraturas freqlientes, em casos ina-
dequadamente tratados, devem-se a expansdo medular para
compensacdo da eritropoiese ineficaz, disfuncdo enddcrina e
complicacgOes relativas a propria terapia contra a sobrecarga
de ferro®’.

Ha varias anormalidades funcionais pulmonares descri-
tas em pacientes B-talassémicos, que parecem ser, em parte,
causadas pelos depdsitos de ferro, geragéo de radicais hidro-
xila livres, alteracd@o do tecido conectivo e da membrana capi-
lar alveolar. Hipercoagulabilidade, tromboembolismo
plaquetario e possivel redugéo do NO também tém sido asso-
ciados a hipertensdo pulmonar observada nos pacientes talas-
sémicos, mais pronunciada naqueles que foram
esplenectomizados®4:97,98,101-105,

O tipo de mutacdo no gene B esté associado a gravidade
clinica da doenca’. Assim, a mutagdo B*-IVS-I-6, denomi-
nada do tipo portuguesa, esta relacionada a uma evolugéo cli-
nica mais benigna, ao passo que a B°39 corresponde a uma
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evolucdo clinica mais grave®118° Algumas variantes estru-
turais da Hb, hiperinstaveis, resultam em fendtipos talassé-
micos dominantes, ou seja, a presenga de um Unico alelo
mutante ocasiona manifestacdes clinicas correspondentes a
talassemia intermediarial®®. Como nas DF, os heterozigotos
da talassemia B parecem sofrer selecdo positiva pela malaria
em areas endémicas, o que mantém as elevadas freqiiéncias
dos alelos talassémicos em algumas dessas regidest®20:95,

Entre os moduladores genéticos da gravidade da doenca
esta a coexisténcia da talassemia o, que melhora a evolugdo
clinica dos pacientes'®”. O excesso de cadeias o, por outro
lado, emindividuos que tém genes o triplicados ou quadrupli-
cados, agrava o quadro, levando heterozigotos da talassemia
B a apresentarem manifestagGes clinicas compativeis com a
talassemia intermediaria'©®.

MutagGes nos genes y, que levem a maior produgéo de Hb
F e a menores quantidades de cadeias o livres, também con-
tribuem para uma evolugdo clinica melhor®. A presenca do
polimorfismo (C—T) na posicdo -158 do gene ®y, reconhe-
cido pela enzima de restrigdo XmnlI, parece se correlacionar
com producdo mais elevada de cadeias ®y e, assim, também
contribuir para uma reducdo da gravidade da doenga®1*.

Outro modificador potencial da expressao clinica da talas-
semia B é a proteina alpha-hemoglobin stabilising protein
(AHSP), uma chaperone que forma complexos estaveis com
as cadeias o livres, impedindo sua precipitagao. Estudos em
camundongos e em humanos tém sugerido que a presencga
de mutacdes nos genes AHSP podem exacerbar o fendtipo
talassémico6-110.111,

Diagnéstico

O diagnéstico laboratorial dos heterozigotos é determi-
nado pela elevagdo dos niveis da Hb A,, seguida ou ndo de
pequeno aumento da Hb F. Os homozigotos B°B° apresentam
apenas as Hb A, e F (cerca de 98%), enquanto os homozigo-
tos BB+ e duplos heterozigotos B°B* possuem uma propor-
cdo variavelde Hb Femrelagdo a Hb A, geralmente entre 40 e
70%. Cabe mais uma vez enfatizar que o estudo familial é de
fundamental importancia3%4,

O diagnéstico molecular pode ser feito por uma variedade
de técnicas, sendo as mais utilizadas o seqlienciamento direto
dos genes B e a analise de restricdo, quando possivel. Plata-
formas de microarrays, contendo sondas para as mutagoes
mais freqlientes, também tém sido utilizadas e tendem a
substituir as técnicas convencionais a medida que seus cus-
tos sejam reduzidos3:°,

Tratamento

O tratamento atualmente empregado envolve a terapia
transfusional regular, para manutengdo dos niveis minimos
de Hb entre 9,5-10 g/dL, a administragao de quelantes de
ferro, como a desferroxiamina ou outros quelantes orais, e o
monitoramento da sobrecarga de ferro através de dosagens
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séricas de ferritina, de ressonancia magnética T2* para ava-
liacdo do excesso de ferro no coragdo e de suporte
end(’)crino6,11,90,98,101

A desferroxiamina é o tratamento quelante de escolha.
Como elarequerinfusdo parenteral diéria e prolongada, novos
agentes quelantes tém sido testados e propostos'!. A deferi-
prona é uma droga de administracdo oral que penetra na
membrana celular e quela espécies intracelulares toxicas de
ferro. Alguns efeitos adversos tém sido relatados, como leu-
copenia, neutropenia e artrite, mas um grande nimero de
estudos clinicos indica que ela pode ser mais efetiva na remo-
¢do do ferro cardiaco que a desferroxiaminal?2-113, Mais
recentemente, uma combinagdo dessas duas drogas vem
sendo também testada'*“. Um novo quelante oral, o defera-
sirox, foi recentemente aprovado nos EUA e no Brasil. Sua efi-
cacia parece ser equivalente a da desferroxiamina, embora
os efeitos colaterais no longo prazo ndo sejam ainda
conhecidost>-117,

Descobertas recentes apontam para uma potencial inter-
vencdo terapéutica na talassemia B através da manipulagéo
do metabolismo de ferro®. A administracdo de hepcidina sin-
tética ou de agentes que aumentam sua expressdo poderia
ser benéfica no controle da absorcdo deste metal*'®, A hep-
cidina é um pequeno peptideo produzido pelo figado em ele-
vadas quantidades durante os processos infecciosos. Ela inibe
a absorgao intestinal de ferro para, assim, impedir sua utili-
zacdo pelos agentes causadores da infeccd0°°-19°, Os niveis
de hepcidina tornam-se aumentados quando os estoques de
ferro estdo elevados, mas em pacientes com talassemia maior
ou intermediaria, e no modelo de camundongo talassémico,
os niveis estdo reduzidos, permitindo uma maior absorgdo de
ferro. Procurando compreender a causa desta inapropriada
redugdo, Tanno et al. (2007) demonstraram que a inibigdo da
expressado de hepcidina se correlaciona, nas sindromes talas-
sémicas, com o aumento de expressao do fator de diferencia-
cdo do crescimento GDF15, um membro de uma superfamilia
de moléculas (TGFB) recentemente identificadas como regu-
latérias da expressdo de hepcidina. O soro de pacientes talas-
sémicos suprime a expressao de hepcidina em hepatdcitos
humanos primarios, enquanto a deplecdo de GDF15 reverte
esta supressdo. Os autores propdem que, nas sindromes
talassémicas, a elevada expressdao de GDF15 (e possivel-
mente de outras proteinas com papel similar) se origina de
um compartimento eritréide expandido e contribui para a
sobrecarga de ferro através da inibicdo da expressdo de hep-
cidina. Este fator seria, assim, outro potencial alvo terapéu-
tico nestas doencas'®°.

O aumento da producgdo de Hb F poderia ser também uma
alternativa terapéutica, mas ndo ha, na talassemia B, agen-
tes indutores que tenham demonstrado eficiéncia em um
grande numero de pacientes, embora alguns casos possam
ser responsivos & HU®'*. Como o problema aqui é o excesso
de cadeias o, terapias que possam suprimir a expressao dos
genes o poderiam auxiliar na redugdo da gravidade clinica.
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Para isso, os mecanismos envolvidos na regulagdo dos genes
de globinas precisam ainda ser melhor elucidados®4-85/119-121,

Um numero de antioxidantes, com vistas a protegdo da
membrana celular, tem sido testado, entre eles as vitaminas
C e E e alguns flavonodides de plantas, mas os resultados ndo
sdo conclusivos e os estudos precisam ser ampliados em
humanost?2:123,

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéti-
cas de doadores relacionados e HLA-compativeis é uma alter-
nativa bastante promissora e € a inica com possibilidades de
cura até o momento. Novamente, como nas DF, os melhores
resultados estdo em pacientes mais jovens, que ainda nao
acumularam os danos teciduais e organicos dos pacientes com
mais idade. O limite para um sucesso mais amplo desta abor-
dagem é encontrar doadores relacionados
HLA-compativeis?:124,

A terapia génica vem também sendo investigada em
modelos animais para essa finalidade'2°. Transferir o gene B
normal a células-tronco hematopoéticas poderia levar a cura
permanente. Varios vetores virais que se integram perma-
nentemente no genoma hospedeiro tém sido testados, mas
os problemas sao os mesmos descritos anteriormente para
as DF125_127.

Conclusoes

As hemoglobinopatias estdo entre as doengas monogéni-
cas mais comumente encontradas nas populagdes. A comple-
xidade de seus processos fisiopatoldgicos e a gravidade e
diversidade de manifestagGes clinicas a elas associadas fazem
das DF e da talassemia p um enorme desafio para a medicina
e para a ciéncia. O maior conhecimento da base bioldgica des-
sas doengas, ainda associadas a elevada morbimortalidade,
tem propiciado importantes avangos nas abordagens tera-
péuticas e na prevengdo de novos casos e pode, em um futuro
proximo, oferecer possibilidades mais concretas de cura.
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