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RESUMO

Introducdo: As sindromes mielodisplasticas (SMD) s&o caracterizadas por
hematopoese ineficaz e displasia em uma ou mais linhagens celulares, citopenias
periféricas e um risco variavel de progressao para leucemia aguda. A anemia esta
presente em 80% dos pacientes. Muitos desenvolvem dependéncia transfusional e
sobrecarga de ferro (SF), o que leva a geracdo de espécies reativas derivadas do
oxigénio (EROs) e estresse oxidativo que, juntamente com o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) vém sendo implicados na patogénese e evolucdo da SMD.
Objetivo: Avaliar a relacdo do status do ferro com o dano oxidativo, a mutacdo do
gene HFE e os niveis de TNFa em portadores de SMD, acompanhados no Servigo
de Hematologia da Universidade Federal do Cear4. Casuistica e métodos: Foram
analisados 101 portadores de SMD, 24 com e 77 sem SF transfusional, no periodo
de maio de 2010 a setembro 2011. Compuseram o0 grupo controle 87 idosos
saudaveis. O perfil do ferro foi avaliado por técnicas classicas, o dano oxidativo por
métodos espectrofotométricos e o estudo genético por PCR-RFLP. Resultados:
Aumento significativo do malonaldeido (MDA) e nitrito foi observado nos pacientes
com SF quando comparados aos demais grupos (p<0.0001). O MDA e nitrito foram
correlacionados diretamente com a ferritina sérica (FRT) (r=0.3328, p=0.0033;
r=0.4255, p<0.0001, respectivamente). Houve correlacdo positiva entre FRT e as
enzimas antioxidantes, superéxido dismutase (SOD) (r=0.5957, p<0.0001), catalase
(CAT) (r=0.4064, p=0.0003) e glutationa peroxidase (GPx) (r=0.7313, p<0.0001).
Nos pacientes com SF foi observado aumento significativo do TNF-a, que foi
correlacionado diretamente com a FRT (r=0.4165 p=0.0002). Foi identificada pelo
menos uma mutacdo do gene HFE em 30,8% dos portadores de SMD e em 5,75%
dos idosos saudaveis, a maioria em heterozigose para H63D. Todos os individuos
com a mutacdo no gene HFE apresentaram nivel de ferritina significativamente
superior aqueles sem a mutacdo, em todos os grupos. Todos os marcadores de
estresse oxidativo foram superiores nos pacientes com SF, independente da
mutacédo do gene HFE. Conclusdes: A doenca apresentou-se mais tardiamente no
sexo masculino e com mais critérios de gravidade e de pior evolu¢cdo na populacdo
estudada. O estresse oxidativo observado se relacionou com a sobrecarga de ferro,

nao constituindo a mutacdo do gene HFE um fator adicional. Esses dados trazem



novas informacdes sobre a patogénese dessa doenca tdo heterogénea e podem
constituir base para novas intervencoes terapéuticas
Palavras-chave: Sindromes Mielodisplasicas; Sobrecarga de Ferro; Estresse

Oxidativo; Hemocromatose; Fator de Necrose Tumoral Alfa.



ABSTRACT

Introduction: Myelodysplastic syndromes (MDS) are characterized by ineffective
hematopoiesis and dysplasia in one or more cell lines, peripheral cytopenias and a
variable risk of progression to acute leukemia. Anemia is present in 80 % of patients.
Many develop transfusion dependence and iron overload (IOL), which leads to
generation of reactive oxygen species (ROS). Oxidative stress, together with tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) have been implicated in the pathogenesis and
evolution of MDS. Objective: To evaluate the relationship of iron status with
oxidative damage, mutation of the HFE gene and the levels of TNF-a in patients with
MDS, followed at the Hematology Unit of the Federal University of Ceara. Methods:
101 patients with MDS, 24 with and 77 without transfusional IOL were analyzed, from
May 2010 to September 2011. The control group comprised 87 healthy individuals.
The profile of iron was evaluated by classical techniques, oxidative damage by
spectrophotometric methods and mutation of the HFE gene study by PCR — RFLP.
Results: We observed a significant increase in malonaldehyde (MDA) and nitrite in
patients with IOL when compared to the other groups (p< 0.0001). The MDA and
nitrite were directly correlated with serum ferritin (FRT) (r = 0.3328, p= 0.0033, r
=0.4255, p< 0.0001, respectively). There was a positive correlation between FRT and
antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD) (r =0.5957, p< 0.0001), catalase
(CAT) (r =0.4064, p=0.0003) and glutathione peroxidase (GPx) (r=0.7313, p<
0.0001). In patients with IOL a significant increase of TNF-a was observed, which
was directly correlated with FRT (r = 0.4165 p=0.0002). At least one mutation in the
HFE gene was identified in 30.8 % of patients with MDS and in 5.75% of healthy
controls, most heterozygous for H63D. Subjects with mutations in the HFE gene
showed ferritin levels significantly higher than those without the mutation in all
groups. All markers of oxidative stress were higher in patients with 10L, independent
of HFE gene mutations. Conclusions: The disease presented later in males and with
more severity criteria for worse outcome in the study population. The oxidative stress
observed was related to iron overload and the HFE gene mutation did not constitute
an additional factor. These data provide new information about the pathogenesis of
this heterogeneous disease and may provide the basis for new therapeutic

interventions.



Key words: Myelodysplastic Syndromes; Iron Overload; Oxidative Stress;
Hemochromatosis; Tumor Necrosis Factor-alpha
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindromes mielodisplasticas

1.1.1 Aspectos gerais

As sindromes mielodisplasticas (SMDs) constituem um grupo
heterogéneo de doencas hematopoéticas de origem clonal, caraterizadas por
displasia (alteracbes de maturacdo) em uma ou mais linhagens celulares, citopenias
periféricas isoladas ou combinadas e risco aumentado de progressdo para leucemia
aguda (SWERDLOW et al., 2008).

As SMDs acometem individuos de todas as idades e estdo entre as
doencas onco-hematolégicas mais comuns na populacdo com idade superior a 60
anos (GERMING et al., 2008; BARZI; SEKERES, 2010). A incidéncia aumenta com a
idade e em pacientes acima de 70 anos esta estimada em mais de 25 novos casos
por 100.000 habitantes/ano.

E classificada como primaria (de novo) ou secundaria, se relacionada a
tratamento quimio ou radioterapico prévio (GREENBERG et al.,, 1997; KOUIDES;
BENNETT, 1997). Portadores de SMD secundéaria tém pior prognostico quando
comparados aos pacientes com SMD de novo (MUTFI, 2004; TEFFERI; VARDIMAN,
2009), uma vez que apresentam citopenias mais severas, displasias medulares mais
acentuadas com acometimento das trés linhagens hematopoéticas. Esses pacientes
apresentam, também, um maior nimero de alteracfes citogenéticas complexas (>3
alteracdes) e uma maior frequéncia de evolucdo para LMA.

As principais manifestacfes clinicas sdo a anemia, com necessidade
transfusional frequente, as manifestacbes hemorragicas devidas a plaquetopenia e
as infeccdes recorrentes, consequéncias de graus varidveis de neutropenia
(GREENBERG et al., 1997; CORDOBA et al., 2012, DAYYANI et al., 2012).

O diagnostico de SMD leva em consideragdo o hemograma, o
mielograma, a biopsia de medula 0ssea e a citogenética de células de medula 6ssea
por banda-G (GERMING et al., 2008). O critério morfolégico minimo para o
diagnostico de SMD ¢ a presenca de displasia em 10% ou mais das células de uma
ou mais linhagens hematopoéticas (SWERDLOW et al., 2008; TEFFERI;
VARDIMAN, 2009).
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A medula 6ssea, na maioria dos pacientes, € hipercelular apesar das
citopenias apresentadas no sangue periférico. Essa hematopoese ineficaz é
atribuida a suscetibilidade anormal a apoptose das células progenitoras e a
capacidade de resposta limitada dessas células aos fatores de crescimento.
Acredita-se que esses sinais pro-apoptoticos resultam de uma sinalizagdo anormal,
causada pelo excesso de citocinas pro-inflamatdrias e/ou resposta imune alterada
das células T (TEFFERI; VARDIMAN, 2009). A fibrose medular, estratificada em
graus 0, 1, 2 ou 3, esta presente em aproximadamente 17% dos casos (DELLA
PORTA et al., 2009).

A presenca de citopenias associadas a alteracdes displasicas medulares
também pode ser devida a condicbes ndo clonais, secundarias e reversiveis. O
etilismo, doencas inflamatérias crbnicas, auto-imunes, doencas tireoidianas,
insuficiéncia hepatica ou renal, disfuncées hormonais da gladula tiredide e infeccdes,
incluindo a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), devem ser excluidos
(MAGALHAES; LORAND-METZE, 2004; TEFFERI; VARDIMAN, 2009). O
diagnéstico diferencial com outras causas de anemia como deficiéncia de vitamina
B12 e 4cido folico deve ser realizado.

Exposicdo recente a metais pesados, terapia citotoxica ou fatores de
crescimento devem ser considerados como fatores de exclusdo absolutos
(MAGALHAES; LORAND-METZE, 2004).

Algumas doencas da célula-tronco também devem ser consideradas no
diagnéstico diferencial. Nos casos de SMD hipocelular, mielofibrose primaria,
hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) e anemia aplastica podem constituir
condicBes de diagndstico diferencial dificil por apresentarem achados similares ou
gue se sobrepdem. Em alguns casos, somente 0 seguimento e a evolug¢do da
condicdo permitem a distincdo entre essas doencas (MAGALHAES; LORAND-
METZE, 2004) (Figura 1).
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Figura 1 - Doencas da célula progenitora hematopoética: interface e situacdes de

SMD
hipoplasica

Legenda: AA (anemia aplastica); HPN (hemoglobindria paroxistica noturna); NMP (neoplasias

diagndstico dificil.

mieloproliferativas); NMD-SMP (neoplasias mielodisplasticas - sindromes mieloproliferativas); SMD (sindromes
mielodispléasticas);
Fonte: MAGALHAES; LORAND-METZE (2004).

1.1.2 Aspectos epidemioldgicos

Somente em 2001 a SMD passou a ser reportada de forma sistematica
nos Estados Unidos, através de um programa de vigilancia epidemiologica do
Instituto Nacional de Saude Americano (Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER) Program — National Institute of Health, 2011). Essa iniciativa
proporcionou a primeira oportunidade de analisar a incidéncia e sobrevida de
pacientes com SMD nesse pais, usando um grande banco de dados de base
populacional (MA X, 2007; ROLLISON et al., 2008).

De acordo com esses dados, aproximadamente 12.000 pacientes sao
diagnosticados com SMD por ano nos Estados Unidos. Esses dados indicam que ha
significativamente mais pacientes com SMD do que com leucemias agudas ou
neoplasias mieloproliferativas (GERMING et al.,, 2008; KOMROKJI; ZHANG;
BENNETT, 2010).

Ainda de acordo com esse levantamento, foi relatada uma incidéncia
anual de 5,4 a 36,2/100.000 em pessoas entre 60 e 84 anos, sendo 86,4% dos
pacientes diagnosticados com mais de 60 anos e apenas 6% com menos de 50
anos (MA X, 2007). Em geral, 3,4 novos casos por 100.000 habitantes/ano séo
diagnosticados nos EUA (MA X, 2007), valor aproximado ao que se observa na
Alemanha, com taxa de 4,1 por 100.000 habitantes/ano (GERMING et al., 2008).
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O aparente aumento da incidéncia de SMD tem sido atribuido
principalmente ao rapido envelhecimento populacional, melhor conhecimento sobre
a doenca além de melhorias na assisténcia médica geriatrica e no uso mais
generalizado de métodos diagndsticos invasivos nesse grupo de pacientes.

Outro aspecto de interesse € a variacdo geografica da doenca. Em paises
asiaticos, a média de idade ao diagnéstico € cerca de 10 a 15 anos inferior a média
de idade observada na Alemanha (GERMING et al.,, 2008). Dados do Zimbabue,
Turquia, india, Coréia, China, Tailandia e Jap&o sugerem que nestes paises a SMD
afeta individuos idosos mais jovens. E possivel que esta diferenca seja devida ao
fato da populagdo ser globalmente mais jovem na Africa e em muitos paises
asiaticos do que nos paises da Europa e América do Norte (SEKERES;
COSGROVE; FALCO, 2006). Outra possibilidade € que existam de fato, fatores
etnicos e ambientais que justifiquem essas variacbes geograficas (SEKERES;
COSGROVE; FALCO, 2006; MA X, 2007; ROLLISON et al., 2008). A incidéncia no
sexo masculino é maior do que no sexo feminino (4,5 vs. 2,7 por 100 000
habitantes/ano) (MA X, 2007).

No Brasil, existem poucos dados sobre a epidemiologia dos pacientes
com SMD. Em 2010, dados preliminares sobre aspectos demogréficos, clinico-
patolégicos e terapéuticos foram apresentados por Magalhdes et al. (2010). Essas
informacBes foram obtidas em 12 centros de atencdo terciaria de referéncia das
regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste, a partir de 476 pacientes brasileiros
com SMD diagnosticados no periodo de 2003 a 2007. A média de idade desses
pacientes foi de 68,3 anos, menor que a observada nos EUA e Europa e superior ao
Jap&o e a Coréia. Destes, 50,8% eram mulheres (MAGALHAES et al., 2010).

1.1.3 Etiologia

A SMD primaria (de novo) ocorre sem um evento prévio identificado e
representa 80-90% de todos os casos (MUTFI, 2004; PEDERSEN-BJERGAARD;
ANDERSEN; ANDERSEN, 2007). A SMD secundaria ou SMD-t (terapia induzida) se
desenvolve de quatro a sete anos apds a exposicdo aos agentes utilizados no
tratamento de outras malignidades (LI et al., 2009).

A associacdo com a idade avancada sugere dano genético cumulativo

causado por exposicdo prolongada/continuada a agentes mielotoxicos e/ou



28

susceptibilidade genética (COREY et al., 2007). Fatores de risco incluem exposicao
ocupacional ou ambiental ao benzeno e outros solventes, combustivel diesel,
tabagismo, terapia imunossupressora, agentes quimicos (fertilizantes, pesticidas,
herbicidas), radiacdes ionizantes e tintura de cabelo (GERMING et al., 2008; BJORK
et al., 2009).

Doencas congénitas como a sindrome de Down, disceratose congénita,
anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, sindrome de Shwachmann-Diamond e
Diamond-Blackfan possuem uma maior predisposicdo para o desenvolvimento de
doencas neoplasicas devido a instabilidade gendmica e, de forma peculiar, tendem
a progredir para SMD/LMA, porém o mecanismo ainda nédo é totalmente conhecido
(GERMING et al., 2008; SEKERES, 2010).

1.1.4 Patogénese

A SMD tem patogénese complexa e envolve anormalidades na regulacéo
da proliferacéo, diferenciacdo e morte celulares incluindo mecanismos genéticos,
epigenéticos e imunomediados (JANSSEN et al., 1989; STEENSMA, 2007,
JADERSTEN; HELLSTROM-LINDBERG, 2009; BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011).

Seu desenvolvimento é um processo que envolve provavelmente
multiplas etapas: um evento genético inicial leva ao aparecimento de um clone
anormal precursor de células hematopoéticas disfuncionais e morfologicamente
displasicas (NAEIM; RAO; GRODY, 2008). Sucessivas alteracbes genéticas levam a
proliferacdo e expansao clonal, sinalizagdes aberrantes, bloqueio da diferenciagéo,
instabilidade genémica e evolucdo para LMA (LOOK, 2005).

Diversos genes apresentam-se alterados na SMD, incluindo genes
reguladores do ciclo celular, fatores de crescimento, genes imunorreguladores das

citocinas e genes reguladores da metilacéo (Figura 2).
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Figura 2- Patogénese da SMD: multiplos fatores envolvidos
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Recentemente mutagBes recorrentes com impacto prognéstico
independente foram identificadas, o que potencialmente constitui novas estratégias
de diagndstico e possiveis alvos terapeuticos, além da identificacdo de
biomarcadores preditivos de resposta a diferentes drogas (BEJAR; LEVINE; EBERT,
2011).

Mecanismos epigenéticos sao capazes de alterar a expressao génica sem
induzir mudancas estruturais na sequéncia do DNA. A hipermetilacdo pode induzir,
de forma reversivel, o silenciamento de genes importantes envolvidos no controle do
ciclo celular, como os genes supressores de tumor. Diferentemente das mutacgoes,
as alteracbes epigenéticas sao reversiveis, 0 que abre perspectivas para o
tratamento isolado ou combinado com outras drogas (BEJAR; LEVINE; EBERT,
2011).

Alteracfes nos mecanismos imunoldgicos, com consequente disturbios no
perfil de citocinas secretadas séo observadas o que leva a um importante aumento
na producao dessas citocinas, como: TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12 e INF-y, por parte
dos fibroblastos e macrofagos. Elas promovem a expanséo clonal das células T,
elevando ainda mais o indice de apoptose, com proliferagdo e aumento da
citotoxicidade dos TCD8" (ROSENFELD; LIST, 2000; MUTFI, 2004; BERNASCONI,
2008).
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O TNF-a desempenha papel importante nas doengas inflamatorias
cronicas e demonstra efeitos pré-oncoldgicos. Quando produzido pelas células
tumorais e células inflamatérias no microambiente do tumor pode promover a
sobrevivéncia dessas células através da inducdo de genes que codificam as
moléculas anti-apoptética NF-kB-dependente (LUO et al., 2004).

Dentro da regidao promotora de TNF-a, podem ocorrer polimorfismos
genéticos levando a producdo aumentada de TNF-a, o que estd associado ao
aumento de cancer de bexiga, cancer de mama, carcinoma hepatocelular, bem
como canceres hematolégicos (YANG, 2006).

Alteragdes no microambiente foram demonstradas como capazes de
induzir SMD, contrariando o conhecimento prévio de que a doenca se iniciaria
exclusivamente a partir de mudltiplas lesbes na célula tronco hematopoética. A
interacdo da célula com seu nicho é cada vez mais estudada e reconhecida como
um sistema dindmico necessario para a homeostase e que pode, eventualmente, ser
alvo de novas modalidades terapéuticas (BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011).

A expansao clonal pode ocorrer através do aumento na proliferacdo ou
por resisténcia a apoptose e 0 microambiente medular pode favorecer o
desenvolvimento do clone neoplasico (BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismos envolvidos na patogénese da SMD.
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Fonte: Adaptado de: TEFFERI; VARDIMAN (2009).

1.1.5 Diagnéstico

Requisitos minimos para diagndstico de pacientes com suspeita de SMD
incluem: histéria clinica e exame fisico detalhados, hemograma, contagem de
reticuldcitos, mielograma com coloracdo para ferro, biopsia 6ssea com avaliacdo da
reticulina e citogenética (banda G) (GREENBERG, 2005).

A apresentacdo clinica tipica inclui sinais e sintomas decorrentes da
anemia, da neutropenia e/ou da trombocitopenia (NIMER, 2008).

O hemograma mostra anemia em aproximadamente 80% dos pacientes.
Neutropenia e plaguetopenia podem ser isoladas ou associadas a anemia e séo
observadas em cerca de 40% dos pacientes ao diagnostico (STEENSMA; BENNET,
2006; STEENSMA, 2009).
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A andlise do aspirado medular mostra alteragbes morfoldgicas
displasticas em uma ou mais linhagens celulares (>10%) e é, até os dias atuais, a
base para o diagnostico (BENNETT, 2013).

A biopsia 0ssea é necessaria para o diagnostico oferecendo informacdes
adicionais quanto a celularidade, displasia, particularmente megacariocitica, grau de
fibrose, desarranjo arquitetural e localizagdo anormal de precursores imaturos
(ALIP). Permite ainda o diagndstico diferencial com outras doencas como anemia
aplastica, tricoleucemia, linfoma ou metéstases (ORIANI et al., 1996).

Cerca de 30-50% dos casos de SMD de novo e 95% dos pacientes com
SMD secundéria apresentam alteracdes cromossdmicas. A analise citogenética da
medula Ossea esta indicada ndo apenas para detectar anormalidades
cromossOmicas recorrentes como também, de forma sequencial, para avaliar a
evolucao clonal contribuindo assim para o diagnéstico e seguimento dos pacientes.
Tem, portanto, importante funcdo na estratificacdo de risco e decisédo terapéutica
(HIRAI, 2003; MUTFI, 2004; LOOK, 2005; HAASE, 2008; NAEIM; RAO; GRODY,
2008) (Figura 4).

Figura 4 — Alteracdes citogenéticas comuns em 2.124 pacientes com SMD
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Fonte: Haase et al., 2007.

As delecdes sédo as alteracdes mais comuns, embora translocacdes e
perda ou ganho de cromossomos inteiros possam ocorrer (FENAUX, 2001). As
alteracdes estruturais e numéricas encontradas em SMD podem ser distribuidas em

3 tipos: 1) alteragbes nao balanceadas, com perda ou ganho de material
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cromossOmico; 2) alteragbes balanceadas, com rearranjos cromossOmicos sem
nenhuma perda ou ganho visivel de material; 3) caridtipo normal (PEDERSEN-
BJERGAARD; ANDERSEN; ANDERSEN, 2007).

Recentemente, Schanz et al. (2012) refinaram a estratificacdo
citogenética, criando novos grupos de impacto progndstico a partir da andlise de
2902 pacientes em um estudo multicéntrico. As alteracbes citogenéticas
encontradas foram classificadas em 5 subgrupos: muito bom progndstico; bom
prognéstico; prognostico intermediario; prognostico desfavoravel e muito
desfavoravel, com sobrevida média de 60.8, 48.6, 26.0, 15.8 e 5.9 meses,
respectivamente (SCHANZ et al., 2012) (Tabela 1) (Figura 5).

Tabela 1 — Nova proposta de estratificacdo citogenética.

TEMPO DE EVOLUCAO

~ 3 SOBREVIDA N
GRUPO DE RISCO ALTERACOES CITOGENETICAS MEDIA m) 25% DE EVOLUCAO P/
m
LMA (m)
MUITO
) del(11q), -Y 60.8
FAVORAVEL NA

) normal, del(12p), del(20q), del(5q)
FAVORAVEL ) o 48.6 NA
isolada ou com 1 alteracdo adicional

) del(7q), +8, i(17q), +19, +21, demais
INTERMEDIARIO 26.0 78.0
clones com 1 alteracdo, clones com

2 alteracdes (exceto del(5qg)+1)

i inv(3)/t(3g)/del(3q), -7, -7/del(7
DESFAVORAVEL (3)/430)idel(3q) o _ (-q) 15.8 21.0
com 1 alteracdo adicional, caridtipo

complexo (até 3 alterag@es).

MUITO o
) Cariotipo complexo (>3 alteracdes) 5.9
DESFAVORAVEL 8.2

Legenda: NA = ndo alcangado m = (meses)
Fonte: Adaptado de SCHANZ et al. (2012).



Figura 5 — Representacao de uma cariotipagem por banda G mostrando

alteracao recorrente na SMD.
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1.1.6 Classificacao

34

Um sistema de classificacdo que estima a sobrevida dos pacientes e a

probabilidade de evolucdo para LMA orienta a terapia mais adequada e é necessario

dada a complexidade e heterogeneidade da SMD (MUFTI et al., 2008).
A classificacdo do grupo franco-americano-britanico (FAB) foi baseada

exclusivamente em critérios citomorfolégicos e distingue cinco subgrupos: Anemia
Refrataria (AR); AR com Sideroblastos em Anel (ARSA), Leucemia Mielomonocitica
Crbnica (LMMC); AR com Excesso de Blastos (AREB) e AREB em transformacao
(AREB-t) (BENNETT et al., 1976, 1982).
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Classifica-se como; 1) AR: pacientes com anemia, menos de 5% de
mieloblastos e menos que 15% de sideroblastos em anel; 2) ARSA: pacientes com
15% ou mais de sideroblastos em anel; 3) AREB: pacientes com 5-20% de
mieloblastos; 4) AREB-t: pacientes com 20-30% de mieloblastos e 5) LMMC:
pacientes com monocitose absoluta persistente no sangue periférico (>1x10%/L)
(BENNETT et al., 1982).

A classificacdo FAB tem limitacbes por nao considerar critérios
importantes como o0 numero de linhagens acometidas, a intensidade das citopenias
e a presenca de alteracdo citogenética, mas teve a vantagem de estimar e agrupar
pela primeira vez a sobrevida e o risco de transformagé&o para LMA.

Em 1999, um comité da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propés
modificacdo na classificacio FAB e incorporou caracteristicas biologicas e
genéticas. A partir de 2001, as subcategorias tornaram-se mais homogéneas e
novos criterios foram incluidos na estratificacdo (JAFFE et al., 2001). O grupo AREB
foi dividido em AREB |, com 5 a 9% de blastos na medula e AREB Il, com 10 a 19%
e o percentual de blastos para diagnostico de LMA foi reduzido de 30 para 20%.
Essa reducdo foi proposta apos a observacdo de que pacientes no grupo AREB-t
apresentavam prognéstico semelhante aqueles com LMA (KOMROKJI; ZHANG;
BENNETT, 2010).

Os grupos AR e ARSA passaram a agrupar apenas pacientes com
displasia restrita a linhagem eritréide. Foram excluidos os subtipos AREB-t e LMMC.
A LMMC por suas caracteristicas clinicas e biolégicas foi considerada um quadro
intermediario entre SMD e neoplasias mieloproliferativas (NMP), assim como a
leucemia mielomonocitica juvenil e a leucemia miel6ide crénica atipica (JAFFE et al.,
2001).

Também, foi introduzido o subtipo citopenia refrataria com displasia
multilinhagem (CRDM), com maior grau de insuficiéncia medular e curso mais
agressivo. Nesse grupo, além da displasia na linhagem eritréide os pacientes
também apresentam mais de 10% de displasia nas linhagens granulocitica e/ou
megacariocitica.

A classificagcdo da OMS categorizou como sindrome 5g- pacientes que
apresentam delecao isolada do braco longo do cromossomo 5 e menos de 5% de
blastos na medula 6ssea. Esses pacientes apresentam bom progndstico, com baixa
probabilidade de evolugao para LMA (JAFFE et al., 2001).
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Casos que ndo prenchem critérios para as outras categorias foram
agrupados como SMD néo classificavel (SMD-U) (JAFFE et al., 2001).

A classificacdo da OMS foi revisada e atualizada em setembro de 2008 e
algumas mudancas foram propostas com o objetivo de criar categorias mais
precisas. Foram propostos os subtipos citopenia refrataria com displasia unlinhagem
(CRDU), que inclui AR, neutropenia refratéria (NR) e trombocitopenia refrataria (TR),
ARSA, AREB | e Il, CRDM, SMD nao classificavel (SMD-U) a qual agrupou
pacientes com citopenia persistente (>6 meses) sem displasia significativa mas com
alteracdo citogenética recorrente e a SMD associada a delegcdo 5g- isolada.
(SWERDLOW et al., 2008).

1.1.7 Progndstico — estratificacéo de risco

A idade avancada e as comorbidades tornam o prognostico mais sombrio e
dificultam o manejo da doenca (LICHTMAN; ROWE, 2004). Devido a grande
heterogeneidade da SMD é necessario um modelo de estratificacdo de risco para
direcionar a terapia a ser utilizada (KOMROKJI; ZHANG; BENNETT, 2010).

Mais de vinte sistemas de estratificacdo de risco foram propostos até 2012
com o objetivo de estimar sobrevida, probabilidade de evolugcdo para leucemia
aguda e auxiliar na decisao terapéutica. Entre eles, destacam-se: IPSS (International
Prognostic Scoring System) (GREENBERG et al., 1997), WPSS (WHO classification-
based Prognosting Scoring System) (MALCOVATI et al.,, 2007) e o MPSS (MD
Anderson Prognostic Scoring System) (KANTARJIAN et al., 2008). Os dois primeiros

sdo 0s mais usados.

IPSS (International Prognostic Scoring System)

Em 1997, Greenberg et al., propuseram o escore IPSS baseado em
percentagem de blastos na medula 0ssea, tipo de alteracdo citogenética e nimero
de citopenias. O sistema de escore foi desenvolvido a partir de uma coorte de 816
pacientes ndo tratados. A doenca foi estratificada em quatro categorias
prognasticas: baixo risco, risco intermediario I, risco intermediario Il e alto risco, com
diferencas significativas na sobrevida global e risco de transformacao para LMA. A
mediana de sobrevida varia de 5,7 anos para o baixo risco a 0,4 ano para o alto

risco.
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O IPSS foi extensivamente validado e tornou-se referéncia para ensaios
clinicos e decisdo de conduta, sendo considerado até hoje padrdo-ouro para
avaliacdo prognoéstica. Contudo, apesar da sua importancia histérica, apresenta
varias limitagdes: foi desenvolvido numa época em que os critérios para SMD
incluiam os casos com percentual inferior a 30% de blastos na medula 6ssea, ndo
considerou a gravidade das citopenias, subestimou as altera¢des citogenéticas de
mau prognostico, incluiu apenas um nuamero limitado de alteracfes citogenéticas,
além do que né&o foi validado como escore dindmico (ALESSANDRINO et al., 2008;
STEENSMA, 2009; KOMROKJI; ZHANG; BENNETT, 2010).

WPSS (WHO Classification-based Prognostic Scoring System)

Em 2005, Malcovati et al.,, desenvolveram um modelo progndéstico
dindmico baseado na classificagdo da OMS, criando assim o0 WPSS. Esse sistema
inclui trés fatores prognadsticos: cariétipo segundo o IPSS, subgrupo WHO e um
critério clinico, a dependéncia transfusional de hemdacias. Foram propostas 5
categorias de risco: muito baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto com medianas
de sobrevida e riscos de progressao para LMA de 140 meses e 3%, 66 meses e
14%, 48 meses e 33%, 26 meses e 54% e 9 meses e 84%, respectivamente.

O impacto maior dessa proposta, quando comparada com o IPSS, foi
observado nos pacientes sem excesso de blastos principalmente devido a incluséo
da dependéncia transfusional, embora considerada um critério com muita
subjetividade (GARCIA-MANERO, 2010).

Posteriormente, o critério dependéncia transfusional foi substituido pela
presenca de anemia, definida como Hb < 8mg/dL para mulheres e Hb < 9mg/dL para
homens, diminuindo assim a subjetividade dessa proposta (MALCOVATI et al.,
2011).

1.1.8 Tratamento

O tratamento da SMD continua sendo um desafio. Os portadores, em
geral, tém idade superior a 60 anos 0 que tem impacto negativo na sobrevida global
em especial para pacientes de baixo risco (MALCOVATI et al.,, 2005). A idade
indiretamente afeta também a sobrevida dos pacientes de alto risco, limitando sua

elegibilidade para tratamentos mais agressivos (KUENDGEN et al.,, 2006;
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ALESSANDRINO et al.,, 2008), estando associada a uma alta prevaléncia de
comorbidades (REPETTO et al., 2002; ZIPPERER et al., 2009; GOLDBERG et al.,
2010; SPERR et al., 2010). As comorbidades estdo associadas de forma
independente ao risco de morte nao relacionada a leucemia. O indice de
comorbidade proposto por Della Porta et al. (2011) estratifica os pacientes

portadores de SMD em trés grupos de risco (Tabela 2).

Tabela 2 — SMD - indice de comorbidades |

Comorbidade Pontuacao

Doenca cardiaca 2
Doenca hepética (moderada a severa)
Doenca pulmonar severa

Doenca renal

=

Tumor soélido

Baixo risco: 0 ponto, risco intermediario: 1 a 2 pontos, risco alto:> 2 pontos
Fonte: Adaptado de Della Porta et al., 2011

A terapia apropriada deve ser considerada de forma individualizada para
cada paciente levando em conta a idade, a presenca de comorbidades e a
estratificacdo de risco da doenca ao diagnéstico (BARZI; SEKERES, 2010). Os
objetivos sdo a melhora hematoldgica nos pacientes de mais baixo risco e a
modificacdo da histéria natural da doenca naqueles de maior risco (CHESON et al.,
2000, 2006; DELFORGE et al., 2011; GHOTI et al., 2011).

Aproximadamente 90% dos pacientes com SMD necessitam de
transfusdo de hemacias em algum momento no curso da doenga e um percentual
menor faz uso de concentrado de plaquetas (HELLSTROM-LINDBERG;
MALCOVATI, 2008). Repetidas transfusdes de hemacias resultam em sobrecarga
de ferro apds cerca de 20 unidades transfundidas, uma vez que cada unidade
contém entre 200 e 250mg de ferro (KUSHNER; PORTER; OLIVIERI, 2001;
PORTER, 2001; MALCOVATI; DELLA PORTA; CAZZOLA, 2006).

Em pacientes com doenca de baixo risco, com expectativa de vida maior
gque um ano e que tenham recebido mais de 20 concentrados de hemacias a
quelacdo de ferro deve ser considerada (BOWEN et al., 2003). Nesses pacientes

com anemia sintomatica, os agentes estimuladores da eritropoese como
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eritropoetina  (EPO) s&o considerados primeira linha de tratamento
(ALESSANDRINO et al., 2002; BOWEN et al., 2003; RIZZO et al., 2008). Agentes
imunomoduladores, como a talidomida, sdo usados para reduzir a apoptose de
células hematopoéticas e os requerimentos transfusionais em um subgrupo restrito
de pacientes (RAZA et al., 2001; INVERNIZZI et al., 2005; KALE; LIST., 2006).
Todavia, respostas objetivas sdo poucos frequentes e restritas a serie eritroide. A
lenalidomida é a droga de escolha para pacientes portadores da delecdo 5g-
resultando em independéncia transfusional em significativa parcela de pacientes e
eventualmente resposta citogenética (LIST et al., 2006, 2012).

Agentes hipometilantes como azacitidina e decitabina sdo usados nos
pacientes de alto risco em diversos paises, mas somente a azacitidina foi capaz de
demonstrar aumento da sobrevida global (FENAUX et al., 2009). O transplante de
medula 6ssea permanece a Unica opc¢ao curativa, embora para um numero restrito
de casos (CUTLER et al., 2004).

1.1.9 Metabolismo do ferro e estresse oxidativo

A hemoglobina é a proteina transportadora de oxigénio e constitui 95%
das proteinas presentes no citosol dos eritrocitos. E um tetrAmero, de peso
molecular de 64,5 kDa, composto por duas porcdes: a globina, fracdo protéica que
varia geneticamente e heme, grupo prostético que contém o ferro (Fe®") e
protoporfirina. Consiste de dois pares de cadeias polipeptidicas, sendo um par de
cadeias globina a e outro par de cadeias B, y ou 8, de acordo com o tipo de
hemoglobina (TELEN; KAUFMAN, 1999).

O ferro € um elemento paradoxal, indispensavel a toda forma de vida,
essencialmente por assegurar o transporte de oxigénio, participar da sintese de
DNA, catalisar reacdes de transferéncia de elétrons e metabolismo energético dos
seres vivos (PUNTAROLO, 2005). O atomo de ferro liga-se aos quatro nitrogénios
no centro do anel porfirinico e apresenta dois estados de oxidagéo: ferroso (Fe*?) ou
férrico (Fe*®). Pode ligar-se com o oxigénio somente no estado ferroso e confere &
molécula de hemoglobina sua capacidade de transporte de oxigénio (STRYER,
1995). E igualmente toxico em razdo de sua capacidade de catalisar reacdes
oxidativas, e da producao de radicais livres (WIJAYANTI; KATZ; IMMENSCHUH,
2004; GROTTO, 2008).
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A quantidade normal de ferro corporal total em individuos adultos varia de
50 a 60 mg/kg de peso corporal em homens e de 35 a 40 mg/kg em mulheres. No
estado de equilibrio, 1 a 2 mg de ferro sdo absorvidos e excretados diariamente
(DEVLIN, 2003; SIQUEIRA; ALMEIDA; ARRUDA, 2006; GROTTO, 2008) (Figura 6).

Figura 6 — Metabolismo do Ferro.

AMPLA REGULAGAO PELAABSORGAO INTESTINAL

Dieta diaria
10-20mg
de ferro

)/ TRANSFERRINA
TN (Transporte do ferro)

¢ )
l Absorgio 12 mg de
Nl i Sy
s amagi
w ) - epitélio
\ :

4 ferro/dia

4 75% 5-15%

\_ /o 10-20% .
;:4:\ -

© v
Eritropoese ) S Outros
Hemoglobina . processos
“
[9)
FERRITINA

(estoque figado e coragio)

EXCRECAO
(Inexiste mecanismo
fisiologico)

i

Fonte: Grotto, 2008.

O ferro tem duas fontes principais: a dieta (BEUTLER; HOFFBRAND;
COOK, 2003; SIQUEIRA; ALMEIDA; ARRUDA, 2006) e a reciclagem de heméacias
senescentes (GROTTO, 2008).

O ferro é absorvido nos enterdcitos duodenais e, em menor escala, nas
porcoes distais do intestino delgado. Uma proteina sintetizada pelo figado, a
hepcidina, é responsavel pela manutencdo da homeostase do ferro (CAZZOLA;
DELLA PORTA; MALCOVATI, 2008).
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O modo de acédo da hepcidina envolve bloqueio celular do efluxo do ferro
pela sua ligagdo a proteina ferroportina, fazendo com que haja sua internalizacdo e
degradacdo. O aumento na producdo de hepcidina bloqueia a atividade da
ferroportina nos macroéfagos e enterdcitos o que leva ao acumulo de ferro no sistema
reticulo endotelial e reduz a quantidade de ferro absorvido da dieta. Ao contrario, sob
condicdes de baixo fluxo de ferro, intensa atividade eritropoética e hipdxia, a sintese
de hepcidina é suprimida e o ferro é liberado dos estoques celulares e absorvido a
partir da dieta (NEMETH; GANZ, 2006; SANTINI et al., 2011).

O ferro circula no plasma principalmente ligado a transferrina, sintetizada
no figado. Armazena-se na forma de ferritina ou hemossiderina (DEVLIN, 2003). A
ferritina atua como depdsito de ferro para que ocorra protecdo quanto a toxicidade
de sua forma livre e manutencdo do estoque de reserva (EMERIT; BEAUMONT;
TRIVIN, 2001; GROTTO, 2008). Est4 presente no sistema reticulo endotelial das
células da medula 6ssea, baco, figado e nos musculos esqueléticos. Estoca 4.500
atomos de ferro na forma de micelas de hidroxido férrico e, dessa forma, auxilia na
manutencdo do ion férrico, forma nao téxica. A incorporacdo do ferro na ferritina é
requerida pela atividade da ferroxidase (PUNTAROLO, 2005).

Na vigéncia de processo infeccioso, inflamatério, neoplasia ou leséo
tecidual a ferritina € produzida em grande quantidade como proteina de fase aguda.
Nessas condi¢cdes os resultados sdo de dificil interpretacdo, uma vez que nao
refletem necessariamente a sobrecarga de ferro (FINCH et al., 1986; PORTER,
2005). Em boa parte dos casos, a interpretacdo de valores sequenciais de ferritina
sérica associados aos de saturacdo da transferrina ajudam a diferenciar as
situacdes reais de sobrecarga de ferro daquelas secundarias a resposta inflamatoria,
sem a necessidade de utilizar testes invasivos (PIPERNO, 1998).

A transferrina € uma betaglobulina sintetizada pelo figado, responséavel
pelo transporte de ferro no plasma. Pode ser medida por turbidimetria a 340 nm, em
soro ou plasma ou indiretamente pela Capacidade Total de Ligacdo do Ferro
(CTLF), que se refere a quantidade total de ferro que a transferrina é capaz de se
ligar.

Na pratica clinica, utilizam-se testes bioquimicos para dosar parametros
de SF, uma vez que sdo mais rapidos, apresentam menor custo, embora sejam

Menos precisos que a biopsia hepatica ou a ressonancia magnética.
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Os mecanismos de excrecédo sdo menos desenvolvidos e eficazes do que
agueles que regulam a absorcéo e distribuicdo. No entanto, um perfeito sincronismo
entre absorcao, utilizacdo e estoque de ferro € essencial para a manutencédo do
equilibrio desse metal no organismo. Essa homeostase possibilita a manutencéo das
funcBes celulares essenciais e a0 mesmo tempo evita possiveis danos aos 6rgaos e
tecidos (GROTTO, 2008).

1.1.10 Geracdo e tipos de radicais livres

A exposicdo das ceélulas aos radicais livres derivados da ativagdo do
oxigénio, que tém potencial mutagénico e de destruicao celular, € uma consequéncia
inevitavel do processo aerobico.

Denomina-se radical livre qualquer ion, atomo ou molécula, com meia
vida muito curta, da ordem de 10 segundos, com capacidade de existéncia
independente e que apresenta um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital
de valéncia, o qual confere alta reatividade quimica pela tendéncia de procurar o seu
equilibrio tomando um elétron de uma molécula estabilizada, desestabilizando-a e
causando reacBes em cadeia. Sd0, dessa forma, elementos instaveis e atuam como
indutores ou como produtos de reacdes de 6xido-reducao, por cederem o elétron
solitario, oxidando-se ou reduzindo-se, quando recebem um elétron (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Os radicais livres podem ser gerados na membrana, no citoplasma ou no
nacleo das células de varios tecidos e as suas acfes dependem do local onde séo
produzidos. Os principais fatores responsaveis pela sua producéo sdo a respiracao
celular, os processos inflamatérios, a exposicdo a raios gama e ultravioleta,
medicacbes, entre outras (HALLIWELL, 1993; FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
EMERIT; BEAUMONT; TRIVIN, 2001; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Entre os principais radicais livres destacam-se aqueles denominados oxi-
radicais e que possuem 0 oxigénio em sua estrutura, como anion superoxido (O.-) e
o radical hidroxila (HO+), que é o mais reativo e tem agado extremamente potente,
podendo alterar ou danificar qualquer estrutura celular proxima ao local no qual foi
formado. Outros exemplos de radicais livres sdo a glutationa oxidada (GSe) com
estrutura centrada no enxofre e o o6xido nitrico (ONe) (HALLIWELL, 1993;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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Utiliza-se a expressdo Espécies Reativas derivadas de Oxigénio (EROS)
para abranger tanto os oxi-radicais quanto os elementos potencialmente danosos
gue ndo sao radicias livres, mas sdo moléculas difusiveis, de baixo peso, oriundas
de reducdes incompletas do O, molecular, como o peroxido de hidrogénio (H20,),
acido hipocloroso e ozénio (O3) (HALLIWELL, 1993; FERREIRA; MATSUBARA,
1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Os radicais livres podem ter acdo benéfica ou deletéria em varios
processos bioldgicos. Desempenham papéis fisioldégicos importantes como o
controle da pressdo sanguinea, crescimento celular e sinalizacdo intercelular,
apoptose, fagocitose de agentes patogénicos, fenbmeno em que essas espécies sdo
produzidas para eliminar o agente agressor (DARLEY — HUSMAR; HALLIWELL,
1996; EMERIT; BEAUMONT; TRIVIN, 2001; VASCONCELOS et al., 2007).
Destacam-se como efeitos deletérios lesées nos acidos graxos poli-insaturados das
camadas fosfolipidicas das membranas, lesées em varios aminoacidos (tirosina,
histidina, metionina, lisina e triptofano), cadeias carbénicas de carboidratos (ribose,
proteoglicanos e &cido hialurdnico), purina e pirimidina e consequente lesdo nas
membranas, proteinas, enzimas e DNA (MANTOVANI et al., 2002).

Os eritrocitos representam um bom modelo para exemplificar a acdo dos
radicais livres, em que os principais focos de agressédo sdo a membrana celular e a
molécula de hemoglobina que tem a necessidade de manter o ferro integrante do
grupo heme no estado ferroso, para que 0 mesmo possa exercer 0 transporte
reversivel de oxigénio. Qualquer modificacdo na estrutura quimica do grupo heme
pode promover o deslocamento de elétrons e formar radicais livres, notadamente o
radical superoxido, que inicia o processo de oxidacdo do eritrocito. Em condicbes
normais, a oxidacdo da hemoglobina a oxi-hemoglobina produz metahemoglobina e
radicais superéxido. Esses radicais sofrem dismutacdo pela SOD, interrompendo a
propagacdo e geracdo de novos radicais livres (HEBBEL, 1986; GALLEANO;
PUNTARULO, 1995).

1.1.11 O ferro na geragéo de radicais livres e estresse oxidativo
O ferro € um metal de transicdo, catalisador de reagéo e essencial para o

transporte de elétrons. Catalisa a formacdo de EROs, quando em excesso, pela

acado de radicais hidroxila resultantes da reacdo do peréxido de hidrogénio com
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moléculas de Fe?*, ocasionando lesdo de DNA e destruicdo celular (MELLO FILHO;
HOFFMANN; MENEGHINI, 1984). Dai a necessidade desse metal ser transportado
associado a proteina de transporte (transferrina) e de armazenamento (ferritina) para
reduzir a quantidade de ferro livre no interior das células e no meio extracelular.
Essas proteinas participam da defesa antioxidante, inativando radicais e reacoes
nocivas.

O radical superoxido tem a capacidade de mobilizar o ferro armazenado
na forma de ferritina, tornando-o disponivel para rea¢des envolvendo radicais livres.
O Fe™ transfere um elétron para o oxigénio molecular (O,), com produgdo do
superoxido (O,.), que € o precursor do peroxido de hidrogénio (H20,), ndo muito
toxico. Entretanto, ao reagir, gera um potente radical hidroxil (HO+), por meio da
reacdo de Fenton (SIQUEIRA; ALMEIDA; ARRUDA, 2008). O peréxido de
hidrogénio pode degradar proteinas que contém grupamentos heme liberando ferro
livre, que € iniciador da peroxidacdo dos lipidios da membrana, bem como agressor
para as proteinas das membranas, enzimas, carboidratos e DNA (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990; VASCONCELOS et al., 2007; GROTTO, 2008).

1.1.12 Estresse oxidativo e a sua relacdo com as doencas

Numerosos e complexos produtos derivam da peroxidacao lipidica. Eles
sao classificados em primarios (hidroperéxidos lipidicos) e secundarios, que derivam

da ruptura dos hidroperéxidos lipidicos.

e Espécies Reativas derivadas do Oxigénio (EROs)

Em condi¢cées normais a producdo das EROs ocorre em equilibrio com a
capacidade antioxidante e qualquer desequilibrio no balanco redox de sistemas
biolégicos pode causar o estresse oxidativo que resulta quando a formacdo de
EROs sobrepuja o sistema antioxidante, com dano consequente (HALLIWELL, 1993;
VASCONCELOS et al., 2007). A maioria das células tolera o estresse oxidativo de
baixa intensidade, que geralmente se acompanha da elevacdo da atividade do
sistema antioxidante. Entretanto, quando acentuado, resulta em alteragdes
significativas, com aumento do calcio intracelular, consumo de NAD e ATP, além da
peroxidacao lipidica (PL) (VASCONCELOS et al., 2007).
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A PL é o processo em cadeia no qual as ER agridem os 4cidos graxos
polinsaturados dos fosfolipideos das membranas celulares, desintegrando-as e
permitindo a entrada de espécies reativas nas estruturas intracelulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992; LIMA; ABDALLA, 2001;
VASCONCELOS et al., 2007). Além do radical hidroxila, que é a espécie iniciadora
mais importante da PL, o ferro desempenha papel determinante nesse processo,
sendo necessario, no meio, a presenca de Fe** e Fe?" em proporcdes iguais
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992; GOGVADZE; WALTER;
AMES, 2003; VASCONCELOS et al., 2007). Os efeitos da PL estdo relacionados as
alteracbes da membrana celular, resultando na diminuicdo da sua fluidez, em
alteracdes na permeabilidade, danos as proteinas da membrana, inativacdo de
receptores, enzimas e canais idnicos e consequentemente liberacdo de enzimas
hidroliticas e produgdo de malonaldeido, culminando com a morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992; VASCONCELOS et al.,
2007).

O malonaldeido (MDA) é uma molécula com alta reatividade e um produto
secundario da PL das membranas, derivado da ruptura de acidos graxos
polinsaturados, como o &cido linoléico e o &cido araquiddnico. Age nos fosfolipidios
e nas protéinas das membranas eritrocitarias através de ligacbes cruzadas
diminuindo a sobrevida dos eritrocitos, sendo considerado um bom indicador de
dano oxidativo no plasma sanguineo. Niveis elevados de MDA sao indicativos de
aumento de peroxidacdo lipidica, bem como isoprostanos, lipoperéxidos e outros
derivados da peroxidacdo lipidica das membranas celulares (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al.,
2007; CIMEN, 2008).

e Espécies Reativas derivadas do Nitrogénio (ERN)

O o6xido nitrico (NO) é rapidamente metabolizado a produtos estaveis,
nitrito e nitrato. Quando em presenca de O,., forma ONOQO™, que promove diferentes
efeitos biologicos a partir de trés reacdes: reagdo redox direta, reacdo com
CO, formando COg3. e hemolise de &cido peroxinitroso. O método de determinagéo
mais comumente utilizado € o de Griess que se baseia na reacdo de diazotacéao,
especifico para nitrito e que néo detecta nitrato. O tratamento da amostra com

agentes redutores ou enzimas gera o total de produtos de nitrito e nitrato, por
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deteccdo espectrofotométrica. Existem diversas limitacdes para a determinagdo de
nitrato e nitrito em sangue, destacando-se: sua meia vida curta no plasma, cerca de
1 h e 30 min, e excrecdo pela urina e valores plasmaticos dependentes da
integridade renal. Assim, o real valor de sua determinacdo ainda nado foi
estabelecido. A combinacdo de NO com outras EROs gera reagentes que
promovem a nitracdo das biomoléculas, incluindo residuos de tirosina e tocoferol
localizados nas membranas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et
al., 2007).

Ha evidéncias da importancia do estresse oxidativo nos processos de
envelhecimento, transformacdo e morte celular, com consequéncias diretas em
muitos processos patologicos, entre eles, sobrecarga de ferro hereditaria ou
adquirida, carcinogenese, diabetes, alcoolismo, sindrome demencial, disfuncbes
hormonais, doencas inflamatérias, doenca falciforme, talassemia, cardiopatias,
doencas do pulm&do decorrente da exposicdo ao tabagismo, enxofre e
guimioterapicos, radiacdo ionizante, retinopatias degenerativas e doencas cronico-
degenerativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
TRINDER et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2007).

e Defesas antioxidantes

Os organismos aerobios interrompem as reacfes em cadeia, reduzindo
os niveis de O3, sequestrando 0os metais de transi¢cdo e/ou impedindo sua conversao
a EROs por meio da acdo de enzimas antioxidantes, as quais removem e
detoxificam, assegurando a protecdo das moléculas biolégicas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; KOHEN; NISKA, 2002; VASCONCELOS et al.,, 2007). A
intensidade e patogenicidade deste desequilibrio vao depender das concentracdes
locais de espécies pro e antioxidantes e da velocidade de reacdo com as moléculas
(SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Todas as células do organismo estdo equipadas com eficiente sistema
antioxidante para prevenir ou reduzir as lesdes oxidativas causadas por radicais
livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
KOHEN; NISKA, 2002; VASCONCELOS et al., 2007). E importante destacar que a
composicdo das enzimas antioxidantes varia conforme o tipo de tecido e célula,
podendo exacerbar-se frente a processos oxidativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990).
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Esse sistema é classificado em enzimético e ndo enzimatico. O
enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPX). A SOD promove a
dismutacédo do radical superéxido (Oz¢), convertendo-o em peroxido de hidrogénio
(H20,) que tem reatividade limitada. A reducao do peréxido de hidrogénio para agua,
com consequente formagao do radical hidroxil altamente reativo, e a converséao
desse radical novamente em agua, sdo etapas mediadas pelas CAT e GPx, que
atua sobre peréxidos em geral, com utilizacdo de glutationa como co-fator. Além
disso, as enzimas antioxidantes também inibem a formacdo de radicais hidroxil
catalisados principalmente pelo ferro (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007) (Figura 7).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos em sua composicdo. O seu papel é acelerar a dismutacdo do radical
toxico superoxido produzido durante o processo oxidativo, o peréxido de hidrogénio
e oxigénio molecular. Atua removendo o radical superdxido, dismutando-o a H,0,
gue é menos reativo e pode ser metabolizado por outras enzimas, como a CAT e a
GPx (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007,
VASCONCELOS et al., 2007).

A CAT é uma hemoenzima que catalisa a dismutacdo H,O, para formar
H.O e O, Esta presente na maioria das células aerdbicas, encontrada nos eritrocitos
e em menor quantidade no plasma. E formada por quatro subunidades, cada uma
possui um grupo heme contendo ferro em seu sitio ativo. Os grupos heme estéo
orientados em direcédo a sitios ndo polares e conectados na superficie da enzima por
canais e cada subunidade esta unida a uma molécula de NADH (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al.,
2007). O H,0; ndo neutralizado interage com cétions de ferro ou cobre, originando o
radical livre hidroxila, causando oxidac&o da hemoglobina e estresse oxidativo.

A GPx integra o grupo das selenoproteinas que apresenta em seu sitio
ativo o selénio obtido da alimentagdo. Catalisa a reducdo do H,O, e peroxidos
organicos as custas da conversao da glutationa reduzida a sua forma oxidada
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997, HALLIWELL,; GUTTERIDGE, 2007,
VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema antioxidante ndo enzimatico € formado por muitas substancias,

com destaque para a glutationa reduzida (GSH), principal composto antioxidante
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intracelular, tocoferodis, ascorbato, acido urico e B-caroteno, além de proteinas de
transporte de metais de transicdo, como a transferrina e ceruloplasmina (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a glutationa estdo presentes,
predominantemente, no meio intracelular, dai a utilizagdo do eritrécito para sua
andlise. Por outro lado, o sistema antioxidante n&o enzimético localiza-se,
principalmente, no meio extracelular, sendo por isso analisado em soro e plasma. No
sangue outros importantes antioxidantes circulam, como &cido Urico, albumina,
vitaminas C, E e B-caroteno (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; MANTOVANI et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2007).

Figura 7 - Sistema antioxidante enzimatico
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1.1.13 Sobrecarga de ferro

A sobrecarga de ferro € uma complicacdo que se desenvolve em varias
doencas e pode resultar em lesdes organicas e aumento da mortalidade.
Dependendo do mecanismo envolvido na sua génese, pode ser classificada em
priméria, quando resulta de um defeito primario na regulacdo como a
hemocromatose hereditaria (HH), ou condicdo adquirida, como a hemossiderose
transfusional (HT) (OLIVIERI, 1999; MALCOVATI et al., 2007; MALCOVATI; NIMER,
2008) (Figura 8).

Figura 8 - Mecanismo de producdao, transporte e armazenamento do ferro.
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Fonte: Grotto, 2008

Um individuo com elevada necessidade transfusional chega a acumular
de 8 a 16 mg de ferro ao dia. Com a progressdo da sobrecarga de ferro, a
capacidade de ligacdo da transferrina é excedida, causando acumulo de ferro livre
no plasma. A auséncia de uma via fisiologica eficaz para excrecdo de quantidades
maiores de ferro é o principal fator que contribui para a situacdo de sobrecarga
(GROTTO, 2008; MAHESH; GINZBURG; VERMA, 2008; HARVEY, 2010).
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O excesso desse metal pode se distribuir predominantemente no
parénquima dos 6rgaos ou no sistema reticulo-endotelial, 0 que indica mecanismos
fisiopatoldgicos distintos de sobrecarga de ferro com implicacfes relevantes quanto
ao prognostico e tipo de disfuncdo organica ocasionada. Assim as lesdes organicas
por acumulo de ferro sdo mais frequentes e relevantes quando o ferro é
intraparenquimatoso, enquanto sG4o0 menos expressivas quando o ferro encontra-se
estocado no sistema reticulo-endotelial dos 6rgdos. A sobrecarga de ferro no
parénquima hepatico é um evento que geralmente decorre do aumento da absorcéao
intestinal de ferro, como observado na hemocromatose hereditaria e nas anemias
decorrentes da eritropoese ineficaz (ANDREWS, 1999).

No contexto de multiplas transfusdes, o acumulo de ferro na fase inicial do
processo ocorre nos macréfagos do sistema reticulo-endotelial, que degradam a
hemoglobina dos eritrocitos fagocitados, agrupando o ferro liberado em moléculas
de hemossiderina. O ferro proveniente dos eritrécitos transfundidos, além de
exceder a capacidade de saturacdo do plasma é redistribuido do sistema reticulo-
endotelial para os hepatdcitos e parénquima de outros 0Orgaos, provocando
disfuncéo e lesao organica (PIPERNO, 1998).

A dependéncia transfusional é frequente nas sindromes mielodisplasticas,
talassemia, doenca falciforme, anemia aplastica e leucemias agudas. As
complicacBes nos individuos poli-transfundidos e ndo tratados com quelantes sdo as
disfuncbes cardiacas, hepaticas e enddcrinas (MALCOVATI, 2007; MAHESH,;
GINZBURG; VERMA, 2008; SHANDER; CAPPELLINI; GOODNOUGH, 2009;
HARVEY, 2010; LIST, 2010).

As principais complicacfes cardiacas sédo a hipertrofia e a dilatacdo do
muasculo cardiaco, além da degeneracdo das fibras do miocardio. No figado, o
excesso de ferro causa a formacgédo de colageno e fibrose portal induzindo o quadro
de cirrose nos casos mais graves. A disfuncdo enddécrina pode resultar no
desenvolvimento de diabetes mellitus, além de manifestacbes decorrentes de
depdsitos na hipdéfise anterior, na tiredide, paratiredide e nas glandulas adrenais
(KUSHNER; PORTER; OLIVIERI, 2001).
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1.1.14 Sobrecarga de ferro e estresse oxidativo em SMD

A sobrecarga de ferro na SMD é decorrente da eritropoese ineficaz, que
pode levar a liberacdo de substancias como o GDF 15 (growth differentiation factor
15), que reduz a producdo de hepcidina e aumenta significativamente a absorcéao
intestinal de ferro e € agravada por multiplas transfusdes (YUATAKA et al., 2008;
YOO et al., 2009, GHOTI et al., 2011; SAIGO et al., 2011; GATTERMANN, 2012). O
excesso de ferro é toxico e causa dano oxidativo, que vem sendo implicado na
patogénese prognostico da SMD, juntamente com citocinas inflamatérias, como o
TNFa (SAIGO et al., 2011).

Malcovati et al. (2005), em estudo retrospectivo, observaram que a
principal causa de 6bito ndo relacionada a leucemia em pacientes com SMD foi
insuficiéncia cardiaca (50%), seguida de infeccao (31%) e cirrose hepética (8%), o
que pode ter sido consequéncia da sobrecarga de ferro e sua toxicidade nesses
orgaos.

Saigo et al. (2011, 2013) observaram uma correlagdo positiva entre os
niveis de ferritina e de espécies reativas derivadas de oxigénio em pacientes com
SMD, o que sugere que a sobrecarga de ferro eleva a producdo de ERO,
ocasionando estresse oxidativo. Uma associacdo de anormalidades no cariétipo e
desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, como decréscimo da glutationa
reduzida, também tem sido relatada (GHOTI et al., 2007; KIKUCHI et al., 2012).

A deteccéo direta das EROs por meio de testes laboratoriais € dificil, uma
vez que estas se encontram em concentragdes muito reduzidas e apresentam
velocidade de reacdo extremamente rapida. Os métodos mais utilizados para
avaliacdo do estresse oxidativo sdo os espectrofotométricos e cromatométricos.
Também € possivel aferir os subprodutos das ERO com auxilio da ressonancia
paramagnética de elétrons, todavia o custo limita o uso rotineiro dessa técnica
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O diagnéstico e o tratamento da sobrecarga de ferro sdo ferramentas
importantes para manejo clinico da SMD. A quantidade de ferro no organismo pode
ser determinada por testes bioquimicos, exames de imagem, biopsia, RM (T2%),
SQUID. Os testes mais utilizados consistem do ferro sérico, saturacdo da
transferrina e ferritina sérica (SHANDER; CAPPELLINI; GOODNOUGH, 2009).
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1.1.15 Hemocromatose hereditaria/ gene HFE

A HH é uma desordem autossbmica recessiva, caracterizada por
sobrecarga de ferro sistémica devido a absorcao inadequada e acumulo progressivo,
trazendo como consequéncias, danos estruturais e funcionais ao coracéo, figado e
pancreas. Pode ser decorrente de defeito genético primério no processo de
homeostase do ferro, que pode comprometer o gene HFE, Hemojuvelina (HJV),
Hepcidina (HAMP), o gene do Receptor de Transferrina 2 (TFR2) e o gene da
Ferroportina (SLC40A1) (SANTOS et al., 2008).

O gene HFE possui aproximadamente 10 Kb, estd localizado no
cromossomo 6 (6p21,3) e estd associado com a molécula HLA-A do complexo
principal de histocompatibilidade de classe 1 (FEDER et al., 1996; RHODES;
TROWSDALE, 1999;). Véarias mutacGes foram descritas. No entanto, as trés mais
pesquisadas sdo: C282Y, H63D e S65C (OLIVEIRA et al., 2006).

A proteina HFE é expressa nos enterdcitos e hepatécitos e sua fungao
fisioloégica esta associada ao controle de ferro no organismo, embora ndo esteja
completamente elucidada. Duas hip6teses foram sugeridas: 1- a proteina normal
produzida pelo gene HFE, quando associada a [2-microglobulina, se liga com
receptor de transferrina 1 (TFR1) na membrana basolateral dos enterdcitos,
reduzindo a afinidade desse receptor a transferrina, regulando os niveis de ferro no
organismo pela diminui¢cdo da afinidade do receptor transferrina pelo ferro (FEDER
et al., 1998). 2- a proteina HFE regula a expressédo da hepcidina (NICOLAS et al.,
2003).

Tém sido descritas, com maior frequéncia, duas mutagdes no gene HFE:
1- uma transicdo G - A na posicdo 845 do gene, que resulta na troca do aminoacido
282 da cadeia polipeptidica (845 G - A; C282Y), que determina a substituicdo de
uma cisteina (C) por uma tirosina (Y), incapacitando a interacdo entre o HFE,
transferrina e B2-microglobulina (CIMBUROVA et al., 2005), diminuindo a densidade
da proteina HFE na membrana celular e, dessa forma, impossibilitando a célula de
controlar a entrada de ferro no seu interior, 0 que resulta em maior absor¢cdo do
metal no organismo (WAHEED et al., 1997). 2- uma transicdo na C - G na posicao
187 do gene, resultando em uma substituicdo de histinina por &cido aspéartico (187 C
- G; H63D) (ANDERSON; POWEL, 2002). A mutagcdo H63D n&o impede a

associacao da proteina com a 2- microglobulina e nem sua expressao na superficie
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celular, entretanto, esta dificulta a interagdo do receptor transferritina com o ferro,
sendo associada a forma leve de HH (FEDER et al., 1996).

A presenca da mutacéo indica a existéncia de alteracdo genética e maior
predisposicao ao desenvolvimento do fendétipo da doenca, mas nao € suficiente para
o diagndstico da HH, fato que reforca a hiptese de penetrancia incompleta desse
gene e expressao fenotipica da doenca baixa, tornando dificil prever quem
desenvolvera ou nédo a clinica (BEUTLER; HOFFBRAND; COOK, 2003).

A mutacdo no gene HFE € influenciada por variaveis étnicas
(MARTINELLI et al.,, 2005) e os individuos apresentam fenotipo diverso, sendo
observado sobrecarga de ferro somente em alguns homozigotos (BITTENCOURT et
al., 2002; BONINI-DOMINGOS, 2007). Estima-se que em torno de 85% dos casos
de HH estdo associados a mutacdo C282Y em homozigose, enquanto que menos
de 6% sédo heterozigotos para C282Y e H63D (FEDER et al., 1996; BACON, 2001;
BEUTLER; HOFFBRAND; COOK, 2003; BEUTLER, 2006; FERREIRA et al., 2008).
Na presenca dos demais gendtipos os individuos sdo considerados portadores de
HH, desde que seja constatada a presenca de sobrecarga de ferro.

A HH apresenta longo periodo de latencia e esta dividida em 3 fases: de 0
a 20 anos de idade, em que ndo ha acumulacéo detectavel de ferro; entre 20 e 40
anos, em que ha uma sobrecarga de ferro, no entanto, sem dano fisiol6gico, e acima
de 40 anos, quando ha uma sobrecarga de ferro e danos aos 6rgaos, inicialmente
com fibrose e/ou cirrose hepatica (FEDER et al., 1996, 1998).

As manifestacdes clinicas geralmente ocorrem entre 40 e 60 anos de
idade, predominantemente no sexo masculino (2-3 vezes mais comum do que em
mulheres). Nas mulheres, devido a perda de sangue menstrual e gestacdo que
funciona como controle fisioldgico, os depdsitos de ferro no corpo apresentam-se
diminuidos (MARTINELLE et al., 2005; SCOLET et al., 2005; FERREIRA et al.,
2008).

E consenso que a mutacdo do gene HFE é mais frequente em
populacées originarias do norte da Europa, afetando aproximadamente 1 em cada
300 individuos caucasoides (PIETRANGELO, 2006), no entanto, ha discrepancias
entre as popula¢gbes mundiais. Desde 1996 varios estudos tém sido realizados para
avaliar as frequéncias das mutacfes C282Y e H63D em diferentes populacbes e
fornecer informacdes sobre sua distribuicdo (FEDER et al., 1996). O genotipo

homozigoto mutado C282Y, responsavel pela forma classica da doenca, ocorre de
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1,3% a 9,9% em populagBes européias e € extremamente raro (inferior a 1%) em
populacbes ndo-caucasianas na Africa, Asia e América Central (SASSI et al., 2004).
Na populacédo brasileira estima-se que a frequéncia alélica da mutacdo C282Y varia
de 0,5 a 1,4%, de acordo com 0 grupo étnico, sendo muito baixa em negros e indios
(AGOSTINHO et al., 1999; FERREIRA et al., 2008).

A frequéncia do alelo H63D varia de 11% a 14% em populacdes do norte
da Europa, 12% a 20% em populacdes do sul da Europa, 0% a 1,9% em populacdes
africanas e 0% a 2,8% em popula¢fes asiaticas (SASSI et al., 2004).

A prevaléncia das duas mutacdes em pacientes brasileiros ainda é pouco
conhecida (BITTENCOURT et al., 2002). Agostinho et al. (1999) pesquisando as
frequéncias do C282Y e H63D no sudeste, nordeste e norte do Brasil, encontraram
uma frequéncia alélica para as mutacbes C282Y e H63D de 1,4% e 16,3% em
caucasianos, 1,1% e 7,5% em afro-descendentes e 1,1% e 9,8% em mestigos e 0%
em ameringios nativos da Amazonia, respectivamente.

Individuos com a mutagdo H63D (H63D/H63D) em homozigose e aqueles
gue sdo heterozigotos compostos (C282Y/H63D) tém uma baixa taxa de expressao
fenotipica e sdo responsaveis por cerca de 5% e 15% dos casos de HH,
respectivamente. O gendtipo C282Y/H63D (heterozigoto composto) ocorre em 2%
dos brancos nao-hispanicos, 0,33% dos hispanicos, 0,071% dos negros e em
0,0055% dos asiaticos (ADAMS et al, 2005). Uma minoria que apresenta
heterozigose para C282Y e H63D (1 a 2% em média) desenvolve sintomas clinicos
da HH (PIETRANGELO, 2004).

A mutacdo S65C consiste na troca de serina por cisteina na posi¢cao 65
da proteina HFE. Embora pareca ndo representar risco maior para o
desenvolvimento de sobrecarga de ferro, mesmo em homozigose, a frequéncia
relatada do alelo 65C é de 0,6% e 1,0% em doadores de sangue brasileiros
(SANTOS et al., 2008). Para a mutacdo S65C a frequéncia apresentada foi de 1,3%
(MARTINELLI et al., 2005; CANCADO et al., 2006).

O diagnéstico é dependente de expressao fenotipica, mas isso pode ser
modificado por fatores ndo-genéticos, como idade, composicdo da dieta, doacéo de
sangue, menstruacdo, gravidez, perda patologica de sangue e coexisténcia de

outras doencas que afetam o metabolismo do ferro.
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No Brasil, relatos sobre a frequéncia da mutacdo do gene HFE em
pacientes portadores de SMD e sua possivel relagcdo com as manifestacdes clinicas
e sobrecarga de ferro séo raros.

Investigacado do perfil da expressdo dos genotipos C282Y, H63D e S65C
em individuos com valores persistentemente elevados de ferritina, saturacdo da
transferrina e aumento do ferro tecidual esta indicada (PIETRANGELO, 2004, 2006).
E razoavel supor que pacientes com mutagdo no gene HFE sejam mais vulneraveis

a SF transfusional.

1.1.16 TNF a e estresse oxidativo

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) € uma citocina pro-inflamatdria
multifuncional e um potente inibitor da hematopoese. Juntamente com outras
citocinas estdo envolvidos na patogénese da leucemia mieldide aguda e da SMD,
embora seu impacto no progndéstico ainda seja controverso. Uma regulacéo
aberrante e niveis elevados sdo observados na SMD, sinalizando para o
envolvimento do microambiente na fisiopatologia e progressédo da doenca. Contribui
para o quadro de apoptose excessiva que resulta no aumento da hematopoese
ineficaz observado, em especial, nos pacientes de mais baixo risco e nas citopenias
periféricas (SHETTY et al., 2000).

O aumento da angiogénese, fator importante e necessario para a
progressdo da doenca é, também, induzido pelos niveis elevados dessa citocina. O
TNFa ativa ainda o fator nuclear kappa B (NF-kB), contribuindo para vantagem
proliferativa e progressao da doenga. Além de indutor de apoptose, o TNFa estimula
a geracdo de moléculas genotoéxicas, NO e EROs, que podem causar danos no DNA
e resultar em novas mutacdes (HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003).

E possivel que niveis aumentados de TNFa contribuam, junto & SF, para
a geracdo de espécies reativas derivadas de oxigénio, potencializando o ambiente
de toxicidade medular resultante do estresse oxidativo.

Tendo em vista que estudos que investiguem a sobrecarga de ferro
decorrente da dependéncia transfusional, estresse oxidativo, mutagéo do gene HFE,
e o perfil do TNFa em pacientes com SMD sao escassos, pesquisas que avaliem e
correlacionem esses parametros podem contribuir para o entendimento dessa

patologia, assim como gerar novos alvos terapéuticos e parametros prognésticos
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para essa doenca clonal priméaria da medula 6ssea mais comum do mundo ocidental

em individuos com idade superior a 60 anos.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS
2.1Geral

Avaliar a relacdo entre o status do ferro e os parametros do dano
oxidativo, frequéncia das mutacdes do gene HFE (c.282C>Y, c.63H>D e c.65S>C) e
fator de necrose tumoral (TNF-a) em portadores de SMD com e sem sobrecarga de
ferro transfusional, acompanhados no Servico de Hematologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC-UFC).

2.2Especificos

e Avaliar as caracteristicas demograficas, de apresentacdo ao
diagnéstico e de prognadstico de pacientes portadores de SMD;

e Analisar os niveis de ferritina, ferro sérico, capacidade total de ligacdo
do ferro e indice de saturacdo da transferrina para diagnostico da sobrecarga de
ferro;

e Mensurar o perfil bioquimico através da dosagem de alanina
aminotransferase (AST), aspartato aminotransferase (ALT), creatinina, uréia, acido
arico e lactato desidrogenase (LDH);

e Determinar a peroxidacdao lipidica por meio da avaliacdo dos niveis de
malonaldeido (MDA) e de nitrito (NO?);

e Verificar a atividade das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase
(SOD); catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX);

¢ Identificar a frequéncia do polimorfismo C282Y, H63D e S65C do gene
HFE e associar com sobrecarga do ferro e dano oxidativo;

e Dosar fator de necrose tumoral (TNFa) e correlacionar com sobrecarga
de ferro;

e Correlacionar a sobrecarga de ferro com os achados do dano oxidativo
(MDA e NO?%); atividade antioxidante (CAT, GPx, SOD) e com o fator de necrose
tumoral (TNF-a).
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1Casuistica e aspectos éticos

3.1.1 Desenho do estudo

O estudo é transversal, prospectivo, analitico, observacional, experimental e
de campo com o proposito de investigar laboratorialmente portadores de SMD
acompanhados no servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
— UFC, no periodo de maio de 2010 a setembro de 2011. Para pacientes com
suspeita de SMD, na auséncia de excesso de blastos, um protocolo de exclusdo de
causas nao clonais de mielodisplasia €é rotineiramente utilizado no Servi¢o durante a

investigacao inicial (Quadro 1).

Quadro 1 - Protocolo de exclusao de causas nao clonais que cursam com citopenias

e/ou dispoeses.

Deficiéncias nutricionais: vitamina B12 e &cido folico

Exposicao recente a agentes toxicos: metais pesados, benzeno e derivados do petréleo.
Etilismo.

Exposicao recente a drogas citotoxicas e fatores de crescimento.

Disfuncdes enddcrinas.

Disfuncdes metabdlicas: doenca hepética cronica e insuficiéncia renal

Doencas inflamatérias cronicas.

Doengas auto imunes.

Infeccdes: sindrome da imunodeficiéncia adquirida, hepatites, citomegalovirus,

toxoplasmose, calazar

Fonte: adaptado de MAGALHAES; LORAND-METZE, 2004.

3.1.2 Critérios de inclusdo dos casos

Durante o periodo do estudo, pacientes adultos, de ambos o0s sexos, com
idade igual ou superior a dezoito anos, acompanhados com diagndstico laboratorial

confirmado de SMD, segundo os critérios da OMS foram estudados. Todos o0s
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pacientes foram informados sobre os objetivos e metodologias da pesquisa e
convidados a participar do estudo de acordo com o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE — APENDICE A). Os pacientes foram estratificados de acordo

com 0s critérios abaixo:

Sobrecarga de ferro (SF): duas dosagens sequenciais de ferritina 21000ng/mL.

Anemia: valores de Hb < 10g/dL, independente do sexo;

Anemia dependente de transfusdo: para o sexo masculino, Hb < 9g/dL, e para o
sexo feminino, Hb < 8g/dL (MALCOVATI et al., 2011)

IPSS: favoravel (baixo risco e intermediario |) e desfavoravel (intermediério Il e alto
risco) (GREENBERG et al., 1997);

3.1.3 Critérios de exclusao e descontinuidade para 0s casos

Foram excluidos do estudo, 23 individuos por diversas causas detectadas
através de questionério, entre elas: uso de hemocomponentes em um periodo <8
dias, pacientes com clinica ou diagnostico de infeccdo, etilistas, tabagistas,
portadores de insuficiéncia renal crbnica, hepatopatias, doencas autoimunes e
aqueles que se recusaram a participar do estudo. Foi utilizada como critério de
descontinuidade a perda de seguimento.

3.1.4 Critérios de incluséo e exclusédo para os controles

Para compor o grupo controle, 98 idosos, provenientes de clinicas de
repouso (Casa de Nazaré e Lar Sao Francisco), sem infeccdo aparente no momento
da coleta, nédo etilistas, ndo fumantes e que concordaram em participar da pesquisa
de acordo com o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE - APENDICE B)
tiveram seus dados pessoais e amostras coletadas. Desses, 87 idosos constituiram
0 grupo controle, com exames hematoldgicos e bioquimicos dentro dos valores de

referéncia normais. Apds andlise dos exames, 11 idosos foram excluidos do estudo
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por apresentarem anemia ou achados laboratoriais sugestivos de processo
infeccioso.
Os casos e controles foram assim distribuidos:
GRUPO 1: controles
GRUPO 2: portadores de SMD sem SF
GRUPO 3: portadores de SMD com SF

3.1.5 Aspectos éticos e legais

Os aspectos éticos e legais da presente pesquisa seguiram a Resolucao
1996/96 e 466/2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude, sendo
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUWC/UFC, com registro
000150/20009.

Todos os experimentos realizados seguiram as normas de biosseguranga
de acordo com a Lei n° 11.105 de marco de 2005, regulamentada pelo decreto n°
5.591 de 22 de novembro. O descarte do material biolégico foi realizado segundo a
resolugdo da diretoria colegiada — RDC 306 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, de 7 de dezembro de 2004.

3.2 Dados clinicos e coleta de amostras bioldgicas

Os dados clinicos e séciodemogréficos foram obtidos através da analise
dos prontuarios (APENDICE C). Todos os participantes receberam um cédigo para
garantir o sigilo de sua identidade.

Para extracdo do DNA, dosagens hematolégicas e das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) foram colhidos 5mL de sangue venoso com
anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetraacético) e para dosagem do
malonaldeido (MDA) e nitrito foram coletados 5 mL de sangue com anticoagulante
heparina. Para avaliagdo da sobrecarga de ferro, dos parametros bioquimicos e
dosagem do TNF-a utilizaram-se 5 mL de sangue coletado em tubo com gel

separador.
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3.3 Preparacao de amostras e testes realizados

O sangue coletado com anticoagulante heparina e gel separador foi
centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos para obtencdo do plasma e soro,
respectivamente. Aliquotas do sobrenadante, com volumes iguais foram
armazenadas em tubos previamente identificados. Todas as amostras foram
mantidas em freezer a -80°C até a andlise.

Para extracdo do DNA gendmico do sangue periférico, primeiramente
realizou-se a analise hematolégica da amostra colhida com EDTA. Logo em seguida,
retirou-se uma aliquota de 300uL do sangue total para extracdo do DNA e posterior
analise das mutacdes do gene HFE, a partir dos leucocitos periféricos (protocolo
BIOPUR). ApOs essa etapa, o0 restante do sangue colhido com EDTA foi
centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos, seguido de remog¢ao completa do plasma.
O concentrado de hemacias passou por trés lavagens sucessivas com solucdo
salina (NaCl 0,9%), seguidas de centrifugacdes a 3.500 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, efetuou-se a lise desse concentrado de eritrocitos pela adicdo de
volumes iguais de &gua destilada (agua de injecao 1:1), homogeneizando-se por
agitacdo. Para conservacdo das aliquotas utilizaram-se 10 pL do inibidor irreversivel
de proteases serinas (tripsina, quimiotripsina, cisteina e trombina), fluoreto
fenilmetilsulfonil (PMSF- BIOSYSTEMS/AMRESCO®). Essas amostras foram

armazenadas em freezer - 80°C até a andlise.

3.3.1 Determinacao do perfil hematolégico

O hemograma foi realizado utilizando-se método automatizado, no
aparelho Cell Dyn Ruby® (Abbott® Laboratory), calibrado regularmente com controle
interno e externo. A andlise da morfologia foi realizada em extensdo sanguinea,
corada por método Panético Rapido LB/ Laborclin, que se baseia no principio de

coloracéo estabelecida por Romanowsky, atuando em 15 segundos.
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3.3.2 Determinacdo da sobrecarga do ferro, avaliacdo bioquimica e do fator de
necrose tumoral a (TNFa)

Para diagnostico da SF foram utilizados o ferro sérico, capacidade total de
ligacdo do ferro (CTLF), indice de saturacdo da transferrina (IST) e a ferritina sérica.
Esses parametros foram avaliados por ensaio colorimétrico em automacao Olympus
AU 400e e foram considerados os seguintes valores de referéncia: ferro sérico: 50 -
212 pg/dL, CTLF: 200 - 412 mg/dL. O indice de saturacdo da transferrina (IST) foi
determinado através da equacao: ferro sérico/CTLF x 100 e considerou-se como
referéncia 20-45% (CANCADO et al., 2007).

A ferritina foi mensurada pelo método de enzimaimunoensaio de
microparticulas, de acordo com o fabricante Abbott®/Laboratory. Foram
considerados como valores normais para o sexo feminino: 6,9 a 233 ng/mL e 18,7 a
323 ng/mL para o sexo masculino.

Os parametros alanina aminotransferase (referéncia: 7-52U/L) e aspartato
aminotransferase (referéncia: 13-39 U/L), uréia (referéncia: 15-55 mg/dL), creatinina
(referéncia: 0,6-1,3 mg/dL), acido duarico (referéncia: 2,5-7,0 mg/dL) e lactato
desidrogenase (LDH, referéncia: 220 a 450 mg/dL) foram avaliados por ensaio
enzimatico, metodologia Olympus AU 400e.

A concentracdo sérica do Fator de Necrose Tumoral a (TNF a) foi
mensurada por enzimaimunoensaio de acordo com as instrucbes do fabricante
(Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go® (Ref: 88-7346 -22 / eBIOSCIENSE An
Affymetrix Company). A curva de calibracdo foi realizada ap6s diluicdes de padrdes
(4-500 pg/mL).

3.3.3 Determinacao das espécies reativas

A deteccéo direta das EROs por meio de testes laboratoriais € dificil, uma
vez que apresentam velocidade de reacdo extremamente rpida e encontram-se em
concentracbes reduzidas (FLOYD, 1990). Aferir os subprodutos das EROs é
possivel com o auxilio de ressonancia paramagneética de elétrons; todavia, o custo e
outras limitacdes dificultam o uso rotineiro dessa técnica. Desse modo, os métodos
mais utilizados na avaliagdo laboratorial do estresse oxidativo s&o o0s

espectrofotométricos e cromatométricos, que determinam a concentracdo de MDA e
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nitrito (avaliagdo da peroxidacgéo lipidica de membranas) e a atividade das enzimas
SOD, CAT e GPx (defesas antioxidantes).

Peroxidacdo lipidica

Determinacdo do nitrito

A concentragdo de nitrito foi determinada segundo o método de Green et
al. (1981), que se baseia em revelar a presenca de nitrito na amostra por uma
reacdo de diazotizacdo que forma um cromoéforo de cor résea, com pico de
absorbancia de 560 nm, apds 10 minutos de incubacéo. Para esta experiéncia, 100
uL do plasma foram adicionados a 100 uL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%/
cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina 0,1% / H3PO4 em 1% de agua destilada) e
incubados a temperatura ambiente por 10 min. A curva padréo foi elaborada com
varias concentracdes de NaNO, (variando de 0,75 a 100 uM), sob as mesmas
condi¢cbes (DRAPER; HADLEY, 1990).

Determinacdo do MDA

O método empregado baseou-se na reacdo com acido tiobarbiturico
(TBARS) que consiste na medida de um cromdégeno réseo formado pela reacdo do
MDA com duas moléculas de TBARS, em meio acido e em alta temperatura (80-
100°C), formando o complexo MDA:TBARS (1:2), C11HgN4S,04H,O(PM=342,35),
gue tem absor¢cdo maxima no espectro visivel de 532nm (JANERO, 1990; BENZIE,
1996).

Em tubos de ensaio, 125uL do plasma foram incubados em banho-maria
a 37 °C por 1 hora. Logo em seguida, adicionaram-se 200 uL de acido perclorico a
35% para precipitar as proteinas. A mistura foi centrifugada a 1400 g por 20 minutos.
Em tubos de ensaio de vidro adicionaram-se 300 uL do sobrenadante, 100 uL da
solucdo de tiobarbiturato de sédio a 0,6%, agitando-se vigorosamente. Essa mistura
foi levada ao banho-maria a 95°C por 30 minutos e posteriormente centrifugada a
1400 g por 10 minutos. Logo apés 100 uL do sobrenadante foram adicionados aos
pocos da placa de ELISA para leitura em absorbancia de 530 nm (DRAPER;
HADLEY, 1990).
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Para se calcular a concentracdo de TBARS, usou-se uma curva padrao
com concentragbes conhecidas (0,005; 0,098; 0,195; 0,390; 0,780; 1,560; 3,125;
6,250; 12,500; 25,000; 50,000). O valor de referéncia utilizado foi de 1-3 uM
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Antioxidantes

Determinacado da superoxido dismutase (SOD)

A medida da atividade da SOD nos eritrocitos foi determinada utilizando o
protocolo do Kit Ransod (RANDOX®, Antrim, Inglaterra) que se baseia em adicionar
xantina e xantina oxidase (XOD) na amostra estudada, como fonte de O, para gerar
radicais superoxido, os quais reagem com substrato adicionado, o clorido de 2-(4-
iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T) para formar um composto vermelho
de formazan. O O,. transfere um elétron ao I.N.T e produz formazina.

Principio da reacdo: Xantina XOR éacido drico + Oz
[.N.T_Qgy corante formazan ou O, + O, +2H+ SQD O, +H,0,

A atividade da SOD presente na amostra corresponde a intensidade de
inibicdo da reacdo descrita acima, detectada a 37°C, por espectrofotometria a
505nm, a partir da alteragdo da absorbancia antes e ao final da reacdo. A
absorbancia inicial foi obtida apdés 30 segundos do branco, do padrdo e das
amostras, sendo o crondbmetro acionado e realizada a leitura da absorbancia final
apos 3 minutos.

Formula: AA/min de padrdo ou amostra= A, —A;/3

Os resultados foram inseridos em uma curva e a percentagem de inibicao
para cada amostra contra o logl0 foi obtida (SOD/ml). Para conversao desses
resultados em unidades SOD/gHDb, utilizou-se a seguinte formula:

SOD unid/ghemoglobina = SOD unid./mL

gHb/mL
Dessa maneira, os valores de SOD foram também corrigidos para o valor

da hemoglobina e expressos em unidades por grama de hemoglobina (VR: 1102-
1601 U/gHb).

Determinacdo da catalase (CAT)

Os ensaios para dosagem da atividade da enzima catalase (CAT) nas

hemacias foram conduzidos por método espectrofotométrico em que se monitorou a
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decomposicdo do H,O, e geracdo do oxigénio em absorbancia de 240nm
(TAKAHASHI, 2008), segundo reacéo:
H20> +»> H,O + 1/2 O,

A técnica foi executada como descrita abaixo:

Passo 1- Em 90 mL da solugdo H,O, 10Mm, preparado no dia da andlise,
adicionaram-se 5mL de tampao TRIS/HCI-EDTA 1M (6,055g TRIS em 50mL de HCI
1M e 0,07305g de EDTA e 50mL de agua destilada) a 4 mL de agua mili-Q
(SOLUCAO 1). O tampéo foi ajustado para pH 8,0.

Passo 2- Do hemolisado previamente guardado, descongelaram-se 10 pL
e diluiram-se em 990 pL do tampéo TRIS/HCI-EDTA preparado previamente
(SOLUCAO 2).

Passo 3- Em 990 pL da solugdo 1 foram adicionados 10 pL do
hemolisado diluido (solugéo 2).

Passo 4- As dosagens das absorbancias foram realizadas a cada minuto,
por dois minutos.

Os valores obtidos em delta/min foram corrigidos por um fator de correcéo
do decaimento da atividade da catalase por diluicdo do hemolisado, divididos pela
absortividade molar de H,0, (g 0,0394Lmmol™ 1mm™) (AEBI, 1984). Para o célculo
da catalase por unidade de grama de hemoglobina (U/gHb) foi utilizada a média das
absorbancias, o volume da amostra (10uL), o coeficiente de extingdo do peréxido de
hidrogénio (H,O, — 0.071) e a concentracdo da hemoglobina. Uma unidade de
catalase corresponde a atividade de enzima necessaria para o consumo de 1 pmol
de H,O, em 1 minuto. Os valores de catalase foram expressos em U/gHb (VR:
16500 — 26500 U/gHb) (ARMSTRONG, 1998; VASCONCELOS et al., 2007).

Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) nos eritrécitos foi determinada
de acordo com Paglia e Valentine (1967) observando o decaimento do NADPH
durante a oxidagdo de NADPH a NADP™ (nicotinamida adenina dinucleotideo) a
340nm (TAKAHASHI, 2008).

Utilizou-se o kit Ransel Glutathione Peroxidase (RANDOX®, Antrim,
Inglaterra) que usa o método UV, de determinacdo indireta, em que a glutatina
peroxidase (GPx) catalisa a oxidacdo da glutationa (GSH) pelo hidroperdxido de

cumeno. Na presenca da glutationa redutase (GR) e NADPH (nicotinamida adenina
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dinucleotideo fosfato) a glutationa oxidase (GSSG) é imediatamente convertida na
forma reduzida com uma oxidacdo concomitante da NADPH a NADP+. A diminuigdo
na absorbéancia é determinada a 340nm.

Portanto, a analise de GPx foi realizada usando-se GSH, GR, NADPH e
um peroxido para dar inicio a reagdo, sendo monitorada, observando-se quando o
NADPH foi convertido a NADP. Os resultados foram expressos em U/gHb (VR: 27,5
— 73,6 U/gHb e 4171 — 10881UIL).
Principio da Reacdao:
2GSH + ROOH &7, ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H" &8, NADP" + 2GSH
Legenda: GPX: glutationa peroxidase; GSH: glutationa; ROOH: hidroperéxido de cumeno; ROH:

hidréxido de cumeno; GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa redutase.

3.3.4 Analise da citogenética classica

A citogenética classica por banda G foi realizada no Laboratério de
Citogendmica do Cancer (Universidade Federal do Ceara - UFC), segundo descrito
por Chauffaille et al. (1996). A medula 6ssea, colhida em heparina foi dividida em
dois frascos contendo 7 mL do meio RPMI (pH 7,0) e 3 mL de soro bovino fetal. Este
material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°C. Uma hora antes do término da
cultura foram adicionados 50 pL de colchicina (Colcemid®), por 30 minutos. Em
seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em solucdo hipoténica de KCI
0,075 M e lavado com solucédo fixadora (solucdo de &cido acético e metanol,
proporcao 3:1), por 4 vezes. Para analise, as laminas foram confeccionadas através
de gotejamento do material e aquecimento por 3 minutos em microondas em
poténcia alta. O bandamento foi realizado pela técnica de tripsina-Giemsa (GTG) e
corado com kit panoético. Foram analisadas pelo menos 20 mitoses e 0s
cromossomos foram classificados de acordo com o Sistema Internacional de
Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN) (SHAFFER; TOMMERUP, 2005). As
metafases foram capturadas e analisadas em sistema computadorizado (CHROMU)

com software para cariotipagem. O procedimento encontra-se descrito no Anexo B.
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3.3.5 Anélise molecular

Extracao

O isolamento do DNA dos leucécitos foi realizado de duas maneiras:
Em controles: o DNA dos leucdcitos foi isolado a partir do sangue venoso total
(Biometrix Diagndstica/Biopur), através do método de extracdo de DNA em coluna
Biopur® de acordo com o protocolo do fabricante.
Em pacientes: o DNA de células da medula 6ssea foi isolado com fenol/cloroférmio,
seguido de precipitacdo com etanol. Para cada 10° células armazenadas em 1mL de
trizol reagente® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foram adicionados 200uL de
cloroférmio para desproteinizacédo e posterior centrifugacédo a 11.000 rpm por 15" a
2°C. O RNA presente na fase aquosa foi transferido para um microtubo estéril de
1,5mL. Logo apds, o DNA foi precipitado com 300uL de etanol absoluto/trizol
reagente® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e misturado por inversdo por 3 minutos.
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente
e sedimentadas por centrifugacdo por 2000 rpm por 5 minutos a 4°C. Apés a
remocdo do sobrenadante (proteinas), o pellet de DNA foi lavado com 1mL de
solucdo 0,1 M de citrato de sédio em etanol 10%. Logo apds o pellet de DNA foi
incubado com a solugéo de lavagem por 30 minutos em temperatura ambiente, com
inversdo periddica e posterior centrifugacdo em 2000 rpm, por 5 minutos a 4°C.
Apds a lavagem, o pellet de DNA foi ressuspendido em 2mL de etanol 75%,
armazenado em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugado
em 2000 rpm por 5 minutos a 4°C. O pellet de DNA ficou em tubo aberto por 15
minutos para secar. Em seguida, ressuspendeu-se em 350uL de NaOH (8mM — pH:
8,4), sendo armazenado a -20°C para os experimentos de genotipagem.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas para afericdo de pureza,
concentracdo e contaminacdo das amostras nos comprimentos de ondas de 220,
260 e 280nm. A integridade da amostra foi aferida por eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com gelred (10u/uL) e visualizado em transluminador
(Mastercycler - pro vapo protect technology (Eppendorf, Hamburg, Germany).

O DNA extraido do pool celular e considerado adequado foi caracterizado
guanto ao polimorfismo do gene HFE (C282Y, H63D e S65C), por meio de

amplificacdo enzimética seguida de restricdo do fragmento amplificado com
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endonucleases de restricdo (PCR-RFLP) utilizando oligonucleétidos especificos
(FEDER et al., 1996; CANCADO et al., 2006; VIANA-BARACIOLI et al., 2011).

Amplificacdo: O processo ocorreu em trés etapas, determinadas por oscilaces de
temperatura: Desnaturacao: separacao da dupla fita do DNA a ser amplificada, com
a temperatura 6tima entre 90 e 95°C. Anelamento: ligagédo do “primer” & sua regiéo
complementar a temperatura entre 45 e 60°C. Extensdo: adicdo dos nucleotideos
complementares a fita molde pela polimerase, a partir dos fragmentos iniciadores
como descrito por Feder et al. (1996) e Cancado et al. (2006).

As reacdes de PCR foram efetuadas utilizando os primers sense R63 (5’
ATC CCC AGC CTT GTT AAC TG 3’) e o anti-sense L63 (5 ACA TGG TTA AGG
CCT GTT GC 3’) para a mutagado H63D, os primers sense R282 (5 CTC AGG CAC
TCC TCT CAA CC 3’) e 0 anti-sense L282 (5GGG TAT TTC CTT CCT CCA ACC 3))
para a mutacdo C282Y e os primers sense R63 (5° ATC CCC AGC CTT GTT AAC
TG 3") e 0 anti-sense L63 (5" ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC 3") para a mutacao
S65C. O mix de amplificagdo continha 18 uM de primers, 1,25 mM de cada
desoxinucleotideo, 10 ng de DNA genbmico (Promega, Madison-USA), 2,0 mM
MgCl2, 2,5 yL de tampéo (1x) e 1U de Taq Polimerase em um volume final de 25 pL.
A reacao foi submetida a 94°C por 5 minutos para desnaturacéo inicial, seguida de
30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e uma
extensdo final de 72°C por 10 minutos. A analise dos produtos amplificados foi
realizada em gel de agarose a 2,0% (p/v) em tampdo TEB (1X) e corrida
eletroforética a 80V por 2 horas. Nos géis foram aplicados 10uL de cada amostra
misturados com 5 yL de azul de bromofenol juntamente com dois marcadores de
massa molecular. As imagens resultantes foram visualizadas e fotografadas sob luz
UV, com gelred, sendo a interpretacdo dos resultados efetuada por andlise do
tamanho dos fragmentos de restricdo comparando com dois marcadores de massa

molecular diferentes.

Restricdo (RFLP)

Apo6s a amplificagéo, os produtos foram submetidos a digestdo enzimatica
com as enzimas Rsal (10000U/mL) para a mutagéo C282Y, Bcll (15000U/mL), para
a mutacdo H63D e Hinfl (1IFDU/uL) para a mutacdo S65C. Para cada enzima de

restricdo utilizou-se tampéao correspondente fornecido pelo fabricante (Biolabs/New
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England). As condi¢cdes de digestdo para as enzimas foram as seguintes: 12uL de
agua ultra pura autoclavada, 2,1uL de tampéo (33mM tris-acetato pH 7,9, 10mM de
acetato de magnésio, 66mM de acetato de potassio e 0,1mg/ml BSA), 0,7uL (15-10
U/uL) de enzima e 5uL do produto de amplificagdo por 07 horas ou overnight. A
temperatura de digestédo para Rsal foi de 37°C, para Bcll e Hinfl foi de 50°C.

O produto de digestdo (10uL) foi aplicado em gel de agarose a 3% em
tampdo TEB (1X), com corrente de 80V por 65 minutos. O gel foi visualizado e

fotografado sob luz UV, com gel red (www.lhgdh.ibilce.unesp.br/protocolos). O

Quadro 2 descreve a amplificacdo dos fragmentos dos éxons 2 e 4, no qual se
localizam as trés mutacbes do gene HFE, no cédon 282 (TGC > TAC), c6don 63
(CAT > GAT), codon 65 (AGT > TGT).

Quadro 2 - Deteccao do polimorfismo do gene HFE: localizacdo, substituicdo,

sequéncia, enzima de restricdo e tamanho do fragmento.

GENES SEQUENCIAS ENZIMAS TAMANHOS
DE DOS
RESTRICAO FRAGMENTOS

Cc282Y L2825 GGG TAT TTC CTT CCT CCAACC 3 Rsal 441pb

(TaC > TAC) R282 5" CTC AGG CAC TCC TCT CAACC & (10000U/mL)

H63D L63 5 ACATGG TTAAGG CCT GTT GC 3’ Bell 496pb

(CAT > GAT) R635 ATC CCCAGC CTTGTTAAC TG 3 (15000U/mL)

S65C L63 5 ACATGG TTAAGG CCT GTT GC 3’ Hinfl 496pb

(AGT > TGT) R635 ATC CCC AGC CTTGTTAAC TG 3’ (1FDU/L)

Fonte: Adaptado de Feder et al., (1996) e Simonsen et al. (1999)

As denominagdes 282CC, 63HH, 65SS; 282CY, 63HD, 65SC e 282YY,
63DD, 65CC referem-se ao alelo selvagem, alelos heterozigotos e alelos
homozigotos, respectivamente. Fragmentos de 296 e 145pb foram encontrados para
o alelo selvagem (282CC), de 296, 145, 116 e 29pb para o alelo heterozigoto
(282CY) e de 296, 116 e 29pb para o alelo homozigoto (282YY). Fragmentos de 352
e 144pb correspondem ao alelo selvagem (63HH), de 496, 352 e 144pb ao alelo
heterozigoto (HD), enquanto um fragmento de 496pb foi observado na presenca do
alelo homozigoto (63DD). Fragmentos de 274, 147, 69 e 6pb foram observados para
o alelo normal (65SS), 274, 216, 147, 69 e 6pb para o alelo mutante heterozigoto
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(65SC) e fragmentos 274, 216 e 6pb para o alelo mutante homozigoto (65CC)
(Quadro 3).

Quadro 3 - Fragmentos obtidos apos digestao do produto de PCR e seu significado

GENES FRAGMENTOS OBTIDOS APOS DIGESTAO (pb)
alelos selvagens alelos mutantes alelos mutantes
(282CC, 63HH, homozigotos heterozigotos
65SS) (282YY, 63DD, 65CC) (282CY, 63HD, 65SC)
c282y 296 e 145pb 296, 116 e 29 296, 145, 116 e 29
H63D 352 e 144 496 496, 352 e 144
S65C 274, 147,69 e 6 274,216 e 6 274,216, 147,69 e 6

As principais etapas e metodologias aplicadas na pesquisa estédo

demonstradas nas figuras 9 e 10.

3.4 Andlises estatisticas

As variaveis continuas gquantitativas foram testadas para determinar se
sua distribuicdo € normal ou ndo, usando o teste de Kolmogorov-Smirnov. A seguir,
a comparacao entre dois ou trés grupos foi feita usando os testes t de Student n&o
pareado ou ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls respectivamente caso a
distribuicdo fosse normal ou usando os testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis
com pos teste de Dunns caso a distribuicdo fosse ndo normal.

Para testar a existéncia de correlacdes entre duas variaveis quantitativas
continuas foram usados os testes de Pearson ou Spearman, conforme a distribuicao
das variaveis.

Para testar diferencas entre as frequencias entre dois ou mais grupos foi
usado o teste do Qui-quadrado (X?). Quando pelo menos uma frequéncia foi menor
gue quatro foi usado o teste exato de Fisher.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
GraphPrism (versdo 5.01). Os resultados foram expressos pela média e desvio

padrao (média = SD). Os valores de p<0,05 foram considerados significativos.




Figura 9 - Fluxograma das principais etapas da Pesquisa

PACIENTES PORTADORES DE SMD — HEMATOLOGIA/HUWC
IDOSOS MORADORES EM CASAS DE REPOUSO - CONTROLE

Aplicacdo de questionario e do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Coleta de amostras — Analise de prontudrios
Definigao do perfil hematolégico

0 Defini¢ao do perfil do ferro e bioquimico
0

il 'H-‘ 3 m’) “

2
o 0 9
0
jRMMNORMﬂLm“ m"“‘-

NORMAL GRUPOII GRUPOII
Individuoizg:cf;trels (sem Portadorea de SMD sem Posr:.f:::::;: dihilirigm
alteragdes nos exames de Sobrecargade Ferro

triagem)
Avaliagao da peroxidagao Extragao e
lipidica avaliagao do DNA
MDA NO.- PCR - RFLP
2 Estudo do gene HFE

Avaliacao das enzimas antioxidantes

| i |

SOD CAT GPx

73



Figura 10 - Delineamento da

PERFIL OXIDATIVO

metodologia da Pesquisa

CAT x:() Método

(TANIGUCHI:GUTTERIDGE, 2000)

GPx | — Kit Ransel®

Yol o I — Kit Ransod®

Método - TBARS

MDA :> (DRAPER; HADLEY, 1990).

P—®-mzZo-H0mMOoX—HOmMTOmMm|

[ PERFIL MOLECULAR ]

‘ Método - GREEN
NO,- :> (DRAPER; HADLEY, 1990).

Extragao de l:t
( DNA )

Protocolo
(DNA em coluna BiopurY Trizol Reagente®)

C PCR - RFLP ) —

Protocolo
(Feder et al, 1996 e Simonsen et al, 1999)

[ CITOCINA ]

FATOR DE NECROSE
TUMORAL a N

Protocolo
(HUMAN TNF ALPHA ELISA READY-SET-GO)

|




RESULTADOS



76

4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas e epidemiologicas

Cento e vinte e quatro portadores de SMD foram atendidos de maio de
2010 a setembro de 2011. O sexo feminino representou 57,3% (n=71) e o masculino
42,7% (n=53). Cento e dezesseis (93,5%) pacientes foram classificados como SMD
primaria (Anexo A).

Desses, 101 compuseram a casuistica, sendo 51 (50,5%) do sexo
feminino. Noventa e cinco (94,1%) tiveram diagnostico de SMD priméria e
apresentaram mediana de idade de 68 anos (65 pacientes com idade = 60 anos).
Sessenta e oito (67,3%) eram provenientes da zona urbana.

Dos pacientes diagnosticados como SMD primaria, 61,4% apresentaram
mais de duas citopenias no sangue periférico e de acordo com a classificacdo OMS,
0 subtipo predominante foi CRDM (61%), seguido pelo subtipo ARSA (11%) e AR
(10%) (Figura 11).

Figura 11 - Distribuicdo dos 101 pacientes portadores de SMD, de acordo com a
classificagdo OMS.

H CRDM

m ARSA

B AR

HAREB |

B AREB Il

SMD secundaria

Legenda: AR (Anemia Refrataria); ARSA (Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel); CRDM
(Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem); AREB | e Il (Anemia Refrataria com Excesso de
Blastos).
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Segundo o IPSS, dentre os 61 pacientes classificados como de baixo
risco (33% pertenciam ao grupo de menor risco e 67% ao de risco intermediério ). O
sexo masculino representou 52,5% do grupo de baixo risco. Seis pacientes (6%)
pertenciam ao grupo de mais alto risco (intermediario Il e alto), sendo a maioria
(83,3%) do sexo masculino. Em 28% dos casos nao foi possivel a estratificacdo de
risco pela auséncia da andlise citogenética. A classificacdo de SMD secundaria foi
atribuida a seis pacientes (01 caso secundario a radioterapia, 02 a quimioterapia e

03 casos ap0s uso do imunossupressor azatioprina) (Figura 12).

Figura 12 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD primaria, segundo

Sistema Internacional de Escore Prognostico (IPSS-1997).

M Baixo risco (Baixo e
Intermedidrio 1)

Alto risco
(Intermediario Il e
Alto)

W N3o classificado

B SMD secundaria

Sessenta e trés (62,4%) pacientes apresentaram a hemoglobina <10 g/dL,
sendo 30 (47,6%) do sexo feminino e 33 (52,4%) do sexo masculino.

A neutropenia, com média de neutréfilos — 1.207/mm?, esteve presente
em 69 pacientes (68,3%), sendo 30 (43,5%) do sexo feminino e 39 (56,5%) do sexo
masculino.

A plaguetopenia foi observada em 53 (52,5%) pacientes, sendo 22
(41,5%) do sexo feminino e 31 (58,5%) do sexo masculino. O nimero médio de
plaquetas apresentado pelo grupo foi de 51.168/mms3,

Em 21 (20,8%) individuos o total de blastos na medula 6ssea foi superior
ou igual a 5% (33,3% do sexo feminino e 66,7% do sexo masculino).
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A anemia com dependéncia transfusional foi observada em 49 pacientes
(48,5%). Desses, 30 (61,2%) eram do sexo masculino e 19 (38,8%) do sexo

feminino.

Na tabela 3 estdo demonstradas as caracteristicas clinicas e

epidemioldgicas da populagcdo com suas caracteristicas laboratoriais.

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos portadores de SMD sem e

com sobrecarga de ferro.

R SMD geral SMD sem sobrecarga SMD com sobrecarga
Parametros
(n=101) (n=77) (n=24)
Sexo
Masculino 50 (49,5%) 38 (49,4%) 12 (50,0%)
Feminino 51 (50,5%) 39 (50,6%) 12 (50,0%)

Idade (anos)
Mediana

Média

< 60 anos (%)
260 anos (%)
Procedéncia
Interior

Capital
Classificacéo
SMD priméria
SMD secundéaria
Distribuicdo OMS (n=95)
CRDM

ARSA

AR

AREB |

AREB I

N° de citopenias
0/1

2/3

Dependéncia transfusional (%)

SIM
NAO
Hemoglobina (g/dL)
<10

>10

68,0
64,6

36 (35,6%)

65 (64,4%)

33 (32,7%)
68 (67,3%)

95 (94,1%)
06 (5,9%)

62 (65,3%)
11 (11,6%)
10 (10,5%)
04 (4,2%)
08 (8,4%)

39 (38,6%)
62 (61,4%)

49 (48,5%)
52 (51,5%)

63 (62,4%)

38 (37,6%)

66,0
63,5

30 (39,0%)

47 (61,0%)

24 (31,2%)
53 (68,8%)

72 (93,5%)
05 (6,5%)

49 (51,6%)
05 (5,3%)
09 (9,5%)
04 (4,2%)
05 (5,3%)

31 (40,3%)
46 (59,7%)

29 (37,7%)
48 (62,3%)

40 (52,0%)

37 (48,0%)

70,0
68,4

06 (25,0%)

18 (75,0%)

9 (37,5%)
15 (62,5%)

23 (95,8%)
01 (4,2%)

13 (13,7%)
06 (6,3%)
01 (1,0%)

03 (3,1%)

08 (33,3%)
16 (66,7%)

20 (83,3%)
04 (16,7%)

23 (95,8%)

01 (4,2% )
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Plaquetas (mm3)

< 100.000 53 (52,5%) 40 (51,9%) 13 (54,2%)

>100.000 48 (47,5%) 37 (48,1%) 11 (45,8%)

Neutréfilos (mms3)

<1.800 69 (68,3%) 53 (68,8%) 16 (66,7%)
> 1.800 32 (31,7%) 24 (31,2%) 08 (33,3%)
IPSS

Baixo (baixo e INT- 1) 61 (60,4%) 49 (63,6%) 12 (50,0%)
Alto (INT- Il e alto) 06 (5,9%) 05 (6,5%) 01 (4,2%)
SMD secundaria 06 (5,9%) 05 (6,5%) 01(4,2%)

N3o classificado 28 (27,7%) 18 (23,4%) 10 (41,7%)

SMD: sindrome mielodisplastica; AR (anemia refrataria); ARSA (AR com sideroblastos em anel); CRDM
(citopenia refrataria com displasia multilinhagem); AREB | e Il (anemia refrataria com excesso de blastos); IPSS
(Sistema Internacional de Escore Progndstico).

4.2 Caracteristicas citogenéticas

4.2.1 Citogenética classica (banda G)

A analise citogenética foi realizada em todos os sujeitos do estudo. N&o
foi verificada metafase em 30 (29,7%) individuos. Dos 71 pacientes com metéafases
analisadas, 48 pacientes (67,6%) foram classificados como progndstico favoravel, 16
pacientes (22,5%) possuiam prognéstico intermediario e 7 pacientes (9,9%)
prognostico desfavoravel, segundo os critérios utilizados pelo IPSS (GREENBERG
et al., 1997) (Tabela 4) (Figura 13).
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Tabela 4 - Dados citogenéticos dos pacientes com SMD sem e com sobrecarga de

ferro.

Citogenética

SMD
(n=71)

SMD sem
sobrecarga
(n=57)

SMD com
sobrecarga
(n=14)

Anélise do Cariotipo
Normal

Alterado

N°de alteragBes citogenéticas
Uma alteracao

Duas alteragfes

> 3 alteragbes
Cromossomos envolvidos
Cromossomo 5 (-5/5g-)
Cromossomo 7 (-7/7g-)
Cromossomo 11 (-11/11g-)
Cromossomo 16 (+16)
Cromossomo 17 (-17/17p-)
Cromossomo 20 (-20/20g-)
Outros

Grupo citogenético (IPSS)
Favoravel

Intermediario

Desfavoravel

37/71 (52,1%)
34/71 (47,9%)

21/34 (61,8%)
10/34 (29,4%)
3/34 (8,8%)

13/34 (38,3%)
3/34 (8,8%)
3/34 (8,8%)
3/34 (8,8%)
3/34 (8,8%)
1/34 (2,9%)
8/34(23,6%)

48/71 (67,6%)
16/71 (22,5%)
7/71 (9,9%)

31/37 (83,8%)
26/34 (76,5%)

16/21 (76,2%)
6/10 (60%)
3/3 (100%)

9/13 (69,2%)
3(100%)
3(100%)
3(100%)

2/3(66,7%)
1(100%)
5/8(62,5%)

39/48 (81,2%)
12/16 (75,0%)
6/7 (85,7%)

6/37 (16,2%)
8/34 (23,5%)

5/21 (23,8%)
4/10 (40%)

4/13(30,8%)
1/3(33,3%)

3/8(37,5%)

9/48 (18,8%)
4/16 (25,0%)
1/7 (14,3%)

SMD: sindrome mielodisplastica; IPSS (Sistema Internacional de Escore Progndstico).
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Figura 13 — Andlise citogenética, segundo o IPSS nos portadores de SMD, sem e
com sobrecarga de ferro.

B Prognostico
Favoravel

Prognostico
Intermediario

B Prognostico
Desfavoravel

Dos 34 pacientes (47,9%) com cari6tipo alterado, 21 (61,8%)
apresentaram uma alteracéo, 10 (29,4%) apresentaram clones com duas alteracoes
e 3 (8,8%) apresentaram cariétipo com 3 ou mais alteracdes citogenéticas. O
cromossomo 5 (-5/5¢g-) foi o mais envolvido no estudo, ocorrendo em 13 (38,3%) dos

34 pacientes (Figura 13).
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Figura 14 - Citogenética classica (bandamento G). Cariétipo com apenas uma

alteracdo cromossomica: 46, XY,del(5)
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Observaram-se alteragdes envolvendo o cromossomo 7 (-7/79-) em 8,8%
dos casos, cromossomo 16 (+16) em 8,8%, cromossomo 17 (-17/17p-) em 8,8% e 0
cromossomo 20 (-20/20g-) em 2,9% dos pacientes. As alteragbes cromossdmicas

estdo demonstradas nas Figuras 15 e 16.
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Figura 15 - Citogenética classica (bandamento G). Caridtipo com duas alteracdes

cromossoOmicas: 46,XY,del(5)(gq15g933),del(11)(g23).
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Figura 16 - Citogenética classica (bandamento G). Cariétipo complexo:

48,XY,add(13)(p11),+22,+mar.
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4.3 Caracteristicas laboratoriais
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A tabela 5 sumariza as caracteristicas clinicas e as analises laboratoriais

realizadas em todos os participantes do estudo, 87 individuos saudaveis (grupo 1) e

101 portadores de SMD, sendo 77 sem sobrecarga e 24 com sobrecarga ferro,

grupo 2 e grupo 3, respectivamente.

Tabela 5 - Caracteristicas laboratoriais dos individuos saudaveis e portadores de

SMD sem e com sobrecarga de ferro

Individuos SMD sem SMD com
Variaveis saudaveis sobrecarga Sobrecarga p
(87) (77) (24)
Sexo
Masculino (%) 9 (10,3%) 38 (49,4%) 12 (50%) -
Feminino 78 (89,7%) 39 (50,6%) 12 (50%) -
Idade
Média (anos) 72,40 +11,34 63,47 + 18,25° 68,38 + 16,58 0.0011
Parametros
Hematolégicos
Hemoglobina (g/dL) 13,4+0,9 9,9+3,1° 6,4+1,7°¢ <0.0001
Neutréfilos (/mm®) 3.765 +1.083 1.917 + 1.557° 2.036 + 1.920° <0.0001
Plaguetas (/mm°) 250.356 + 59.277 143.643 + 142.645% 163.588 + 176.433" <0.0001
Perfil do Ferro
Ferro sérico (ug/dL) 87,41 + 28,55 103,74 + 47,37 196,42 + 65,00 *° <0.0001
Ferritina (ng/mL) 140,90 + 96,75 297,70 + 210,40° 2.853,25 + 2.529 "¢ < 0.0001
indice de saturacéo a be
da transferrina (%) 32,4 +8,82 42,88 + 21,90 80,83 + 19,98 <0.0001
CTLF (mg/dL) 275,49 + 68,62 257,50 + 66,03 241,25 + 47,87° 0.0109
Parametros
Bioquimicos
Acido drico (mg/dL) 4,85 + 0,98 4,35+ 1,25° 3,79 +1,03° <0.0001
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Creatinina (mg/dL) 0,82 +0,22 0,91 +0,36 0,78 + 0,22 0.1644
Uréia (mg/dL) 27,55 + 10,71 33,43 + 16,93 30,46 + 7,95 0.0524
AST (U/L) 27,89 + 10,22 26,97 + 15,03 30,88 + 20,68 0.2281
ALT (UIL) 19,00 £ 6,3 25,70+ 19,4 39,50 + 24,5 0.0006
LDH (mg/dL) 84,28 + 43,29 167,7 + 99,73° 247,0 +128,8 °° <0.0001
Parametros
Dano Oxidativo
Malonaldeido (uM) 3,85+1,28 9,81 +3,77% 14,33 +1,80 "¢ <0.0001
Nitrito (nM) 0,40 + 0,15 3,80 +1,90% 6,68 + 2,29 °¢ <0.0001
Glutationa peroxidase a b.c
(Ug/Hb) 60,84 +9,31 80,79 + 16,03 154,0 +17,90 ™ <0.0001
Catalase (Ug/Hb) 16.636 + 1.003 24.822 + 3.354% 27.118 +3.894° <0.0001
Superdxido dismutase a bc <0.0001
(Ug/Hb) 1.607 + 57,74 3.478 £567,9 5.107 + 443,6 .
Citocina
TNF-a (pg/mL) 31,94 + 23,77 45,01 + 32,242 112,8 + 163,0 P¢ <0.0001

SMD: sindrome mielodisplastica; CTLF: capacidade total de ligagdo do ferro; ALT/TGP: alanina
aminotransferase; AST/TGO: aspartato aminotransferase; LDH: lactato desidrogenase; TNF-a: Fator de
necrose tumoral alfa; CTLF: capacidade total de ligagéo do ferro;

 guando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;

b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

Ao analisar a idade, observou-se que 0 grupo de pacientes sem
sobrecarga, apresentou menor média, sendo significante a diferenca (p=0.0011)
quando comparado a média de idade do grupo dos individuos saudaveis. Com
relacdo ao sexo nado foi observada diferenca significativa entre os pacientes sem e
com sobrecarga.

A figura 17 mostra reducdo significativa (p<0.0001) na hemoglobina
guando se compararam pacientes portadores de SMD e individuos saudaveis, como
também, pacientes com e sem sobrecarga de ferro. Com relacdo a contagem de
neutrofilos e plaguetas observou-se reducao significativa (p<0.0001) apenas quando

se compararam pacientes e individuos saudaveis.
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Figura 17 — Dosagem de hemoglobina nos portadores de SMD sem e com

sobrecarga de ferro e individuos saudaveis.
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% quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

As figuras 18, 19 e 20 revelam as médias dos parametros de sobrecarga
de ferro. Nos pacientes do grupo 3 houve elevacao significativa (p<0.0001) do ferro
sérico, ferritina e saturacdo da transferrina quando comparados ao grupo sem
sobrecarga de ferro e ao grupo de individuos saudaveis. Houve uma reducédo
significativa da capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) (p=0.0109), em média,

guando foram comparados 0s grupos com sobrecarga e de individuos saudaveis.
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Figura 18 — Ferritina sérica em portadores de SMD sem e com sobrecarga de ferro e
individuos saudaveis.
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 guando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

Figura 19 — Ferro sérico nos portadores de SMD sem e com sobrecarga de ferro e
individuos saudaveis.
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® quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b gquando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;



88

Figura 20 — indice de saturacdo da transferrina em portadores de SMD sem e com
sobrecarga de ferro e individuos saudaveis.
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%definido quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
*definido guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

“definido quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

Na dosagem do acido urico, observou-se reducéo significativa (p< 0.0001)
guando se compararam os portadores de SMD sem e com sobrecarga de ferro e
individuos saudaveis (Figura 21). Para alanina aminotransferase (ALT) houve
aumento significativo (p=0.0006) nos pacientes com sobrecarga de ferro quando

comparado ao grupo controle (Figura 22).
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Figura 21 — Acido urico em portadores de SMD sem e com sobrecarga de ferro e

individuos saudaveis.

101 a EE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

1 1 SMD SEM SOBRECARGA
T ] SMD COM SOBRECARGA

Acido urico (mg/dL)
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b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

Figura 22 — Alanina aminotransferase (ALT) em portadores de SMD sem e com

sobrecarga de ferro e individuos saudaveis.
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b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

Em relacdo a lactato desidrogenase (LDH) verificou-se aumento
significativo (p< 0.0001) nos portadores de SMD com sobrecarga de ferro em

relacdo aos portadores sem sobrecarga e grupo controle (Figura 23).



90

Figura 23 — Lactato desidrogenase (LDH) em portadores de SMD sem e com

sobrecarga de ferro e individuos saudaveis.
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% quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b gquando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

4.3.1 Avaliagéo do estresse oxidativo

As concentracdes dos marcadores da peroxidacao lipidica, MDA e nitrito,
foram significantemente maiores (p<0.0001) nos portadores de SMD com
sobrecarga de ferro quando comparados aos portadores sem sobrecarga e

individuos saudaveis (Figura 24 e Figura 25).
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Figura 24 — Nivel de malonaldeido em portadores de SMD sem (n=77), com
sobrecarga de ferro (n=24) e em individuos saudaveis (n=87).
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% quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

Figura 25 — Nivel de nitrito em portadores de SMD sem (n=77), com sobrecarga de
ferro (n=24) e em individuos saudaveis (n=87).
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% quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

As figuras 26 e 27 ilustram a atividade das enzimas glutationa peroxidase
(GPx) e superoxido dismutase (SOD), que foram significantemente superiores nos
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pacientes com sobrecarga de ferro (p < 0.0001) quando comparados aos pacientes

sem sobrecarga de ferro e individuos saudaveis.

Figura 26 — Atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase em portadores
de SMD sem (n=77), com sobrecarga de ferro (n=24) e em individuos saudaveis
(n=87).
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? guando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

Figura 27 — Atividade da superéxido dismutase em portadores de SMD sem (n=77),

com sobrecarga de ferro (n=24) e em individuos saudaveis (n=87).
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# quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;
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Foi observado aumento significativo na atividade da enzima antioxidante
catalase (p < 0,0001) quando comparados portadores de SMD e individuos
saudaveis (Figura 28), porém, quando comparados pacientes com sobrecarga de
ferro e sem sobrecarga, ndo se observou diferenca significativa, embora, em média,
a atividade dessa enzima tenha sido superior no grupo de pacientes com sobrecarga
de ferro.

Figura 28 — Atividade da enzima antioxidante catalase em portadores de SMD sem

(n=77), com sobrecarga de ferro (n=24) e em individuos saudaveis (n=87).
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? guando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

4.3.2 Avaliacao do fator de necrose tumoral a (TNF a)

A atividade do TNF a foi superior (p<0.0001) nos portadores de SMD com

SF quando comparados aos portadores sem SF e individuos saudaveis (Figura 29).
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Figura 29 — Atividade do fator de necrose tumoral a em portadores de SMD sem e

com sobrecarga de ferro e individuos saudaveis.

8001
Bl INDIVIDUOS SAUDAVEIS

® 3 be [ SMD SEM SOBRECARGA

o E 6007 —T— [J SMD COM SOBRECARGA

38

o 8 400-

T3

S o a

% E 2004 T

L3

I I e e

? guando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;
b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

4.3.3 Correlacao entre nivel de hemoglobina, sobrecarga de ferro, dano

oxidativo, enzimas antioxidantes e citocina TNF a nos portadores de SMD

O nivel de hemoglobina nos pacientes com sobrecarga de ferro foi
significantemente menor (p<0.0001). Quanto menor a dosagem de hemoglobina

maior o nivel de ferritina nesses pacientes (Figura 30).

Figura 30 — Correlacéo entre o nivel de ferritina e hemoglobina nos pacientes com
SMD
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Observou-se aumento significativo do MDA e nitrito plasmatico no grupo
de pacientes com SF quando comparados aos outros grupos (p<0.0001), para

ambas variaveis. O nivel de MDA foi diretamente correlacionado com a ferritina

sérica (r=0.3328, p=0.0033) (Figura 31).

Figura 31 — Correlacdo entre o nivel de ferritina e malonaldeido nos

pacientes com SMD.
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A figura 32 expressa a correlacdo positiva observada entre o nivel de

nitrito e a ferritina sérica (r=0.4255, p<0.0001).
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Figura 32 — Correlagdo entre o nivel de ferritina e nitrito nos pacientes com SMD.
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Observou-se também associacdo linear entre MDA e nitrito plasmatico
(r=0.6201, p< 0.0001) (Figura 33).

Figura 33 — Correlacédo entre o nivel de malonaldeido e nitrito nos pacientes com
SMD.
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A figura 34 mostra a correlagéo positiva observada entre a ferritina sérica

e a atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (r=0.5957, p<0.0001).
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Figura 34 — Correlacdo entre o nivel de ferritina e superdxido dismutase nos
pacientes com SMD.
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A figura 35 mostra a correlacdo positiva observada entre a ferritina sérica

e a atividade da enzima antioxidante catalase (r=0.4064, p=0.0003).

Figura 35 — Correlacdo entre o nivel de ferritina e atividade da catalase nos
pacientes com SMD

0=0.0003
50000~ r=0.4064
40000- .

30000 *

Atividade da Catalase (Ug/Hb)

0 2000 4000 6000 8000
Ferritina (ng/dL)

A figura 36 expressa a correlagdo positiva observada entre a ferritina
sérica e a atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (r=0.7313,
p<0.0001).
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Figura 36 — Correlagdo entre o nivel de ferritina e glutationa peroxidase nos

pacientes com SMD.
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Observou-se aumento significativo do TNF a plasmatico nos pacientes
com SF sendo correlacionado diretamente com a ferritina sérica (r=0.4165
p=0.0002) (Figura 37).

Figura 37 — Correlacdo entre o fator de necrose tumoral-a e o nivel de ferritina nos

pacientes com SMD.
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4.3.4 Caracterizacdo do gene HFE
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Dos 101 portadores de SMD que participaram do estudo, 78 (77,2%)

foram analisados para o polimorfismo do gene HFE. Desses, 58 (74,4%) pertenciam

ao grupo sem SF e 20 (25,6%) ao grupo de pacientes com sobrecarga de ferro. A

pesquisa do gene HFE foi realizada em todos os individuos saudaveis participantes

do estudo.

A tabela 6 apresenta as caracteristicas clinicas e laboratoriais desses

individuos com anéalise para o gene HFE.

Tabela 6- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos portadores de SMD sem e com

sobrecarga de ferro e voluntérios saudaveis com analise do gene HFE.

Voluntérios SMD sem SMD com

Variaveis saudaveis sobrecarga sobrecarga Valor
n=87 n=58 n=20 dep

Demografica
Sexo (masculino/feminino) 9/78 31/27 9/11
Classificacdo (OMS)
Anemia refrataria (AR) 6 )
Anemia refrataria com sideroblastos 5 5
em anel (ARSA)
Citopenia refrataria com displasia 36 12
multilinhagem (CRMD)
Anemia refrataria com excesso de
blastos (AREB — ) 2 -
Anemia refrataria com excesso de
blastos (AREB — I1) 4 2
SMD secundéria 5 1
Cariétipo
Favoravel (normal, delegédo 59-,
delecdo 20¢, monossomia Y) 29 7
Desfavoravel (mais de 3 alteragdes;
anormalidades envolvendo 6 1
Cromossomo 7)
Intermediario (outras alteragfes) 9 4
Sem metafases 14 8
Grupos de risco (IPSS)
Baixo 12 3
Intermediario | 24 7
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Intermediario Il
Alto

N&o se aplica

Nimero de Blastos (%)

<5
25

Numero de transfusdes (CH)

Sem transfusfes

<10

10-30

31-50

> 50

Hemograma (média + SD)
Hemoglobina (g/dL)

Neutréfilos (mm?)

Plaguetas (mm?®)

Perfil do ferro
(média £ SD)

Ferro sérico (pg/dL)

Ferritina sérica (ng/mL)

Indice de saturacdo da

transferrina (%)

Parametros do Dano Oxidativo

(média + SD)

Malonaldeido (uM)

Nitrito (nM)

Glutationa peroxidase (Ug/Hb)

Catalase (Ug/Hb)

Superoxido dismutase (Ug/Hb)

13,36 £ 0,95

3.765 £ 1.083

250.356 + 59.277

87,41 + 28,55

140,9 £ 96,75

32,37+ 8,82

3,85+1,27

0,40+0,15

60,84 + 9,30

16.636 + 1.003

1.607 £57,74

12

52

34

21

9,62 + 3,07

1.805 + 1.452

135.102 +
134.584

107,6 £51,12

297,2 +223,8

44,66 + 23,22

10,13 +£3,78

3,80+1,90

82,42 + 16,08

24.822 + 3.354

3.535+581,5

18

10

6,29 +1,80

1.823+1.716

124.089
+125.786

195,1+70,21

2.880,0 +£2.682,0

79,70 + 21,24

13,88 £1,40

6,68 + 2,29

152,4 + 18,96

27.118 + 3.894

5.031 +443,5

<0.0001*P¢

<0.0001%"

<0.0001*P¢

<0.0001%"¢

<0.0001%"¢

<0.0001%"¢

<0.0001*P¢

<0.0001*P¢

<0.0001%P¢

<0.0001%"¢

<0.0001%"¢
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Citocina (pg/mL)

TNF-a 31,94 + 23,77 50,42 + 37,95 132,0+177,9 <0.0001%"*

SMD: sindrome mielodisplastica; OMS (Organizagdo Mundial de Salde); IPSS (Sistema Internacional de
Escore Prognéstico); CH (concentrado de hemacias); TNFa: fator de necrose tumoral; CTLF: capacidade
total de ligacao do ferro;

% quando se compararam pacientes sem sobrecarga de ferro x controles;

b guando se compararam pacientes com sobrecarga de ferro x controles;

¢ quando se compararam pacientes com sobrecarga x sem sobrecarga de ferro;

Dos 78 pacientes com SMD, 24 (30,77%) foram identificadas como tendo
pelo menos uma mutagao no gene HFE, sendo 14 (58,33%) do sexo masculino. Dos
87 voluntarios saudaveis, 5 (5,74%) apresentaram pelo menos uma das mutacdes
no gene HFE, sendo a maioria heterozigota para H63D. Um (5%) paciente do grupo
com sobrecarga de ferro apresentou dupla heterozigose (C282Y/H63D). Nenhuma
mutagcdo para o polimorfismo S65C foi detectada. As frequéncias genotipicas
encontradas nos pacientes com SMD e nos individuos voluntarios saudaveis foram

demonstradas na Tabela 7 e Figura 38.

Tabela 7 - Distribuicdo da frequéncia genotipica para o gene HFE em relagdo ao sexo em

voluntérios saudaveis e portadores de SMD.

Genotipo C282Y/Wt  H63D/H63D H63D/Wt C282Y/H63D Wt/Wt
(n=165) (%) (%) (%) (%) (%)
Voluntérios
saudaveis (87)
Masculino NE NE 5 (5,75) NE 82 (94,25)
Eeminino NE NE NE NE NE
SMD sem
sobrecarga (58)
Masculino NE 2 (3,45) 8 (13,79) NE 21 (36,2)
Eeminino NE 1(1,72) 6 (10,34) NE 20 (34,5)
SMD com
sobrecarga (20)
Masculino *1 (5,0) NE 4 (20,0) 1(5,0) 5 (25,0)
Feminino NE 1(5,0) 2 (10,0) NE 8 (40,0)

SMD: sindrome mielodisplastica WT: alelo selvagem; * paciente com dupla heterozigose
(C282Y/H63D); NE: ndo encontrada
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Figura 38 — Portadores de SMD sem (n=58), com sobrecarga de ferro (n=20) e
individuos saudaveis (n=87) com andlise do gene HFE.
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Ao se compararem as frequéncias genotipicas entre todos os individuos,
mutantes e ndo mutantes, verificou-se que houve diferenca estatisticamente
significativa entre eles (x* = 18.11,2 e p=0,0001). Quando as frequéncias genotipicas
foram comparadas entre voluntarios saudaveis e pacientes com SMD com e sem
SF, observou-se diferenca significativa (p=0.0013 e p=0.0002, respectivamente). No
entanto, quando se comparou o grupo de pacientes com SMD sem e com SF ndo se
observou diferencga significativa (p = 0.6345).

A frequéncia alélica para o H63D foi de 17,50% nos pacientes com SF e
nos portadores de SMD sem SF foi de 14,66%. A frequéncia do alelo H63D no grupo
de individuos saudaveis foi de 2,87%. O C282Y apresentou frequéncia alélica de

2,5% no grupo de pacientes com SF (Tabela 8).
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Tabela 8 — Frequéncia alélica para a mutacdo do gene HFE (C282Y e H63D) em

voluntarios saudaveis, portadores de SMD sem e com sobrecarga de ferro.

Grupos Mutacé&o do N° de Alelos Frequéncia
(n=165) gene HFE Alelos mutantes alélica (%)
Voluntérios
saudaveis C282Y 174 -
(87)
H63D 174 5 2,87
SMD sem
sobrecarga ca8zy 116 -
(58)
H63D 116 17 14,66
SMD com
sobrecarga c282y 40 1 *2,50
(20)
H63D 40 7 17,50

SMD: sindrome mielodisplastica; WT = alelo selvagem; C282Y = alelo mutante para C282Y;
H63D = alelo mutante para H63D; * paciente com dupla heterozigose (C282Y/H63D).

Sete (35%) pacientes com sobrecarga de ferro foram identificados com a
mutacdo no gene HFE. Um deles, com 73 anos de idade, apresentou heterozigose
dupla (C282Y/H63D) e o maior nivel de ferritina sérica da populacdo estudada, de
11.649,91 ng/mL, confirmado posteriormente com outras dosagens. Esse paciente foi
encaminhado para a unidade de Hematologia com diagnodstico de sindrome

mielodisplastica, classificada como anemia refrataria com excesso de blastos tipo II. A

investigacao inicial mostrou hemoglobina 5,0 g/dL, leucécitos 0,641 x 10%L, contagem

de plaquetas 2 x 10%L. A andlise citogenética demonstrou 42, XY, -18, -19, -21, -22 /
46, XY. No seguimento o paciente apresentou notavel pancitopenia com dependéncia

transfusional. O nimero total de bolsas transfundidas foi de 24 unidades. Foi tratado

com Dacogen 20mg/m?/d por 5 dias e morreu logo ap6s o primeiro ciclo (Figura 39).
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Figura 39 — Representacdo da PCR — RFLP depois da digestdo enzimética dos
polimorfismos C282Y, H63D e S65C em seis pacientes.
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A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 3%, corada com gel/red
1x. M: marcador de 100 pb de DNA (Invitrogen). Seis pacientes estao
representados. As bandas estdo indicadas da esquerda para direita do painel.
Homozigotos para o alelo C282Y (fragmentos 296pb, 116pb, 29pb); Heterozigotos
para o alelo C282Y (fragmentos 296pb, 145pb, 116pb, 29pb); Homozigotos para o
alelo H63D (somente 01 fragmento de 496pb); Heterozigotos para o alelo H63D
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(fragmentos 496pb, 352pb e 144pb) e para o alelo S65C selvagem (fragmentos
274pb, 147pb, 69pb e 6pb).

4.3.5 Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com e sem a mutacdo do gene
HFE

A Tabela 9 compara as analises laboratoriais realizadas nos individuos
saudaveis e portadores de SMD com e sem sobrecarga de ferro, com presenca ou
auséncia da mutagao no gene HFE.

No grupo de pacientes sem SF ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p=0.08843) para hemoglobina quando se compararam
agueles com e sem a mutacdo. Também no grupo de pacientes com SF ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p=0.8278) quando comparados aqueles com
e sem a mutacgao para o gene HFE (Tabela 10).

Todos os pacientes com mutacdo para o gene HFE apresentaram o0s
niveis de ferritina significativamente mais elevados, no grupo sem SF (p<0.0001) e
com SF (p=0.0189), quando comparados aos pacientes com HFE do tipo selvagem.
Também, os individuos saudaveis com mutacdo do gene HFE apresentaram nivel
de ferritina, em média, superior, aos individuos sem a mutagdo (FRT = 288,70 %
120,40 e 131,8 + 88,27ng/mL, respectivamente) e essa diferenca foi estatisticamente
significativa (p=0.0054).

Os niveis de malonaldeido e nitrito foram maiores nos pacientes com SF
guando comparados aos outros dois grupos estudados. Comparando pacientes com
SMD com e sem mutacdo, dentro do mesmo grupo, observou-se que houve
diferenca significativa somente no grupo de pacientes com SF (p=0.0273). Embora
0s pacientes do grupo sem SF com mutacao tenham apresentado médias superiores
aos pacientes sem mutacao, a diferenca ndo alcancou significancia estatistica (p=
0.2789, p=0.6842, respectivamente).

Da mesma maneira, a atividade das enzimas antioxidantes SOD e
catalase foram mais elevadas nos pacientes com SF quando comparados aos outros
grupos estudados. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas (p=
0.6376 e 0.0825, respectivamente) quando comparados pacientes com e sem

mutacdo no mesmo grupo.
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A atividade antioxidante da GPX foi superior nos pacientes com SF
quando comparados aos outros individuos estudados. Nos pacientes com e sem SF
e mutacao, a atividade da GPX também foi maior quando comparados aos pacientes
sem a mutacao, com diferenca significativa (p=0.0267; p=0.0046, respectivamente).

O TNFa nos pacientes com SF foi maior que nos outros individuos
estudados, no entanto esse aumento foi independente da mutacdo, uma vez que
nao foi observada diferenca significativa nos pacientes dos grupos com e sem SF
(p=0.2530; p=0.2811).

Tabela 9 — Analises dos parametros laboratoriais entre os individuos saudaveis e

portadores de SMD sem e com sobrecarga de ferro.

Grupos Voluntérios SMD sem SF SMD com SF
saudaveis
Com mutacgéo para o gene HFE
Parémetros n =05 (5,7%) n =17 (29,3%) n =07 (35%) Valor de p
Hb (g/dL) 13,20 + 1,29 9,52 + 2,68 6,16 +1,44 <0.0001"%°
FRT (ng/dL) 288,70 + 120,40 518,6 + 236,4 4.731 +3.684 <0.0001"%3
MDA (uM) 5,413 + 0,444 10,91 + 4,651 14,85 + 1,195 0.0079"%*
Nitrito (nM) 0,7533 + 0,1677 3,985+ 1,978 9,150 + 1,132 <0.0001%23
SOD (Ug/Hb) 1.624 + 38,47 3.590 + 563,1 5.334 + 310,10 <0.0001"%3
CAT (Ug/Hb) 17.485 + 366,2 26.312 + 3.669 30.506 + 5.068 0.0005"?
GPx (Ug/Hb) 70,74 + 4,29 91,16 + 7,48 165,40 + 15,27 <0.0001**?
IST (%) 28,40 + 6,06 49,29 + 21,75 92,14 + 4,67 <0.0001**3
TNFa (pg/mL) 35,40 + 16,11 50,53 + 27,06 155,90 + 198,70 0.0655
Sem mutacédo para o gene HFE
Parametros n =82 (94,3%) n =41 (70,7%) n =13 (65%) Valor de p
Hb (g/dL) 13,37 0,94 9,660 * 3,25 6,353 + 2,02 <0.0001*°
FRT (ng/dL) 131,8 + 88,27 205,3 +139,7 1.883 +1.236 <0.0001*%°
MDA (M) 3,737 + 1,247 9,592 + 3,073 13,30 + 1,227 <0.0001*%°
Nitrito (nM) 0,3886 + 0,1290 3,697 +2,171 5,635 + 1,857 <0.0001*°®
SOD (Ug/Hb) 1.605 + 59,00 3.497 +603,8 4.850 + 420,60 <0.0001*°®
CAT (Ug/Hb) 16.576 + 1.008 24.295 + 3.669 25.888 + 2.557 <0.0001*%°
GPx (Ug/Hb) 60,13 + 9,187 76,46 + 17,73 144,50 + 16,95 <0.0001*%°
IST (%) 32,61 + 8,929 42,73 + 23,80 73,00 + 23,75 <0.0001*°®
TNFa (pg/mL) 31,73 +24,21 50,34 + 44,50 117,70 + 173,90 <0.0001°°
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SMD (sindrome mielodisplastica); SF (sobrecarga de ferro); Hb (hemoglobina); FRT (ferritina); MDA
(malonaldeido); SOD (superoxido dismutase); CAT (catalase); GPx (glutationa peroxidase); IST
(indice de saturacdo da transferrina); TNFa (fator de necrose tumoral a). Resultados expressos em
média + desvio padréo. Foi realizada analise de Variancia (ANOVA), seguido do teste Kruskal-Wallis
como post hoc teste.

'quando comparado portador de SMD sem sobrecarga e voluntarios, com mutacéo HFE;

“quando comparado portador de SMD com sobrecarga e voluntarios, com mutacéo HFE;

3quando comparado portador de SMD com e sem sobrecarga de ferro, com mutacdo HFE.

4quando comparado portador de SMD sem sobrecarga e voluntarios, sem mutagao HFE;

*quando comparado portador de SMD com sobrecarga e voluntarios, sem mutacéo HFE;

unando comparado portador de SMD com e sem sobrecarga de ferro, sem mutacdo HFE.

A Tabela 10 detalha as analises laboratoriais dos pacientes com e sem
mutacéo para o HFE, por grupo (com e sem SF).

Tabela 10 — Avaliacdo laboratorial nos pacientes portadores de SMD, mutantes e

nao mutantes para o gene HFE.

Grupo Parametros Gene HFE sem mutacgéo Gene HFE com Valor de p
mutacao
n =41 (70,7%)
n =17 (29,3%)
Hb (g/dL) 9,660 + 3,25 9,529 + 2,68 0.8843
SMD sem FRT (ng/dL) 205,3 + 139,7 518,6 + 236,4 <0.0001"
MDA (uM) 9,592 + 3,073 10,91 + 4,651 0.2789
Sobrecarga Nitrito (nM) 3,697 +2,171 3,085 + 1,978 0.6842
g SOD (Ug/Hb) 3497 + 603,8 3590 + 563,1 0.6376
Ferr
€ Ferro CAT (Ug/Hb) 24.295 + 3.669 26.312 + 3.669 0.0825
(n =58) GPx(Ug/Hb) 76,46 + 17,73 91,16 + 7,48 0.0046"
IST (%) 42,73 + 23,80 49,29 + 21,75 0.3316
TNF-a (pg/mL) 50,34 + 44,50 50,53 + 27,06 0.2530
Grupo Parametros n =13 (65%) n =07 (35%) Valor de p
Hb (g/dL) 6,353 + 2,02 6,161 +1,44 0.8278
FRT (ng/dL) 1.883 + 1.236 4.731 + 3.684 0.0189°
MDA (uM) 13,30 + 1,227 14,85 + 1,195 0.0273°
Nitrito (nM) 5,635 + 1,857 9,150 + 1,132 0.0010?
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SMD com SOD (Ug/Hb) 4.850 + 420,60 5.334 + 310,10 0.02897
CAT (Ug/Hb) 25.888 + 2.557 30.506 + 5.068 0.02837

Sobrecarga
GPx(Ug/Hb) 144,50 + 16,95 165,40 + 15,27 0.02672
de Ferro IST (%) 73,00 + 23,75 92,14 + 4,67 0.0515
(n =20) TNF-a (pg/mL) 117,70 + 173,90 155,90 + 198,70 0.2811

SMD (sindrome mielodisplastica); SF (sobrecarga de ferro); Hb (hemoglobina); FRT (ferritina); MDA
(malonaldeido); SOD (superoxido dismutase); CAT (catalase); GPx (glutationa peroxidase); IST
(indice de saturacdo da transferrina); TNFa (fator de necrose tumoral a). Resultados expressos em
média * desvio padrdo. Foram aplicados testes t-Student e Mann Whitney;

'quando comparados portadores de SMD sem sobrecarga de ferro, com e sem mutagdo do HFE.

2quando comparados portadores de SMD com sobrecarga de ferro, com e sem mutacdo do HFE.
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5 DISCUSSAO

As sindromes mielodisplasticas se caracterizam pela heterogeneidade
biolégica, morfologica e clinica. E considerada a condicdo hematologica mais
comum em adultos, com incidéncia crescente com a idade, sendo mais frequente
em individuos com idade superior a 60 anos.

No presente estudo, a maioria dos pacientes (64,4%) apresentou idade
superior a 60 anos. A idade media dos portadores de SMD foi de 64,6 anos. Esses
dados mostram que, apesar da SMD ser mais frequente na populacdo de idosos, no
Brasil a média de idade € inferior a relatada na maioria dos estudos americanos e
europeus (MA X et al.,, 2007; SEKERS, 2010; NEUKIRCHEN et al., 2011), talvez
uma consequéncia intrinseca da heterogeneidade genética da populacdo brasileira
ou uma consequéncia da exposicdo ndo controlada a fatores ambientais
ocupacionais que contribuem para a patogénese de SMD.

Nos paises ocidentais, a mediana de idade de pacientes com SMD ao
diagnéstico é superior a 70 anos. Em estudos epidemiolégicos realizados na
Alemanha, Franca e nos Estados Unidos a mediana de idade encontrada foi de 71,
74 e 75 anos, respectivamente (GERMING et al., 2004; NISSE et al., 2001; MA X et
al., 2007). Estudos realizados em paises asiaticos demonstraram que 0s pacientes
sdo, no minimo, 8 a 10 anos mais jovens do que nos paises ocidentais. A mediana
de idade é 59 anos em Taiwan (TIEN et al., 1994), 60 no Japdo (OGUMA et al.,
1995), 56 na Tailandia (INTRAGUMTORNCHAI et al., 1998), 53 na Coréia (LEE et
al., 1999), 50 na China (ZHAO et al., 2002) e 55 na india (DAKSHINAMURTHY et
al., 2005).

No Brasil, um pais de dimensdes continentais, dados sobre a
epidemiologia da doenca sdo escassos. Um registro retrospectivo de casos
brasileiros, realizado no periodo de 2003-2007 analisou um total de 476 pacientes
em 12 centros distribuidos pelas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul.
Embora n&o considerado representativo da populacéo brasileira, observou-se uma
mediana de idade de 68 anos (MAGALHAES et al., 2010).

A incidéncia da SMD é discretamente maior nos homens que nas
mulheres (FARQUHAR; BOWEN, 2003). No presente estudo, a percentagem de

pacientes do sexo feminino com SMD foi de 50,5% com uma relacdo M/F de 1:1.02,
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portanto, uma distribuicdo um pouco distinta do que € reportada na literatura por
Oguma et al. (1995), Greenberg et al. (1997), Chen et al. (2005), Solé et al. (2005),
Haase et al. (2007), Ma X et al. (2007), Neukirchen et al. (2011), mas semelhante
aguela descrita por Magalhdes et al. (2010), que mostraram, em pacientes
brasileiros portadores de SMD, discreto predominio do sexo feminino (50,8%) e por
Ghoti et al. (2010) que apresentaram incidéncia de 63,15% do sexo feminino.

A média de idade dos pacientes foi de 76,3 anos para homens e 74,1
anos para mulheres. Os pacientes masculinos apresentaram a doenga em idade
mais avancada ou foram diagnosticados mais tardiamente, ao contrario do que foi
demonstrado por Neukirchen et al. (2011), relato em que a media de idade foi de 69
e 78 anos para homens e mulheres, respectivamente.

O Brasil ocupa hoje a terceira posi¢cao no ranking dos maiores produtores
agricolas do mundo e é lider no consumo de agrotoxicos (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE SAUDE COLETIVA - ABRASCO), 2012). Os dados do censo
agropecuario de 2006 demonstram o0 uso exacerbado de agrotoxico em todo o pais.
Apesar de o Ceara ser 0 quarto maior usuario de agrotoxicos do Brasil e o primeiro
do Nordeste (IBGE 2009), néo foi possivel inferir qualquer relacdo entre exposicao
ocupacional e incidéncia da doenca, uma vez que somente 32,7% dos pacientes
advinham do interior no qual o uso de agrotoxico € mais frequente. Além do que,
pelo carater retrospectivo desse levantamento, apenas 25% dos prontuarios
registraram dados sobre exposicdo a carcinégenos.

A presenca de 67,3% de pacientes provenientes de zona urbana chamou
atencdo. E possivel que os pacientes cadastrem nos seus registros o endereco de
amigos ou parentes da capital. No entanto, € preocupante a possibilidade da
subnotificacdo e ainda de que grande parte dos pacientes da zona rural ndo tenham
acesso aos centros de referéncia e, portanto, ndo tenham diagndstico ou tratamento
adequados.

A maioria dos pacientes (94,1%) foi diagnosticada como SMD priméaria e
apenas 5,9% representavam a SMD secundaria, sendo este numero um pouco
inferior ao relatado na literatura, que é em torno de 10%. Neukirchen et al. (2011) e
Sekeres et al. (2008) relataram uma frequéncia de 9,2% e 10% de casos
secundarios, respectivamente.

Quanto a classificacdo da OMS, os resultados aqui obtidos se

assemelham ao estudo apresentado por Haase et al. (2007) que mostrou uma
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predominancia de SMD de baixo risco (82% dos casos) nos paises ocidentais, com
maior prevaléncia dos subtipos AR, ARSA e CRDM. O subtipo predominante nesse
estudo foi CRDM (61,4%). No registro de casos brasileiros, também o subtipo
predominante foi CRDM (40,6%) de acordo com a classificacdo da OMS e AR
(56,7%) de acordo com da FAB. (Magalhaes et al. 2010). Estudos de Dtisseldorf, um
centro alemado de referéncia, revelaram frequéncia significativamente maior de
subtipos OMS de alto risco (AREB-1 e AREB-2) em pacientes do sexo masculino
(NEUKIRCHEN et al., 2011), o que também foi constatado na série aqui estudada,
com uma frequéncia de 58,3% nos pacientes masculinos e 41,7% nos pacientes
femininos.

A anemia severa € um importante fator de morbidade e mortalidade,
principalmente devido ao aumento de risco de doenca cardiaca. Apesar de relatos
discrepantes na prevaléncia de doencga cardiaca, esses eventos foram identificados
como uma importante comorbidade extra-hematoldgica e causa de morte em SMD
(MALCOVATI et al. 2011). O estudo recente de Castro et al. (2012) mostrou uma
forte correlacéo entre os baixos niveis de hemoglobina e marcadores pré-clinicos de
lesdo cardiaca. Sessenta e trés (62,4%) pacientes aqui avaliados apresentaram
hemoglobina < 10g/dL, sendo 52,4% do sexo masculino e 47,6% do sexo feminino,
semelhante ao relatado por Ghoti et al. (2010).

A neutropenia e plaquetopenia foram observadas em 68,3% e 52,5% dos
casos, respectivamente, e ambas foram observadas em maior proporcdo nos
pacientes masculinos (56,5% e 58,5%, respectivamente), corroborando com o
achado de Magalhaes et al. (2013), de que a doenca € diagnosticada em fase mais
avancada nesses pacientes.

A frequéncia de medula hipocelular (28%) observada nesse estudo foi
maior do que a descrita na literatura (10 - 20% dos casos) (CATENACCI,
SCHILLER, 2005; GERMING et al., 2008; DELLA PORTA et al., 2009), porém condiz
com estudos nacionais, que relatam frequéncia aproximada de 25% (LORAND-
METZE et al., 2004, VASSALLO; MAGALHAES, 2009). E possivel que, novamente,
caracteristicas populacionais e geograficas respondam por essas diferencas.

A andlise do cariotipo € fundamental para o diagndstico, indicador de
prognostico importante para a sobrevida e risco de transformacado leucémica e para
a decisdo terapéutica de pacientes com SMD. Dentre 0s pacientes com metafases

analisadas, observou-se que 52,1% dos pacientes apresentaram cariotipo normal e
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em 47,9% pelo menos uma alteragédo foi detectada, estando de acordo com o0s
estudos em SMD de novo de Dakshunamurthy et al. (2005) e Haase et al. (2007).
Esse dado foi superior aos estudos nacionais publicados por Romeo et al. (2002) e
Pinheiro, Chauffaille, (2009), nos quais foi observada uma frequéncia de 35,2% e
20,5% de alteracdes citogenéticas, respectivamente.

As delecdes do braco longo do cromossomo 5 sdo as alteracbes mais
frequentemente encontradas (HIRAI, 2003; HAASE, 2008). Os dados desse estudo
comprovam a elevada prevaléncia de alteracbes envolvendo o braco longo do
cromossomo 5 (38,3%) nos pacientes com alguma alteragdo citogenética clonal e
em 18,3% de todos os pacientes com analise citogenética disponivel. Achados
semelhante aos observados por Magalhdes et al. (2013) e superiores aos relatados
por Haase et al. (2007) que encontraram del(5g) em 30% dos casos com cariétipo
alterado e em 14% dos pacientes com analises cariotipicas. Mauritzson et al. (2002)
e Romeo et al. (2002) observaram uma frequéncia de delecéo da regido 5q de 25%
e 33,3%, respectivamente, entre 0s pacientes com qualquer alteracao citogenética.

A alteracdo envolvendo o cromossomo 7 (-7/7g-) € descrita com
frequéncia que varia de 11,1% a 17% (HAASE et al., 2007). Na série aqui avaliada a
frequéncia da alteracdo citogenética do cromossomo 11 (-11/11g-) foi 8,8%,
diferente daquela relatada por Mauritzson et al. (2002) e Nosslinger et al. (2001) que
observaram frequéncia de 2,5% e 1,1% respectivamente. A frequéncia de alteracdes
do cromossomo 17 (-17/17p-), de 8,8% do total de pacientes com alteracao
citogenética, foi bem superior as descritas por Haase et al. (2007) e Bernasconi et al.
(2008), que relataram frequéncias em torno de 5% (do total de pacientes com
alteracdo citogenética) e 1,2% (do total de pacientes com SMD), respectivamente.

Dessa forma como descrito por outros autores, as alteracbes
cromossOmicas aqui encontradas foram predominantemente nao balanceadas,
sobretudo aquelas envolvendo o cromossomo 7 (-7/79-), cromossomo 17 (-17/17p-)
e principalmente perda da regido 5q (5g9-) (SOLE et al., 2005; HAASE et al., 2007;
PEDERSEN-BJERGAARD; ANDERSEN; ANDERSEN, 2007; BERNASCONI et al.,
2008; HAASE, 2008). Esses fatores, possivelmente, contribuiram para a alta
prevaléncia dos grupos de mais baixo risco na populacéo estudada.

Variacbes nas frequéncias das alteracdes citogenéticas sdo relatadas
como uma possivel associagéo aos diferentes perfis étnicos da populacdo estudada.

As alteracdes isoladas do cromossomo 5 (-5/50-) e 7 (-7/79-) s&o mais frequentes
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(variando entre 12,8%-23,1% e 3,1%-19,4%, respectivamente) nos paises ocidentais
do que nos paises orientais nos quais representam um menor grupo de casos
(CHEN et al., 2005).

A frequéncia de caribtipos considerados de prognéstico favoravel foi de
67,6% e de prognostico desfavoravel (9,9%) nos pacientes aqui avaliados.
Greenberg et al. (1997) relataram frequéncia de 70% e 16%, respectivamente.

Magalhdes et al. (2010) revelaram que 83,2% dos pacientes brasileiros
foram classificados pelo IPSS como de baixo risco. Da mesma forma, nesse estudo
60,4% foram classificados como de baixo risco, sendo mais comum o0 subtipo
intermediario-l (40,6%). Algumas diferencas foram observadas com relacdo a
distribuicdo. O sexo masculino representou 61% do intermediario-1 e 83,3% do alto
risco (alto + intermediario-2), sugerindo que a doenca parece ter apresentacdo mais
avancada nos pacientes masculinos ou o diagnéstico mais tardio, visto que esses
pacientes apresentaram idade maior ao diagnéstico.

Em resumo, os pacientes do sexo masculino apresentaram idade mais
avancada, maior numero de citopenias, menor dosagem de hemoglobina, menor
contagem de neutréfilos e de plaquetas, maior numero de unidades transfundidas e
IPSS de progndstico mais desfavoravel.

Ao se compararem caracteristicas laboratoriais entre os grupos observou-
se que a avaliacdo seriada dos parametros de SF (ferritina, ferro sérico e o indice de
saturacdo da trasferrina) revelou aumento significativo nos pacientes com SMD,
guando comparados aos controles, o que se justifica pelo quadro de maior absor¢ao
intestinal de ferro secundaria a eritropoese ineficaz associada a dependéncia
transfusional. Esses dados s&o similares a outros estudos em SMD (ARMAND et al.,
2007; SANZ et al., 2008; LIST, 2010; DELFORGE et al., 2011; LIST et al., 2012;
GATTERMANN et al.,, 2012; DE SOUZA et al.,, 2013) e em outras doencas
hematoldgicas (BELINI JUNIOR et al., 2012; SANTOS, et al., 2012; BARBOSA et al.,
2013).

As reacOes cataliticas favorecem a formacédo de radicais livres que
promovem a oxidacdo espontanea dos acidos graxos insaturados nas membranas
célulares, principalmente na presenca do ferro, causando peroxidacgéo lipidica, e
eventual lesdo organica (FILLET; BEGUIN; BALDELLI, 1989). Os resultados deste
estudo revelaram um aumento significativo nos niveis das enzimas ALT, AST e LDH

nos portadores de SMD e SF quando comparados aos outros individuos estudados,
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sugerindo um quadro clinico de maior toxicidade nestes doentes. Excesso de ferro
no parénquima hepatico pode desencadear e exacerbar a formacao de coldgeno e
de fibrose, podendo evoluir para cirrose nos casos mais graves (KUSHNER,;
PORTER; OLIVIERI, 2001; TAKATOKU et al.,, 2007; GATTERMANN, 2012;
BARBOSA et al., 2013; COSTA-MATOS et al., 2013).

Na SMD a LDH foi considerada, através de analise multivariada, um fator
de prognostico independente e dinamico, utilizado na estratificacdo de risco e no
seguimento para deteccdo precoce de progressdo (WIMAZAL, 2007). A elevacéo
significativa dessa enzima observada nos pacientes com SF transfusional pode ter
sido decorréncia do excesso de ferro livre que favorece a formagao de radicais livres
e estresse oxidativo.

Em individuos normais o acido Urico em excesso produz urato que leva a
formacao de cristais, atuando como pré-oxidante (REES; WILLIAMS; GLADWIN,
2011). Na presenca de SF pode atuar como antioxidante por sua capacidade de
quelar metais de transicdo (NAOUM, 2006). Nos pacientes com SF niveis
significantemente menores de &cido Grico foram observados. E possivel que isso
represente um efeito protetor nesses pacientes expostos ao excesso de ferro.

Existe uma correlagcdo positiva entre idade avancada e acumulacao
irreversivel do estresse oxidativo (NOHL, 1993; GUO; HEYDARI; RICHARDSON,
1998; FINKEL; HOLBROOK, 2000; HAMILTON et al., 2001). A exposi¢cdo cumulativa
a agentes oxidantes exdégenos, assim como aos subprodutos dos processos
metabdlicos intracelulares leva a acumulagcéo progressiva e dano oxidativo muitas
vezes irreversivel, além do que, o balanco de radicais livres sofre influéncias
genéticas, ambientais, nutricionais e culturais (tabagismo, alcoolismo), o que é um
complicador adicional (VASCONCELOS et al., 2007).

Na série aqui estudada, os niveis dos produtos secundarios da
peroxidacdo lipidica, MDA e nitrito, foram significantemente maiores nos pacientes
com sobrecarga de ferro transfusional. Esses dados estdo de acordo com estudo de
Saigo et al.,, 2011 no qual 40 pacientes com SMD e SF foram analisados e um
aumento significativo de marcadores de estresse, através de dosagens dos
metabolitos derivados do oxigénio (teste dROM) e dos produtos de ions férrico e
ferroso (FRAS) foi observado. Ghoti et al. (2010) também demonstraram, em 19
pacientes com SMD e SF transfusional, um aumento de espécies reativas derivadas

de oxigénio e elevacédo significativa da peroxidacao lipidica em eritrocitos. Outros
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autores encontraram marcadores de estresse oxidativo em niveis significantemente
elevados em individuos com SMD e sobrecarga de ferro transfusional, juntamente
com anormalidades nos niveis das enzimas antioxidantes (FARQUHAR; BOWEN,
2003; GATTERMANN; RACHMILEWITZ, 2011).

A elevacéo do estresse oxidativo decorrente da SF pode dirigir um ciclo
de instabilidade gendmica que leva a quebras das cadeias duplas, erros de
reparacao, resultando em dano no DNA nuclear e mitocondrial, contribuindo, assim,
para instabilidade gendmica, evolucdo clonal, progressdo e leucemia aguda
(SALLMYR; FAN; RASSOUL, 2008). Aléem do aumento do estresse oxidativo, a
capacidade prejudicada de reparo do DNA pode contribuir para o dano oxidativo
irreversivel do DNA (GATTERMANN; RACHMILEWITZ, 2011; RIBEIRO JUNIOR,
2013).

A célula possui sistemas enzimaticos especificos capazes de reduzir e
neutralizar os radicais livres que podem atuar em duas linhas, detoxificando o
agente antes que ele cause lesédo (SOD, GPx e GSH reduzida) ou reparando a leséo
ja ocorrida (GPx e GSH redutase) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A SOD participa da primeira linha de defesa, catalisando a dismutacdo do
anion superéxido em peréxido de oxigénio, antioxidante (VASCONCELOS et al.,
2007). No presente estudo foi observado aumento na atividade da enzima SOD nos
portadores de SMD, sobretudo em pacientes com SF quando comparados aos
controles, o que pode ter ocorrido como resposta compensatOria ao estresse
oxidativo aumentado nesse grupo.

A CAT e a GPx, enzimas antioxidantes da segunda linha de defesa,
mostraram-se também elevadas nos pacientes com sobrecarga de ferro quando
comparados aos outros individuos avaliados. A CAT desempenha um papel
importante na resposta adaptativa da célula e na aquisicao de tolerancia ao estresse
oxidativo (GADJEVA; KUCHUKOVA; GEORGIEVA, 2005; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). O excesso de ferro e minerais como, cobre, zinco, manganés
e selénio medeiam a atividade da GPx (CETIN et al., 2004). Os achados de aumento
significativo da atividade dessa enzima nos pacientes com SF corrobora com essa
afirmacao.

Naoum (2006) evidenciou elevacdo das atividades das enzimas
antioxidantes em pacientes com sobrecarga de ferro, sugerindo um mecanismo

compensatorio ao aumento da producdo de radicais livres. Uma correlacdo positiva
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entre aumento das enzimas antioxidantes e sobrecarga de ferro foi observada.
Diferentemente, Ghoti et al. (2010), encontraram o antioxidante GSH abaixo do valor
de referéncia em pacientes com SMD e sobrecarga de ferro, sugerindo que haveria
um “consumo” da defesa antioxidante ndo enzimatica. E importante ressaltar que
estudos relacionados ao estresse oxidativo apresentam resultados discrepantes ao
avaliar a atividade antioxidante. Alguns demonstram valores aumentados, enquanto
outros diminuidos ou, as vezes, sem diferenca significativa. E possivel que estas
divergéncias ocorram devido a diferencas nas técnicas de medicao, diferencas nos
tipos de amostra a ser testada (células vermelhas, plasma ou soro) ou ainda devido
a inclusédo de pacientes em diferentes estagios da doenca, origem étnica, estilo de
vida (uso de alcool, fumo) e hébitos alimentares (RANJEKAR et al., 2003; NG et al.,
2008). Mesmo na presenca de grande quantidade de antioxidantes dentro das
células, os fatores oxidantes podem superar essas defesas, causando lesbes
teciduais. Assim é possivel que um antioxidante atue como protetor em determinado
sistema, mas falhe na protecéo de outros tecidos ou facilite a progresséo das lesdes
induzidas (BIANCHI, ANTUNES, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007
VASCONCELOS et al., 2007).

Ghoti et al. (2007) encontraram correlacdo positiva (r = 0.60) entre as
concentracbes de ferritina sérica e espécies reativas derivadas de oxigénio em
pacientes com sobrecarga de ferro. No presente estudo os marcadores da
peroxidacao lipidica, MDA e nitrito, também apresentaram uma correlacdo positiva,
direta, com os niveis de ferritina sérica. Uma correlacao linear foi observada entre os
marcadores do estresse oxidativo estudados, MDA e nitrito. As atividades das
enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT também foram correlacionadas diretamente
a sobrecarga de ferro. Esses achados estdo condizentes com uma relagéo
estabelecida entre, anemia, sobrecarga de ferro e estresse oxidativo (NAOUM,
2006; GHOTI et al., 2007, 2010; GATTERMANN; RACHMILEWITZ, 2011; SAIGO et
al., 2011; GATTERMANN, 2012).

Esses marcadores sdo importantes para reducdo da morbidade e
mortalidade. Além do que, foi demonstrado que ha uma correlacdo inversa entre a
resposta hematologica, concentracdo de ferro e intensidade do estresse oxidativo,
uma vez que concentracdes elevadas de EROs reduzem a sobrevida de células
hematopoéticas (BRADLEY et al., 1997).
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A terapia quelante estd indicada em casos de sobrecarga de ferro em
pacientes de baixo risco, com expectativa de vida superior a um ano e naqueles
candidatos ao transplante de medula 6ssea. Sao beneficios esperados da quelacéo
adequada, a menor incidéncia de eventos cardiacos, diabetes e disfuncdo hepatica,
melhora da funcdo hematopoética, diminuicdo no risco de progressao para leucemia
aguda e melhora da sobrevida global. A analise post-hoc de uma série de 341
pacientes mostrou melhora hematoldgica eritrdide, em plaquetas e em neutrofilos
em 21,5%, 13% e 22% respectivamente. O tempo médio de resposta foi 109, 169 e
226 dias, respectivamente. A reducdo dos niveis séricos de ferritina foi maior nos
pacientes que apresentaram melhora hematoldgica. Entre os provaveis mecanismos
implicados esta a reducdo do estresse oxidativo e de seu efeito toxico e inibitorio
sobre a hematopoese (GATTERMANN et al., 2012). Tendo em vista a associagcao
entre estresse oxidativo e sobrecarga de ferro é razoavel supor que uma associagcao
entre quelante e antioxidante possa aumentar ou potencializar a resposta
hematoldgica.

Foi observada uma correlacdo entre os valores da ferritina sérica (r=
0.3193, p=0.0049) e a enzima ALT, marcador de necrose hepatica. Venturini et al.
(2010) demonstraram essa associacdo em pacientes com hepatite C, o que
comprova a disfuncdo hepética crbnica, complicagdo comum em pacientes
sabidamente com sobrecarga de ferro.

O TNFa e o estresse oxidativo, em decorréncia da exarcebacado de
producdo de espécies reativas estado descritos na literatura como fatores implicados
na patogénese de SMD e progressédo para leucemia (ROSENFELD; LIST, 2000;
HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003; MALCOVATI, 2007; SAIGO et al., 2011).

O TNFa e o estresse oxidativo sao fatores implicados na patogénese de
SMD e progresséao para leucemia (ROSENFELD; LIST, 2000; HUSSAIN; HOFSETH,;
HARRIS, 2003; MALCOVATI, 2007; SAIGO et al., 2011). Niveis elevados de TNF-a
tem papel na formacdo de especies reativas derivadas de oxigénio, levando a
instabilidade gendmica, danos no DNA e mutacdes adicionais (ROSENFELD; LIST,
2000; FARQUHAR; BOWEN, 2003; HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003;
MALCOVATI, 2007; SAIGO et al.,, 2011; ZHANG et al., 2013). Além disso, em
pacientes portadores de SMD, podem promover a apoptose de células
hematopoéticas, contribuindo para o quadro de hematopoese ineficaz e citopenias

encontradas no sangue periférico (SHETTY et al., 2000).
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Nos portadores de SMD e SF houve um aumento significativo do TNFa
plasmatico, quando comparados aos individuos saudaveis. Estudos de Verhoef et al.
(1992), Allampallam et al. (2002) e Zhang et al. (2013), mostraram concentragbes
elevadas de TNFa no plasma e medula 6ssea de pacientes com SMD. Em outras
doencas hematoldgicas também foi demonstrada uma elevacdo desta citocina
(MALAVE et al.,, 1993; PATHARE et al.,, 2004; CERQUEIRA et al.,, 2011). Foi
observada uma correlacéo direta e significativa entre TNFa e ferritina sérica. Esses
achados contribuem para a possibilidade de beneficios também na associacao entre
quelantes e drogas com efeito inibitério do TNFa.

Vérios estudos tém sido realizados para avaliar a frequéncia das
mutacBes do gene HFE em diferentes populacdes. Entretanto, no Brasil henhum
relato que avalie os efeitos dessa mutacdo sobre a sobrecarga de ferro decorrente
da dependéncia transfusional em pacientes com SMD foi encontrado. E razoavel
supor que a presenca da mutacdo constitui um fator adicional agravante nesses
pacientes portadores de anemia dependente de transfusao.

A mutacdo C282Y € observada em quase 80% dos individuos com
manifestacbes clinicas de HH e os outros pacientes com a doencga, ha sua maioria,
apresentam genotipo composto heterozigético (C282Y/H63D) (BEUTLER, 2004,
SIAH et al., 2006; SANTOS, et al., 2012). No Brasil essa mutacdo apresenta
distribuicio heterogénea. E rara na regido norte do pais (TORRES et al., 2008)
enquanto na regido sudeste foram descritas frequéncias entre 1,1% e 2,1% em
doadores de sangue (SANTOS et al.,, 2008). Por sua vez, a mutacdo H63D é
relativamente frequente, ndo sendo observada diferenca significativa entre as
frequéncias na forma heterozigética em portadores de malaria e doadores de
sangue da regido norte (SANTOS et al., 2008).

Neste trabalho, 165 individuos foram avaliados para a pesquisa de
mutacdo no gene HFE. Pelo menos uma mutagéo foi identificada em 30,8% dos
portadores de SMD e em 5,75% dos idosos saudaveis, a maioria em heterozigose.
Dados semelhantes foram observados por Altes et al. (2003), que verificaram em
29,0% a mutacao do gene HFE, quando analisaram 150 pacientes com evidéncia de
sobrecarga de ferro por meio de parametros bioquimicos.

Na série de pacientes com sobrecarga de ferro, 35% foram identificados
com pelo menos uma mutagao do gene HFE, sendo 71,4% do sexo masculino. No

estudo de Viana-Baracioli et al. (2012) em 28 pacientes com anemia falciforme e SF,
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a presenca de pelo menos um dos polimorfismos no gene HFE foi observada em
28,6% dos pacientes, sendo 50% do sexo masculino.

Os pacientes portadores de SMD e SF apresentaram frequéncia de 5%
para dupla heterozigose (C282Y/H63D), semelhante ao estudo de Pietrangelo
(2010), que demonstrou frequéncia para esse genaotipo de 5% e superior a Adams et
al. (2005) que observaram frequéncia de 2% para heterozigotos compostos. Estudos
de Viana-Baracioli et al. (2012) e de Altes et al. (2003) observaram frequéncias para
0 genotipo heterozigotos compostos superiores ao relatado na serie aqui estudada,
de 7,14% e 9,5%, respectivamente.

Os dados do presente estudo mostraram que 59,30% dos pacientes
apresentaram a mutacdo para o H63D, 10,2% na condicdo de homozigose
(H63D/H63D) e 49,10% em heterozigose (H63D/WT). Viana-Baracioli et al. (2012)
observaram o genoétipo em heterozigose (H63D/Wt) somente em 6 (21,43%)
pacientes com anemia falciforme. No grupo com SF a frequéncia para o H63D foi de
30,0%, 5% em homozigose (H63D/H63D) e 25% em heterozigose (H63D/Wht),
superior ao relato de LIST et al. (2012) que avaliaram 94 portadores de SMD para
mutacdo do gene HFE e observaram frequéncia de 25,5% para H63D. Esses
achados associados a condi¢cfes patoldgicas capazes de alterar o metabolismo do
ferro podem desempenhar papel importante na predisposicdo ao acumulo patoldgico
de ferro (PIETRANGELO, 2004, 2006, 2009, 2010).

No atual estudo foram observadas frequéncias alélicas para o C282Y de
2,50% nos pacientes com SF e para o H63D de 3,05% nos idosos saudaveis e de
17,5% nos pacientes com SF. Viana-Baracioli et al. (2012) observaram entre 0s
pacientes com doenca falciforme frequéncia alélica para o alelo C282Yde 3,5% e
para o H63D de 10,7%. Alguns estudos analisaram populacdo de individuos
saudaveis. Santos et al. (2008) e Terada et al. (2009) relataram frequéncias do alelo
C282Y de 1,1% e 2,1%, em doadores de sangue brasileiros, respectivamente. Para
o alelo H63D, Santos et al. (2008) encontraram frequéncia de 13,8%. Viana-Baracioli
et al. (2012) observaram em doadores de sangue frequéncia alélica para o C282Y
de 2,1% e para o H63D de 13,4 %.

A baixa frequéncia da mutagdo C282Y, 3 a 8 vezes menor em brasileiros
guando comparados aos caucasianos do norte da Europa, reforca a tese de uma
menor dispersdo dessa mutacdo. Provavelmente essa diferenca se deve a

diversidade étnica da populacdo brasileira. A frequéncia alélica da mutacdo H63D
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parece ser semelhante entre essas duas populacbes (AGOSTINHO et al., 1999;
SANTOS et al., 2012).

Vérios estudos relataram frequéncia de heterozigotos para a mutagao
S65C entre 0,4% e 2,1% (LIST et al., 2012, SANTOS et al., 2012). Diferentemente,
neste estudo néo foi encontrada essa mutagdo nos grupos avaliados.

Desta forma, observou-se que pode haver uma ampla variagdo na
frequéncia da mutacdo do gene HFE, especificamente da mutacdo C282Y
dependendo ndo apenas da populacdo estudada, mas também dos critérios
adotados na selecdo da amostra e dos critérios utilizados para o diagnéstico de
sobrecarga de ferro. Quando o critério inclui o diagndstico histologico de sobrecarga
em amostras pré-selecionadas, a frequéncia dessa mutacdo € maior quando
comparada aquela observada quando os doentes séo selecionados aleatoriamente,
a partir de parametros bioquimicos de sobrecarga de ferro (BRADLEY; HADDOW;
PALOMAKI, 1996; BACON et al., 1999a; BRANDHAGEN et al., 2000)

A elevada frequéncia da mutacdo do gene HFE frente a pouca evidéncia
clinica e/ou laboratorial de sobrecarga de ferro levou a observacdo de penetrancia
incompleta do gene mutante, o que pode ser explicado pela flutuacdo do alelo,
atribuido ao constante movimento, migracdo e a mistura das populacdes (BONINI-
DOMINGOS, 2006; VIANA-BARACIOLI et al.,, 2012). Os estudos brasileiros
envolvendo esse gene ocorrem com um pequeno numero de participantes. Analises
multicéntricas sdo necessarias para definir melhor a populacdo com relacdo a
mutacéo do gene HFE.

Quando se correlacionou genoétipo e parametros laboratoriais observou-se
que todos os individuos com a mutacdo (controles e pacientes), apresentaram
ferritina significativamente maior aqueles com auséncia da mutacdo. A presenca da
mutacdo no gene HFE indica a existéncia de alteragdo genética relacionada a
hemocromatose e maior predisposicdo do doente em desenvolver o fenétipo de
sobrecarga, entretanto, ndo € suficiente para o diagnéstico de HH (BACON, 2001;
BEUTLER, 2003).

Quando se analisaram os valores de MDA e nitrito observou-se que nos
pacientes com SF os valores foram significativamente maiores, fato que se mostrou
independente da presenca da mutacdo do gene HFE. No grupo de pacientes sem

SF ndo se observou diferenca significativa, quando se compararam 0s pacientes



122

mutantes e ndo mutantes. Nao ficou demonstrada, portanto a influéncia da mutagéao
nos parametros do estresse oxidativo, talvez devido ao tamanho da amostra.

Os valores obtidos das atividades das enzimas antioxidantes, SOD, CAT
e GPx, foram significativamente mais elevadas nos pacientes com SF, indicando que
0 aumento da peroxidacdo lipidica foi seguido do aumento da capacidade
antioxidante. Para as atividades da SOD e CAT observou-se somente diferenca
significativa quando comparados pacientes com SF, mutantes e ndo mutantes, que
justifica a ndo influéncia da mutacéo nessas variaveis.

Diferentemente, para a atividade da GPx foi observada uma diferenga
significativa quando comparados os dois grupos de pacientes, com e sem SF, com
presenca ou ndo da mutacao. Acredita-se que essa variacao observada esteja mais
ligada a presenca da SF transfusional do que a presenca da mutacao no gene HFE.
Este fato isolado necessita de mais estudos para posterior confirmacdo, uma vez
gue somente esse parametro mostrou relagdo com a mutacao do gene HFE nesses
pacientes. A atividade da enzima GPx atua nos dois momentos, antes da lesdo e no
reparo da lesdo ja ocorrida, o que pode justificar o aumento da atividade dessa
enzima nos pacientes, sem e com a mutacao do gene HFE.

Os resultados deste estudo revelaram uma relacdo direta entre a
sobrecarga de ferro, niveis elevados de TNF-a e marcadores de estresse oxidativo.
Embora a compreenséo destes efeitos aguarde estudos posteriores € consenso que
a SF deve ser monitorada e gerenciada em um grupo selecionado de pacientes com
base na estratificacdo de risco, expectativa de vida, sobrecarga de ferro e
necessidade transfusional. Seria razoavel a hipétese de que a presenca da mutacao
no gene HFE poderia contribuir para um aumento dos valores séricos de MDA e
nitrito. No entanto, a andlise estatistica ndo mostrou diferenca significativa quando
0S pacientes com e sem mutacdo foram comparados, provavelmente devido ao
tamanho da amostra.

Esses dados apontam para a necessidade de adocdo de medidas
profilaticas e terapéuticas para a sobrecarga de ferro e estresse oxidativo na SMD.
O diagnéstico precoce e tratamento podem impedir ou retardar o desenvolvimento
de complicacdes clinicas relacionadas a toxicidade pelo excesso de ferro e dao

suporte para possiveis associagfes terapéuticas no tratamento quelante.
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6 CONCLUSOES

1- A sindrome mielodisplastica foi mais frequente em mulheres. A mediana de
idade foi semelhante a reportada em casos brasileiros, superior aos asiaticos e
inferior aos europeus e americanos. A doenca apresentou-se mais tardiamente no
sexo masculino e com mais critérios de gravidade e de pior evolugdo. A frequéncia

da del(5q) foi mais elevada que em outras séries relatadas.

2- Aumento nos niveis das enzimas ALT, AST e LDH foi detectado nos
portadores de SMD com SF, sugerindo maior toxicidade pelo excesso de ferro
nestes doentes. Os niveis de 4&cido urico se encontraram reduzidos
significantemente, possivelmente pela sua acdo antioxidante de quelar metais de

transicao, exercendo um efeito protetor.

3- Os marcadores da peroxidacdo lipidica apresentaram correlacdo positiva,
direta com sobrecarga de ferro. Houve correlagdo linear entre os marcadores do
estresse oxidativo, MDA e nitrito. As enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) foram
correlacionadas diretamente a sobrecarga de ferro. Esses dados sugerem possivel

beneficio da associacdo com agentes antioxidantes na terapia quelante.

4- A frequéncia da mutacdo do gene HFE foi maior nos pacentes que nos
controles. Todos os individuos com a mutacao do gene HFE apresentaram nivel de

ferritina significativamente superior aos outros individuos sem a mutacao.

5- Comprovou-se aumento significativo do nivel de TNF-a nos portadores de
SMD e correlacao direta com sobrecarga de ferro. Esses dados sugerem possivel

beneficio da associacdo com agentes inibidores do TNF-a na terapia quelante

6- Tanto os marcadores do estresse oxidativo, como as enzimas antioxidantes
foram superiores nos pacientes com sobrecarga de ferro, independente da presenca
da mutacdo do gene HFE, mostrando que o estresse oxidativo observado decorreu
da dependéncia transfusional, ndo constituindo a mutacdo do gene HFE um fator

adicional para evolugéo do quadro clinico.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa: “RELAGAO DO DANO
OXIDATIVO, MUTAGAO DO GENE HFE E FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF -a) COM A
SOBRECARGA DE FERRO TRANSFUSIONAL EM PORTADORES DE SINDROMES

MIELODISPLASTICAS”, que tem como objetivo analisar o dano causado pelo excesso
de ferro decorrente de mdultiplas transfusdes.

Em caso de duvida, podera comunicar-se com a pesquisadora Dra. Silvia
Maria Meira Magalhdes, no Servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio — UFC a Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Teofilo, Fortaleza,
CE. Fone: (0xx85)-3366 8623. Para tanto, necessitamos que a Senhor (a) autorize a
obtencdo da coleta de sangue no Servico de Hematologia, localizado na Rua
Capitao Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Tedfilo.

A patrticipacdo do (a) senhor (a) na pesquisa sera plenamente voluntaria e
consciente, ndo havendo qualquer pagamento ou compensacdo material, sendo
que, ao participar da pesquisa, nao ficara exposto (a) a nenhum risco, podendo
desistir a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua
identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacdo dos resultados
ficando restrita a discussado académica sem qualquer identificacdo. Sera, no entanto,
permitido o acesso as informacfes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.
Esse documento sera impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a
outra com a pesquisadora. Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por
concordar na integra com todos os termos acima expostos, manifestos, por vontades
préprias, livres e conscientes, o propdsito de participar do presente estudo.

Fortaleza, de de

Participante do Projeto de pesquisa Responséavel pelo preenchimento do termo
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARTICIPACAO EM PESQUISA COMO GRUPO CONTROLE
Vocé esta sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, como grupo

controle, de uma pesquisa “RELAGCAO DO DANO OXIDATIVO, MUTACAO DO GENE HFE E
FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF -a) COM A SOBRECARGA DE FERRO TRANSFUSIONAL
EM PORTADORES DE SINDROMES MIELODISPLASTICAS”. Para isso, necessitamos que 0

Senhor (a) autorize a obtencdo de uma amostra de sangue para analisarmos as
condicbes do estresse oxidativo no intuito de monitorizar os tratamentos e tornar
melhor a qualidade de vida dos pacientes submetidos a politransfusfes sanguineas.

A participacdo do (a) senhor (a) na pesquisa sera consciente, ndo havendo
qualguer forma de pagamento ou compensacdo material. Sua identidade sera
mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacao dos resultados totalmente proibida a
terceiros, ficando restrita a discussédo académica de ambito cientifico e, ainda assim,
sem qualquer identificacao.

Em caso de duvida, poderd comunicar-se com a pesquisadora Dra. Silvia
Maria Meira Magalhaes, no Servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio — UFC a Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza-
CE. Fone: (0xx85)-3366 8623. Esse documento serd impresso em duas vias, ficando
uma com o senhor (a) e outra com a pesquisadora.

Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na integra com
todos os termos acima expostos, manifestos, por vontades proprias, livres e
conscientes, o propésito de participar do presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante RG:

Assinatura do Pesquisador RG:
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Data do Cadastro:

N°.

| Inicio da medicacéo:

Nome:

Prontuario:

Telefone:

Data de Nascimento:

Sexo: ()M ()F

Profisséo: Doenca Base: () SMD

Exame fisico (aumento do figado ou bago) ( ) Sim ( ) N&o ( ) N&o registrado

Ndmero de Transfusdes

Basal 3 meses 6 meses 12 meses | 18 meses | 24 meses | 30 meses | 36 meses 42 meses
LDH/Ac. Urico Ferritina
Basal 3 meses 6 meses | 9 meses | 12 meses Basal 3 meses 6 meses 12 meses
Hemoglobina Hematécrito
Basal 3 meses 6 meses | 9 meses | 12 meses Basal 3 meses 6 meses 12 meses
Indice de Saturacdo da Transferrina (IST)/ CTLF AST
Basal | 3meses | 6meses | 9meses | 12meses | Basal | 3meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses
ALT Creatinina/Ureia
Basal 3 meses 6 meses | 9 meses | 12 meses Basal 3meses | 6 meses | 9 meses 12 meses
PCR
Mutacdo 1 Mutacéo 2 Mutacdo 3
Leucograma - Basal Leucograma — 6 meses Leucograma — 12 meses
* Absoluto % * Absoluto % * Absoluto %
WBC
NEU
PLT
Enzima Basal 6 meses 12 meses Observacgdes:
Catalase
GPx
SOD
Nitrito
MDA
TNFa
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ANEXO A

Caracteristicas clinicas e demogréficas de 124 portadores de SMD atendidos

de maio de 2010 a setembro de 2011, no servico de hematologia da

Universidade Federal do Ceara.

CARACTERISTICAS

DESCRICAO

Sexo

Masculino
Feminino

Idade (anos)
Média/Intervalo

<60

260

Procedéncia
Interior

Capital

N&o Informado
Classificacéo

SMD priméaria

SMD secundéria
Classificagdo OMS (2008)
CRDM

AR

ARSA

AREB |

AREB I

N° de citopenias
0/1

2/3

Dependéncia transfusional (%)
SIM

NAO

Hemoglobina (g/dL)
<10

>10

Plaquetas (mm3)

< 100.000

>100.000

Neutroéfilos (mm3)

<1.800

53 (42,7%)
71 (57,3%)

65,2 (16-95)
44,1 (32,3%)
75,2 (67,7%)

29 (23,4%)
80 (64,5%)
15 (12,1%)

116 (93,5%)
08 (6,5%)

63/116 (54,3%)
22/116 (19,0%)
15/116 (12,9%)
08/116 (6,9%)
08/116 (6,9%)

58 (46,8%)
66 (53,2%)

53 (42,7%)
71 (57,3%)

67 (54%)

57 (46%)

49 (39,5%)

75 (60,5%)

71 (57,3%)



>1.800

Variaveis laboratoriais (média)

Hemoglobina
Hematdcrito
Leucdcitos
Plaguetas
AST/TGO
ALT/TGP
Uréia
Creatinina
Ferritina
Ferro Sérico
STF

CTLF

152

53 (42,7%)

9,5 g/dL
29,5%
5.398 mm’®
162.070 mm®
28 U/L
28 U/L
33,8 mg/dL
1,0 mg/dL
852,56 ng/mL
127,5 pg/dL
49%
265,48 mg/dL

SMD: sindrome mielodisplastica; AR (anemia refrataria); ARSA (AR com sideroblastos em anel);

CRDM (citopenia refrataria com displasia multilinhagem); AREB | e Il (anemia refrataria com excesso

de blastos); ALT (alanina aminotransferase); AST (aspartato aminotransferase); STF (saturagdo da

transferrina); CTLF (capacidade total de ligacdo do ferro)
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ANEXO B

PROTOCOLOS

CITOCINA (TNF-a)

A citocina TNF -a foi dosada por Elisa através do kit especifico da e-

Bioscience® da forma que se segue:

Procedimento

1. Colocar 100 pL/poco de anticorpo de captura em tampéao de revestimento. Selar a
placa e incubar durante a noite a 4°C.

2. Aspirar cada poco e lavar 5 vezes com 250uL/poco. Esperar 1 minuto durante
cada passo de lavagem. Bater a placa sobre papel absorvente para remover
qualquer tampao residual.

3. Colocar 200 pL/poco do diluente de ensaio 1x. Incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora.

4. Aspirar e lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

5. Adicionar 100 pL/poco do padrao aos pocos apropriados. Executar duas diluicbes
para fazer a curva padréo.

6. Adicionar 100 pL/poco das amostras aos poc¢os apropriados. Cobrir ou selar a
placa e incubar a temperatura ambiente durante 2 horas (ou durante a noite a 4°C
para a sensibilidade maxima).

7. Aspirar e lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

8. Adicionar 100 pL/poco de anticorpo de deteccdo. Selar a placa e incubar a
temperatura ambiente durante 1 hora.

9. Aspirar e lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

10. Adicionar 100 pL/poco de avidina-HRP. Selar a placa e incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

11. Aspirar e lavar como no passo 2. Repetir um total de 7 lavagens.

12. Adicionar 100 pL/poco de solucédo de substrato a cada poco. Incubar a placa a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

13. Adicionar 50 pL de solugcéo de parada em cada poco.

14. Realizar a leitura da placa em 450 nm.
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CITOGENETICA CLASSICA

Coleta de medula 6ssea

Colher aproximadamente 2 a 3 mL de medula 6ssea em seringa 20cc contendo 1 a

2

mL de heparina. Obs.: Manter a agulha na seringa durante o transporte do

material.

Procedimento
Cultura (1°dia)

1.

o 00k~ WD

7.

Transferir amostra para tubo Falcon de 15 mL (capela de fluxo laminar - ambiente
estéril).

Acrescentar 1 mL de RPMI.

Homogeneizar lentamente por inversao.

Centrifugar 1200 rpm.

Remover o maximo possivel do sobrenadante com auxilio de pipeta.

Aspirar camada de leucécitos com pipeta Pasteur, apds centrifugacéo e adicionar
6 gotas do material em cada tubo T (contendo 3 mL de soro fetal e 7 mL de
RPMI).

Incubar cultura em estufa de CO;, a 37°C por 23h30min

Bloqueio do fuso mitético/ choque hipotdnico/ fixagao (2° dia)

1

. Adicionar 70 pL de Colcemid em cada tubo T.
2.

Homogeneizar (desprendendo todo o material das paredes do tubo T) e incubar

na geladeira por 30 minutos.

. Transferir amostra de cada tubo T para um tubo Falcon 15 mL e centrifugar por 10

minutos (1200 rpm).

. Remover o maximo possivel do sobrenadante com auxilio de pipeta.

5. Ressuspender o precipitado com 10 mL de solugéo hipotonica de KCI 0,075 M

© © N o

lentamente (gota a gota) com o auxilio do agitador de tubos.

Deixar a amostra descansar por 20 minutos.

Centrifugar por 10 minutos (1200 rpm).

Remover o maximo possivel o sobrenadante com auxilio de pipeta.
Ressuspender o precipitado com 10 mL de solucdo de Carnoy (acido acético:
metanol, proporcdo 3:1) lentamente (gota a gota) com o auxilio do agitador de

tubos.

10. Deixar a amostra descansar por 20 minutos.
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11. Centrifugar por 10 minutos (1200rpm).

12. Desprezar sobrenadante por inversao.

13. Repetir lavagem com solucdo Carnoy mais 3 vezes (com

descanso de 20 minutos entre cada uma).

14. Guardar o material em solugcao de Carnoy na geladeira.

Preparo das laminas e bandamento (dia 3)

1.

Deixar as laminas embebidas em um recipiente com alcool comum. Antes de

utilizar, limpar as laminas com gazes.

. Verificar concentracdo da amostra (a amostra devera apresentar um aspecto

levemente leitoso). Se necessario, adicionar mais solucdo Carnoy

. Pingar 1 gota na lamina (angulacdo 45°), deixar a gota percorrer a lamina e em

seguida soprar, para espalhar o material em toda sua extensao.

. Agquecer as laminas por 3 minutos na poténcia maxima (microondas).

5. Imergir a lamina em tripsina. Contar rigorosamente o tempo de tripsina no

9.

crondmetro.

. Mergulhar a ladmina na solucdo tampdo Sorensen por 3x consecutivas,

imediatamente apos imersédo em tripsina (bloquear a acao da tripsina).

. Retirar o excesso de tamp&o em papel filtro.

. Mergulhar a lamina nas solucdes 1, 2 e 3 do kit Panético (3x consecutivas em

cada solucao);

Realizar contagem no cronémetro na ultima solucao (Giemsa).

10. Lavar as laminas em &gua corrente e enxugar cautelosamente em papel filtro.

11. Observar o resultado de cada tempo em pelo menos 3-4 mitoses por lamina.

12. Repetir procedimento de bandamento com todas as demais laminas no mesmo

dia, apds encontrar o “tempo de banda”.
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