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RESUMO

A Hemocromatose Hereditaria (HH) é classificada como um distirbio autossémico
recessivo caracterizado pelo aumento da absor¢éo do ferro intestinal, podendo levar a estoques
excessivos nos parénquimas hepatico, cardiaco, pancreatico, tireoidiano, gbnadas e
articulacbes. Com a saturacéo, tanto no sistema de armazenamento, bem como de transporte, 0
excesso do metal livre fica sujeito a reacgfes fisico-quimicas, principalmente as de Fenton e
Haber-Weiss, o0 que desencadeia uma série de cascatas inflamatorias, dano ao material genético
e morte celular, resultando em insuficiéncias teciduais ou mesmo a tumorigénese. As variantes
genéticas mais descritas sao relacionadas ao gene HFE (C282Y, H63D e S65C). Outros subtipos
ja descritos envolvem os genes HFE2 (HJV), HAMP, SLC40A1, TRFC1 e TRFC2. O tratamento
mais eficaz se da pelo procedimento de flebotomias. O monitoramento dessa terapéutica é feito
pelos exames ferritina sérica e saturacdo de transferrina, principalmente. Entretanto, ao se
considerar o carater multifatorial da HH, limitacdes quanto as ferramentas disponiveis para
controle da doenca sdo claras, ndo existindo nenhum biomarcador que possa ajudar na
mensuragdo mais precoce de eventuais comorbidades secundarias a sobrecarga de ferro. Outro
fator que impacta a busca por evidéncias nesse sentido é a escassez de dados que caracterizem
esta populacao, sendo inexistente qualquer artigo que foque na descricdo desssa no estado do
Rio Grande do Sul (RS). Neste interim, a literatura nos apresenta algumas evidéncias
interessantes a respeito do miR-122. Estudos pré-clinicos vinculam sua atividade a modulagéo
de genes como o HFE, HJV e HAMP, além dos artigos em grau clinico que o associam como
bom biomarcador precoce de patogenias com desfecho encontrados na HH, caso da cirrose

hepatica e da diabetes tipo 2.

A partir deste cenario, duas questdes de pesquisa foram elaboradas: Qual o perfil dos
pacientes acometidos por essa condi¢cdo clinica no RS? O miR-122 pode ser um bom
biomarcador na HH? No intuito de achar as respectivas respostas, um projeto, divido em duas

etapas, foi estruturado.

A descricdo clinica e laboratorial se deu a partir de uma amostragem de pacientes com
diagnostico de hiperferritinemia e em regime de sangrias terapéuticas. Além disso, o estudo
contou com a analise em dois centros referéncia no tratamento destes casos, o Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e o Hospital Sdo Vicente de Paulo de Passo Fundo (HSVP-PF).
Foi estabelecido o periodo de janeiro de 2019 a marco de 2020 para recrutamento, no qual foram

solicitados dados ao diagndstico, sendo estes, ferritina, saturacdo de transferrina (ST),



Transaminase Glutamico Oxalacética (TGO), Transaminase Glutamica Piravica (TGP), indice
de massa corporea (IMC), comorbidades e histérico familiar. Os procedimentos de sangrias
terapéuticas também foram contabilizados. O exame molecular para investigacao das variantes
no gene HFE foi disponibilizado aqueles que ndo o apresentavam no recrutamento, ndo sendo
critério de exclusdo a negativa para a coleta. Foram incluidos no estudo 177 pacientes do HCPA
e 57 do HSVP. Os dados foram descritos em médias, medianas e percentuais. A partir desta
amostragem, um grupo de quarenta pacientes procedeceu a analise do miRNA. O critério para
selegdo destes levou em consideragéo o diagndstico clinico e molecular de HH. Acrescido aos
dados no momento do diagnéstico, idade, ferritina sérica, percentual de saturacéo de transferina
ao recrutamento foram solicitados. A andlise da expressdo génica do miR-122 foi feita a partir
do isolamento do RNA, em sangue total, com kit mirVana™ PARIS™ e técnica de RT-qgPCR
com uso de sondas previamente testadas pelo fabricante (Thermo Scientific®). Para analise
tanto do perfil ao diagnostico, quanto ao recrutamento, além das comparagdes quanto ao miR-
122, os participantes foram estratificados em 3 grupos considerando os niveis de ferritina ao
momento da coleta. Participantes com niveis séricos normais (abaixo de 300 ng/uL) foram
alocados no grupo manutencdo, e os demais em outros dois, chamados de indugcdo 1 e 2
(inducéo 1 niveis entre 300 e 999 ng/uL; inducéo 2 niveis igual ou acima de 1000 ng/uL).

A analise epidemioldgica desta populacdo gerou dados descritivos que seguiram 0S
seguintes valores ao diagndstico: Ferritina sérica 1029,5 ng/mL, ST 52,0%; historico familiar em
35,0% e mediana de sangrias até o recrutamento de 7. A comorbidade em maior destaque foi a
Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS). Duzentos e quatorze participantes procederam a analise
molecular e 66,4% desses apresentaram ao menos uma variante. Os gendtipos de maior
frequéncia foram os seguintes: H63D em heterozigose (21.5%), C282Y/C282Y (14.0%) e
C282Y/H63D (11.8%). Quanto as variantes, uma discreta diferenca na frequéncia alélica foi
observada, sendo maior para C282Y. Na estratificacdo por centro, diferencas foram observadas
nas variaveis clinicas, as quais podem apontar diferencas no manejo dos pacientes. A variante
H63D aparece em maior nimero no centro HSVP-PF. Correlacfes entre grupos de gendtipos e
as variaveis clinicas também foram testadas. A estratificacao feita considerou que os genotipos
em homozigose e heterozigose composta para a variante C282Y tendem a apresentar maior
prejuizo a funcéo da hepcidina. Os resultados vao ao encontro da descricdo na literatura, com
diferencas observadas na ST e numero de sangrias (p<0,001). Quando as variantes sao
observadas de maneira mais detalhada, C282Y em homozigose apresenta maior ST. A mesma
mutacdo em heterozigose composta com H63D, ou S65C, € a configuracdo caracteristica dos



pacientes que mais relataram histérico familiar positivo.

Quanto ao miR-122, o grupo indugcédo 2 apresentara maior expressao, comparada aos
grupos manutencédo e inducdo 1 (p< 0,05). Entre esses resultados, a diferenca estatistica entre
0s grupos inducdo chama atencdo, uma vez que a variavel ferritina sérica ao diagnostico nao
mostra diferenca estatistica entre eles, assim como é visto em relacdo ao numero de sessdes de
flebotomias, indicando uma provavel resisténcia ao tratamento do grupo inducéo 2. Além disso,
nesse grupo nota-se a presencga de dois pacientes, cujas expressoes relativas do miR-122 se
distaciam dos demais, tendo valores que chegam a ser 20 vezes maiores. O resultado é

acompanhado de uma piora dos niveis séricos de ferritina entre diagndstico e recrutamento.

Conforme ja mencionado este foi o primeiro trabalho a descrever uma populacdo do RS,
assim como € pioneiro na analise do miR-122 em amostras de HH. Dentre os dados
epidemiolégicos, chama atencao, também, os gendtipos em heterozigose simples com uma
incidéncia consideravel. Esse dado, permite levantar a hipotese da existéncia de variantes menos
frequentes, potencialmente relacionadas aos desfechos. Em relagcdo ao dados experimentais, a
hip6tese de que o miR-122 seja um bom indicador de prognaéstico € reiterada, ainda que de forma
incipiente, visto que o numero amostral foi pequeno. Quanto a avaliacdo de quao precoce pode
ser a sinalizacdo de um dano tecidual a partir da analise do miR-122, estudo prospectivos devem
ser delineados, comparando a expressdo da referida molécula aos painéis de exames

laboratoriais de ampla utilizacdo na pratica clinica.



ABSTRACT

Hereditary Hemochromatosis (HH) is an autosomal recessive disorder characterized by
increased intestinal iron absorption, which can lead to excessive storage in the liver, cardiac,
pancreatic, thyroid, gonads and joints parenchyma. With saturation, both in the storage and
transport systems, the excess of free metal is subjected to physicochemical reactions, mainly
those of Fenton and Haber-Weiss, which triggers a series of inflammatory cascades, damage to
the genetic material and even cell death, resulting in tissue failure or even tumorigenesis. The
most described genetic variants are related to the HFE gene (C282Y, H63D and S65C). Other
subtypes already described involve the HFE2, HAMP, SLC40A1, TRFCland TRFC2 genes. The
most effective treatment is phlebotomy. Monitoring of this therapy is mainly performed by means
of serum ferritin and transferrin saturation. However, when considering the multifactorial character
of HH, limitations regarding the tools available to control the disease are clear, and there is no
biomarker that can help in the earlier measurement of possible comorbidities secondary to iron
overload. Another factor impacting the search for evidence is the scarcity of data that characterize
the population of the state of Rio Grande do Sul (RS). In the meantime, the literature presents us
with some interesting evidence regarding miR-122. Preclinical studies link its activity to the
modulation of genes such as HFE, HJV and HAMP, in addition to clinical-grade scientific papers
that associate it as a good early biomarker of pathogens with an outcome found in HH, such as

liver cirrhosis and type 2 diabetes.

Based on these data, two research questions were raised: What is the profile of patients
affected by this clinical condition in RS? Can miR-122 be a good biomarker in HH? In order to

find the respective answers, a project, divided into two stages, was structured.

The clinical and laboratory description was based on a sample of patients diagnosed with
hyperferritinemia and undergoing therapeutic bleeding. In addition, the study included the
analysis of two reference centers in the treatment of these cases, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) and Hospital Sédo Vicente de Paulo de Passo Fundo (HSVP-PF). The period from
January 2019 to March 2020 was established for recruitment, in which diagnostic data were
requested, namely, ferritin, transferrin saturation (TS), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), body mass index (BMI), comorbidities and familial history. Therapeutic
bleeding procedures were also accounted. The molecular testing for the investigation of variants
in the HFE gene was made available to those who did not present it at recruitment. 177 patients
from HCPA and 57 from HSVP were included in the study. Data were described as means,

medians and percentages.



Based on this sample, a group of forty patients underwent miRNA analysis. The criteria for
their selection took into account the clinical and molecular diagnosis of HH. In addition to data at
diagnosis, age, serum ferritin, percent transferrin saturation at recruitment were requested. The
analysis of miR-122 gene expression was performed in RNA, isolated with a mirVana™ PARIS™
kit and RT-gPCR technique using probes previously tested by the manufacturer (Thermo
Scientific®). For analysis of both the profile at diagnosis and recruitment, in addition to
comparisons regarding miR-122, participants were stratified into 3 groups considering ferritin
levels at the time of collection. Participants with normal serum levels (below 300 ng/uL) were
allocated to the maintenance group, and the others to two others, called induction 1 and 2

(induction 1 levels between 300 and 999 ng/uL; induction 2 levels equal to or above of 1000 ng/ul).

The epidemiological analysis of this population generated the following data at diagnosis:
Serum ferritin 1029.5 ng/mL, ST 52.0%; family history in 35.0% and median of bloodletting until
recruitment of 7. The most prominent comorbidity was Systemic Arterial Hypertension (SAH). Two
hundred and fourteen participants performed the molecular analysis and 66.4% of them presented
at least one variant. The genotypes with the highest frequencies were: H63D in heterozygosity
(21.5%), C282Y/C282Y (14.0%) and C282Y/H63D (11.8%). Regarding the variants, a slight
difference in allele frequency was observed, being greater for C282Y. In the stratification by
center, differences were observed in the clinical variables, which may point to differences in the
management of patients. The H63D variant appears in greater numbers at the HSVP-PF center.
Correlations between genotype groups and clinical variables were also tested. The stratification
performed considered that the genotypes in homozygosity and compound heterozygosity for the
C282Y variant tend to present greater damage to the function of hepcidin. The results are in line
with the description in the literature, with differences observed in ST and number of bleeds
(p<0.001). When the variants are observed in more detail, C282Y in homozygosity has higher ST.
The same mutation, in compound heterozygosity with H63D or S65C, is the characteristic

configuration of patients who most reported a positive family history.

As for miR-122, the induction 2 group showed greater expression, compared to the
maintenance and induction 1 groups (p< 0.05). Among these results, the statistical difference
between the induction groups draws attention, since the serum ferritin variable at diagnosis does
not show a statistical difference between them, as observed regarding the number of
phlebotomies sessions, indicating a probable resistance to the treatment of induction group 2. In
addition, in this group we can see the presence of two patients, whose relative expressions of

miR-122 are distant from the others, with values that are up to 20 times higher. The result is



accompanied by a worsening of serum ferritin levels between diagnosis and recruitment.

As already explained, this was the first work to describe this population in RS, as well as
being a pioneer in the analysis of miR-122 in HH samples. Among the epidemiological data, the
genotypes in simple heterozygosity appear to be considerable frequent. This data allows us to
hypothesize the existence of rarer variants, potentially related to the outcomes. Regarding the
experimental data, the hypothesis that miR-122 is a good prognostic indicator is reiterated, albeit
incipiently, since the sample number was small. Regarding the evaluation of how early the
signaling of tissue damage can be observed from the analysis of miR-122, prospective studies
should be designed, comparing the expression of that molecule to panels of laboratory tests

widely used in clinical practice.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT: Alanine Aminotransferase ( Transaminase Glutamica Pirtvica, TGP)

AST: Aspartate Aminotransferase ( Transaminase Glutamico Oxalacética, TGO)
DMT-1: Divalent Metal Transporter 1 ( Proteina Transportadora de Metal Divalente 1)
FLT: Ferritin Light Chain

FPN: Ferroportina

HAMP: Hepcidin Antimicrobial Peptide (Peptideo Antimicrobiano Hepcidina)

Hb: Hemoglobina

HCP-1: Heme Carrier Protein 1 (Proteina Transportadora do Heme-1)

HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HFE: Homeostatic Iron Regulator (Regulador de Ferro Homeostatico)

HH: Hemocromatose Hereditaria

HJV (HFE2): Hemojuvelin BMP Co-Receptor (Co-receptor de Hemojuvelina BMP)
HPN: Hepcidina

HSVP-PF: Hospital S&o Vicente de Paulo- Passo Fundo

SLC40A1: Solute Carrier Family 40 Member 1 (Familia de Carreadores de Soluto 40 Membro 1)
ST: Saturacao de Transferrina

TF: Transferrina

TGP: Transaminase Glutamica Pirtvica

TRFCL1: Transferrin Receptor type 1 ( Receptor de Tranferrina tipo 1)

TRFC2: Transferrin Receptor type 2 ( Receptor de Tranferrina tipo 2)
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1. INTRODUCAO

A metabolizacdo e homeostase do ferro sdo imperativos para a manutencao de atividades
fisioldgicas normais devido ao envolvimento do elemento em uma variedade de processos
biol6gicos como respiracédo celular, vias metabdlicas, replicacdo do DNA, reparo, desintoxicacao,
neurotransmissao e sinalizagéo celular (Gardi et. al., 2002, Abbaspour et. al., 2014, Kim &
Wessling-Resnick, 2014, Paul et. al., 2017, Santiago Gonzalez et. al., 2019). A figura 1 ilustra os
3 eixos principais que garantem essa homeostase: a absor¢ao, transporte e distribuicdo do metal,
salientando a importancia dos enterécitos, de proteinas como a transferrina (TF), das células
hepaticas, nas quais existe a producdo do horménio hepcidina, peca-chave para o influxo de

ferro e distribuicdo na medida em que se faz necessario.
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Figura 1: Modelo do Metabolizacao do Ferro. Adaptado de Powell et al., 2016, Grotto, 2010.

Quando algum desbalango ocorre entre esses trés eixos, o excesso do metal no organismo
gera uma série de disfungdes, podendo, inclusive, ser um dos fatores que contribuem para a

formacao de neoplasias (Zhou et al.,2018, Raza et al.,2014, Xiong et al.,2014).

A sobrecarga de ferro, como diagndstico clinico, pode ter carater adquirido ou hereditario.
A primeira hipGtese relaciona-se a pacientes que sdo submetidos a terapia transfusional crénica
(Cid et al.,2014, Shenoy et al.,2014, Gu et al.,2015, Panch et al.,2015). No caso da condi¢ao
hereditaria, denominada Hemocromatose, variantes génicas sao responsaveis por impactar a

expressao ou funcionalidade da Hepcidina ( Brissot et al.,2018) . Uma vez que, mais de um gene


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568163721002579#bib79
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pode estar envolvido, é consenso na literatura a divisdo da condicdo clinica em 4 isoformas,

listadas na tabela 1 a seguir, com 0s respectivos genes e referéncias da sua primeira descri¢ao.

Tabela 1. Tipos de HH, Genes Relacionados a Fisiopatologia e referéncias da

primeira descricdo. Modificado de Santos et. al., 2009.

Tipo de HH Gene Associado Referéncias

1 HFE?! Feder et. al., 1996

2A HJIV? Papanikolaou et. al., 2004
2B HAMP3 Park et. al., 2001

3 TFRC** Kawabata et. al., 1999

4 SLC40A1° Donovan et. al., 2000

LHFE( homeostatic iron regulator), 2HJV ( hemojuvelin BMP co-receptor ), * HAMP

(hepcidin antimicrobial peptide), 4 TFRC ( transferrin receptor) * type 1 and 2, 5
SLC40AL( solute carrier family 40 member 1).

O diagnéstico da Hemocromatose Hereditaria (HH) se da a partir de evidéncias
laboratorias, nas quais proteinas como a ferritina e a saturacdo da transferrina fogem dos
padrdes de normalidade (ferritina sérica (normal: mulheres < 200 ng/mL e homens < 300 ng/mL;
normal < 44%). A partir desses achados e do estudo de outras situacbes que acarretam
hiperferritinemia, é recomendado o rastreio das variantes, sendo o0 gene mais investigado o HFE
(Brissot et. al., 2018). As demais isoformas da HH, a pesar de serem relacionadas a genes
fundamentais na homesotase do ferro, séo investigadas, na maioria das vezes, quando existe
uma colaboracdo entre a assisténcia e a pesquisa cientifica, independente do grau de
desenvolvimento do pais. Na literatura, o primeiro estudo que objetiva uma determinacéo das
frequéncias alélicas das variantes ndo-HFE em escala global data de 2016( Wallace &
Subramaniam, 2016). Em contexto nacional, apenas trés artigos sao citados na plataforma de
busca de dados NCBI-PUBMED ( Bittencourt et. al., 2009, Santos et. al., 2011, 2012)

Em relacdo as variantes HFE, ganham destaque as seguintes: C282Y, H63D e S65C. E
consenso na literatura que pessoas homozigotas para a variante C282Y tendem a cursar a HH
de forma mais sintomética, uma vez que ha um maior impacto na funcionalidade da proteina HFE
( Rombout-Sestrienkova et. al., 2016, Powell et. al., 2016)

Os tratamentos da HH caracterizam-se pelo uso de quelantes ou mesmo a flebotomia
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(sangria). Evidéncias ja mostram dano genotdxico bem proeminente no uso do quelante, bem
como a limitacao terapéutica da sangria (lla et al.,2014). O paciente, portanto, fica sujeito a piora
do quadro, com possibilidade de manifestagdes cardiacas graves, piora do quadro hepatico,
podendo levar a cirrose, além do risco para o desenvolvimento de morbidades em 6érgéos
enddcrinos (Cheung et al., 2013, Guijja et al., 2010, Kohgo, et al., 2008).

Logo, ao se pensar na melhoria das condicGes desta populacdo, é necessario olhar para
outros parametros, que nao s6 a analise de DNA ou os tratamentos convencionais. Como é o
caso de muitas doencas genéticas, a HH tem carater multifatorial. Pensando sob esse aspecto,
ao analisarmos a homeostase do ferro percebe-se a participagdo de mecanismos pos-
transcricionais como 0os microRNAs ( Davis & Clarke, 2013, Duan et al., 2020, ). Esses consistem
em uma classe de pequenos RNAs ndo-codificantes de fita simples (18 a 25 nucleotideos de
tamanho), envolvidos na regulacéo pds-transcricional da expressao génica em todos eucariotos
multicelulares (Ambros, 2004; Bartel, 2004). No caso da hemocromatose, trata-se de um
mecanismo com muito potencial a ser explorado, porém pouco estudado. Na literatura existe
apenas um artigo com a tentativa de associacao dos niveis de miR-31, miR-133a, miR-141, miR-
145, miR-149, and miR-182 a desfecho oftalmoldgico em amostras de HH (Szemraj et al., 2017).
Dentro de uma busca menos restrita ao diagndstico, encontra-se o estudo de Li e colegas , o
gual ressalta a importancia do microRNA122 no processo inflamatério mediado pela sobrecarga
de ferro em modelo animal (Li et. al., 2017). Demais estudos, em fisiopatologias similares a HH,
reforcam essa hipotese (Liu et. al., 2018, Esau et. al., 2006 ).

Sendo assim, torna-se importante avaliar os mecanismos relacionados a homeostase do
ferro, as possiveis variantes génicas associadas a Hemocromatose, assim como a maquinaria

gue pode modelar a expressao de proteinas correlatas, incluindo os miRNAs.
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Esta revisdo da literatura esta focada no entendimento da patogénese causada pela
sobrecarga de ferro e no envolvimento dos miRNAs. A estratégia de busca envolveu as
seguintes bases de dados: PubMed, Scopus e na Web of Science periodo de 2000-2022.

TERMOS PESQUISADOS

PUBLICACOES ENCONTRADAS

PUBLICACOES UTILIZADAS

Base de Dados

Base de Dados

NCBI-
PUBMED

SCOPUS*

Web of
Science**

NCBI-
PUBMED

SCOPUS

Web of
Science

"Iron Overload" OR
"Hemochromatosis" OR
"Iron Homeostasis"

1017

18932

9961

2

5

("lIron Overload" OR
"Hemochromatosis" OR
“"Iron Homeostasis") AND
"Pathogenesis”

1017

1468

8067

10

12

11

"Hemochromatosis" AND
"Brazil"

84

47

63

14

10

("lIron Overload" OR
"Hemochromatosis") AND
("miRNA" OR "microRNA")

21

278

14

("lIron Overload" OR
"Hemochromatosis"™) AND
("microRNA-122" OR
"MiRNA-122")

15

("microRNA-122" OR
"MiRNA-122")

663

2971

303

3

12

* Na base de dados Scopus, além de aplicar o filtro por periodo da publicacgéo,
ainda se restringiu o conteudo aos classificados no ambito das Ciéncias Médicas,
Bioquimica, Genética e Biologia Molecular, Imunologia e Microbiologia, Quimica e
multidisciplinar. Reafirmou-se o uso de revisoes.
** Na base dados Web of Science, além de aplicar o filtro por periodo da publicacgéo,
ainda se restringiu o conteudo aos classificados no ambito da Hematologia,
Gastroenterologia e Hepatologia, Bioguimica e Biologia Molecular, Biologia Celular

e Genética.
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2.2 Aquisicao, Metabolizagcdo e Homeostase do Ferro

O ferro € um mineral imprescindivel para diversas reacdes bioldgicas e vital, portanto, para
a homeostase celular. E obtido pela dieta e reciclagem de hemacias senescentes, sendo
encontrado sob as formas orgéanica e inorganica. A aquisi¢cdo da forma organica- ou heme-
corresponde a 1/3 do total e é proveniente da quebra da hemoglobina e mioglobina. O ferro
inorganico, ou nao-heme, é proveniente de vegetais e graos (Hofforand et al., 2006). Conforme
ilustrado na figura 2, o ferro é internalizado pelos enterdcitos a partir da proteina transportadora
de metal divalente 1 (da sigla em inglés DMT-1, Divalent Metal Transporter 1) e, também,
proteina transportadora do heme-1 ( da sigla em inglés HCP1, Heme Carrier Protein 1). No
interior da célula, o ferro é liberado da protoporfirina pela heme oxigenase. Quando néo exigido
pelo organismo, um dos principais destinos para armazenamento é o figado, primariamente nos
macroéfagos, ligado a ferritina, proteina majoritariamente citosodlica com duas subunidades,
cadeia leve e pesada, responsavel pelo sequestro de até 4500 atomos de Fe** por molécula. O
transporte do metal, seja para deposito ou qualquer outra atividade no organismo se da
exclusivamente pela Transferrina (TF), assim como o efluxo celular € dependente da Ferroportina
(FPN) (Pietrangelo, 2004, Anderson et al., 2009, Sandnes et al., 2021). A necessidade ou néao
do influxo de ferro pelo enterécito é diretamente ligado a expressdo da Hepcidina (HPN), um
horménio peptideo circulante, antimicrobiano, pertencente a familia das defensinas, produzido
principalmente pelos hepatdécitos (Ravasi et al., 2012). A fungdo hormonal foi descrita a partir de
experimentos animais, em que camundongos deficientes de HPN desenvolveram sobrecarga de
ferro (Nicolas et al., 2002).
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Figura 2. Captacéo e distribuicdo do Ferro no organismo (Adaptado de Crielaard et. al., 2017)
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2.3 Hiperferritinemia e Hemocromatose Hereditéaria

Conforme ja explicitado, a ferritina é a Unica forma para armazenamento de ferro. No
entanto, a ingesta deste metal ndo € o Unico estimulo para a producdo dessa proteina. Sabe-se
gue a sua sintese € influenciada, também, por citocinas, estresse oxidativo, hormoénios
(tireoidianos, principalmente), fatores de crescimento, segundos mensageiros e hipoxia-
isquemia( Torti et. al., 2022). Entende-se que todos esses co-fatores ou processos podem fazer
parte das funcdes fisiolégicas; no entanto, um desequilibrio ou exacerbacédo de qualquer um
pode levar ao quadro de hiperferritinemia. Logo, a investigacao clinica de um paciente que
apresente esta condicdo perpassa por uma série de exames, sendo necessario, inclusive, o
entendimento pela equipe clinica do estilo de vida da pessoa. A partir deste quadro multifatorial,
a Hemocromatose Hereditaria (HH) é inserida como possivel diagndstico quando evidéncias
apontam para a importancia da ingesta de ferro no aumento dos niveis séricos da proteina. O
primeiro caso de HH foi relatado em 1865 por Trousseau, quando descreveu um paciente com
cirrose hepética, diabetes mellitus e hiperpigmentacéo da pele. Todavia, o reconhecimento da
doenca como sendo consequéncia do aumento progressivo do estoque de metal foi feito em
1889 por Von Recklinghausen, sendo o primeiro a utilizar a expressao "hemocromatose" (von
Recklinghausen, 1889).

Com relacdo aos sinais e sintomas, mesmo com o nimero crescente de estudos, ndo séo
encontradas caracteristicas que a diferencie. No entanto, o conjunto de comorbidades
possivelmente relacionado € extenso na medida que o ferro em excesso pode se alojar em
multiplos 6érgdos, causando disfuncbes bioquimicas a nivel de citosol e DNA. Destaca-se,
principalmente, a Reacao de Fenton e Haber-Weiss (Finazzi, et al., 2014). Com a progressao da
lesdo a nivel tecidual, chega-se ao quadro em que comorbidades s&o diagnosticadas. E
relativamente comum pacientes apresentarem  disfun¢des hepaticas, cardio-vasculares,
pancreaticas, com o desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2, dores articulares e, em casos
mais extremos, o depdsito do metal pode atingir a pele, gerando manchas( Cheung et. al., 2013,
Guijja et. al., 2010, Kohgo et. al., 2008).

2.4 Diagnéstico e Tratamento da HH

As principais evidéncias na prética clinica que direcionam a este diagnostico incluem o
indice de Saturacdo de Transferrina (ST) acima de 45% e, quando oportunizado, exames de
imagem com a quantificagédo do metal no parénquima tecidual ( Brissot et al., 2018). Tratando-

se de uma doenca hereditéria, seria de praxe pensar na investigacdo molecular dos genes
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envolvidos no metabolismo do ferro. No entanto, o exame genético ndo é procedimento comum
a todos os pacientes e, quando possivel, restrito a analise do gene HFE( Homeostatic Iron
Regulator). Os métodos empregados na terapéutica compreendem ciclos de sangrias
(flebotomias), uso de quelantes de ferro, técnicas dietéticas e tratamentos adjuvantes para as

comorbidades (Kontoghiorghes et. al., 2016; Powell et al., 2016).

2.5 Bases Moleculares da HH

Conceitua-se a HH como uma condicdo genética de carater autossémico recessivo. As
evidéncias que levaram a esta classificacdo foram desencadeadas a partir dos estudos
desenvolvidos por Sheldon, em 1935, e dos avang¢os no entendimento da transmisséao genética
e das bases moleculares nos anos 1970 e 1980 por Simon e colaboradores ( Sheldon, 1935,
Simon et. al., 1976). Posteriormente, foi descrito o padréo de heranca e também a associacao
com a molécula HLA-A do complexo principal de histocompatibilidade de classe | no cromossomo
6 ( Simon et al., 1975, 1977, 1987). As evidéncias que nos levam ao gene HFE, no entanto, so
foram descritas em 1996 por Feder e colegas, com a identificacdo das variantes C282Y e H63D
( Feder et al., 1996). A terceira mutacdo S65C foi descrita em 1997 por Henz e colegas (Henz et
al., 1997). A caracterizacdo de novas variantes € um processo continuo, todavia essas trés tem

destaque no que chamamos de genotipo classico ou tipo 1 (Allen et al., 2008).

O gene HFE é constituido de 7 éxons e esta localizado no brago curto do cromossomo 6
(6p21.3). A variante C282Y (rs 1800562), no éxon 4, consiste na troca de uma guanina (G) para
adenina (A) no nucleotideo 845, que determina a substituicdo de uma cisteina (C) por uma
tirosina (Y) no aminoacido 282, incapacitando a interacdo entre HFE, transferrina e B2-
microglobulina. J& a variante H63D ( rs 1799945) é resultado de outra troca, citosina (C) para
guanina (G) no nucleotideo 187, o qual reflete na substituicdo de histidina (H) por acido aspartico
(D) no aminoacido 63, que impacta na conformacéo da proteina HFE minimizando sua afinidade
de ligacéo a transferrina ( Feder et. al.,1996, 1997). A S65C ( rs 1800562) caracteriza-se pela
troca de uma adenina (A) por uma timina (T) no nucleotideo 193, resultando na substituicdo de
uma serina por uma cisteina no aminoacido 65, prejudicial a atividade da proteina em questéo,
similar a H63D ( Henz et al., 1997).

Sado descritos na literatura mais trés tipos de HH, os quais seriam independentes de
modificacdes no HFE. O tipo 2 € segmentado em isoforma 2A, relacionada a mutacdes no gene
HFE2, também representado pela sigla HVJ ( Hemojuvelin BMP Co-Receptor) (Adams et al.,

2005). A isoforma 2B relaciona-se 0 genotipo com mutagdes no gene da Hepcidina ( sigla em
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ingés HAMP, Hepcidin Antimicrobial Peptide). Variantes patogénicas nos genes do receptores
da transferrina ( siglas em inglés TRFC1 e TRFC2, Transferrin Receptor), ou mesmo no gene
SCL40A1( Solute Carrier Family 40 Member 1) que codifica a FPN, constituem as tipificacdes 3
e 4, respectivamente (Pietrangelo, 2010, Kawabata, 2018). Alguns debates existem sobre a
classificacdo da udltima como HH, uma vez que essa afeta, indiretamente, a atividade da
hepdicina e ndo a expressao. Além disso, o padréo de heranca contraria 0 genotipo classico,

sendo autossémico dominante ( Brissot et al., 2018).

2.6 De que forma sub-tipos de HH e variantes génicas podem impactar no
quadro clinico?

Segundo Kowdley e colaboradores, diferencas entre os subtipos podem ser observadas
conforme tabela 3. Destaca-se que 0s subtipos 2, apresentam desfechos com uma idade mais
precoce; e no subtipo 4, ao contrario do que possa ser pensado, a sobrecarga de ferro ndo é
indicativo para auséncia de anemia e o manejo do tratamento a partir de sangrias terapéuticas
pode nado ser a melhor opcéo (Kowdley et. al., 2019).

Quanto as variantes génicas as evidéncias em maior destaque se dao para as relacionadas
ao gene HFE, em especifico para C282Y, H63D e S65C. Pacientes diagnosticados com a
presenca da C282Y em homozigose tendem a cursar um historia natural da doenga com maior
risco de desenvolver comorbidades (Allen et. al., 2002, Beutler et. al., 2008, van Bokhoven et.
al., 2011). Os genotipos em heterozigose composta com a mesma variante podem apresentar
fendtipos similares ou moderados, no caso da presencga da H63D, ou mais brandos, com a S65C
(Holmstrom et. al., 2002, Mura et. al., 2000, De Diego et. al., 2004 ). Essas diferencas podem ser
explicadas pela conformacéo final da proteina, a qual tem um prejuizo maior na presenca da
C282Y( de Almeida & de Sousa, 2008).

Diante deste cenario, no entanto, salienta-se mais uma vez o carater multifatorial da
doenca, o qual resulta , por vezes, em um quadro clinico igual entre diferentes genotipos. Nestes
casos, € légico hipotetizarmos a presenca de fatores exdégenos, caso da ingesta excessiva de
alcool, ou variantes em outros genes correlatos ao metabolismo do ferro, comprovadamente

modificadores de fenétipos e que ndo sao investigados na assisténcia ( Brissot et. al.,2018).
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Tabela 3 Classificacdo da HH, Gene Envolvido, Padrdo de Heranca e Manifestacdes Clinicas.
Modificado de Kowdley et. al., 2019. * Autoss6mica Recessiva. ** Autossdmica Dominante

Classificagdo  Gene Envolvido Padréo de Manifestacbes Clinicas Mais Prevalentes
(localizacéo) Heranca
Tipo 1 HFE (6p21.3) AR* Artropatia, pigmentagdo na pele, dano hepatico, Diabetes
Mellitos, disfungdo enddcrina, cardiomiopatia, hipogonadismo
Tipo 2A HJV (1p21) AR* Idade ao diagndstico inferior aos 30 anos, hipogonadismo e
cardiomiopatia
Tipo 2B HAMP (19913) AR*
Tipo 3 TFRC (7922) AR* Artropatia, pigmentacgdo na pele, dano hepético, Diabetes
Mellitos, disfuncdo endécrina, cardiomiopatia, hipogonadismo
Tipo 4 SLC40A1 ( 2932) AD** Deposicéo de ferro no bago, baixa tolerancia a flebotomias,

probabilidade de desenvolver anemia, fadiga e dor articular.

2.7 HH no Brasil

A Hemocromatose Hereditaria em contexto nacional, quando prospectada nas bases de
dados e no periodo referido desta revisédo, apresenta aproximadamente 14 artigos que objetivam
a investigacdo dos aspetos moleculares com ou sem relacdo a um desfecho especifico
(Bittencourt et. al., 2002, Martinelli et. al., 2005, Pericole et. al., 2005 , Zamin et. al., 2006,
Cancado et. al., 2006, Oliveira et. al., 2009, Bittencourt et. al., 2009, de Lima Santos et. al., 2010,
Santos et. al., 2011, Vieira et. al., 2013, Ledo et. al., 2014, Evangelista et. al., 2015, Alves et. al.,
2016, Campos et. al., 2017). Dentre esses estudos, destaca-se um maior numero na regiao
sudeste, majoritariamente no estado de S&o Paulo, e , de forma mais incipiente, na regiao norte
e nordeste. O Unico estudo, similar a esses e desenvolvido com a populagédo do estado do Rio
Grande do Sul, trata especificamente de casos com diagndstico de Diabetes Mellitos tipo 2 ( Colli
et. al., 2009). E no minimo preocupante a falta de literatura com foco nessa regido, uma vez que
se trata da area, possivelmente, com maior influéncia europeia no pais devido ao processo
migratoério, principalmente no século XIX. Diferencas nas frequéncias alélicas devem ser
esperadas quando comparada essa regido as demais. O Unico estudo que sucita essa questao
étnica foi desenvolvido por Pereira e colegas (2009), no estado de Sao Paulo, e evidencia que
para a variante C282Y mais de 3 pontos percentuais foram observados de diferenca entre a
incidéncia na amostragem com ancestralidade europeia e o estrato mais miscigenado; esse
percentual aumenta para mais de 7 pontos quando 0s mesmos grupos sdo comparados para o

caso da variante H63D ( Pereira et. al., 2009) .
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2.8 Existem outros fatores que podem contribuir a patogénese da HH?

Diante do que ja foi explicitado, é clara a natureza diversa da HH. Logo, com a maior
elucidacdo do processo, outros mediadores podem ser hipotetizados. Neste contexto se
encaixam o0s microRNAs, 0s quais consistem em uma classe de pequenos RNAs nao-
codificantes de fita simples (18 a 25 nucleotideos de tamanho), envolvidos na regulacdo pdés-
transcricional em todos eucariotos multicelulares (Ambros, 2004; Bartel, 2004). Os microRNAs
participam de diversos processos, incluindo proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose e
desenvolvimento( Lu et al., 2005; Hu et al., 2014). Os sitios para ligacao desses estdo
predominantemente localizados na regido 3’UTR dos mRNAs (alvos) e essa ligacdo ocorre
através de complementariedade imperfeita de bases. Andlises mostram que um Unico micro-
RNA pode regular negativamente multiplos alvos com distintas funcbes (até 200 mRNAS)
(Esquela-Kerscher & Slack, 2006; Ruan et al., 2009). Na dinamica da homeostase do ferro, o

possivel envolvimento de alguns micro-RNAs € descrito na literatura, conforme tabela 4.

Tabela 4. Descricdo dos micro-RNAs, respectivos mRNAs alvo e referéncias na literatura.
Modificado de Davis & Clarke 2013.

miRNA MRNA- Alvo Referéncias

miR-Let-7d (DMT, BACH1)t Andolfo et. al., 2010, Hou et al., 2012
miR-122 (HFE, HJV)?2 Castoldi et al., 2009

miR-196 BACH1 Hou et al., 2010

miR-200b FTH13 Shpyleva et al., 2009

miR-210 (ISCU, TFR)* Chan et al., 2009, Yoshioka et al., 2012
miR-214 Lactoferrina Liao et al., 2010

miR-320 TRF Schaar et al., 2009

miR-485-3p FPN® Sangokoya et al., 2013

miR-584 Receptor de Lactoferrina Liao et al., 2010

'DMT (AIRE): divalent metal transporter 1, BACH1: BTB domain and CNC homolog 1.
2 HFE, HJV: homeostatic iron regulator, hemojuvelin. 3FTH1: ferritin heavy chain 1
4SCU, TFR: iron-sulfur cluster assembly enzyme, transferrin receptor. >SFPN: Ferroportin.

Nota-se pelas referéncias citadas na tabela 4 que a hipétese a cerca da importancia dessas
sequéncias nao-codificantes é algo recente. Além disso, quando utilizamos o nome de cada uma
como palavra-chave nas bases de dados, 0 miR-122 tem maior destaque. A notoriedade desse
micro-RNA é demonstrada néo sé pela influéncia direta na expressao do HFE (ou do HJV), mas
também pela larga discussédo dada na literatura relacionando a modulacao da expressao desse
a desfechos como a insuficiéncia hepatica, a cirrose, carcinomas e leucemias, com e sem
componente viral ( Jansen et. al., 2015, Thakral & Ghoshal, 2015, Zhang & Huang, 2021, Zhan
et. al., 2015, Li et. al., 2020, Wang & Wang, 2020, Heinemann et. al., 2018). Destaca-se, também
a interferéncia na expressédo de TFRC, SLC11A2 e HAMP( Castoldi et. al., 2011, Kutay et. al.,
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2006, Jopling et. al., 2006, Yang et. al., 2017). A dinAmica do miR-122 ainda é contraditoria entre
os alguns estudos (Liu et. al., 2018) . Todavia, Li e colegas evidenciam a importancia do micro-
RNA na manutencdo do processo inflamatério desencadeado pela sobrecarga de ferro ( Li et.
al., 2017). Esau e colegas associaram a expressado do mir-122 a quadro de resisténcia a insulina,
critico para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 ( Esau et. al., 2006). E importante salientar,
todavia, que a totalidade desses estudos que conseguem uma relacao direta entre 0 micro-RNA
e algum gene correlato a dinamina do ferro obtém tais evidéncias em modelos experimentais
pré-clinicos. A U(nica publicacdo a cerca de microRNAs com amostras de pacientes
diagnosticados com HH aborda andlise de um desfecho oftalmoldgico e expressao de alguns
genes. Neste estudo o miR-122 néo foi analisado. N&o houve significancia estatistica, muito

provavelmente pelo nUmero amostral pequeno (Szemraj M. et. al., 2017).

3 MARCO CONCEITUAL
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Dentre os possiveis genes envolvidos, algum se destaca?

O GENE HFE E O MAIS INVESTIGADO NA
ASSISTENCIA E AS VARIANTES EM DESTAQUE SAO
C282Y,H63D E S65C.

Entre as variantes, alguma ¢ mais prejudicial?

EVIDENCIAS NA LITERATURA MOSTRAM QUE A
C282Y CAUSA MAIOR ALTERACAO NA ATIVIDADE
DA PROTEINA HFE ( Rametta et. al., 2020)

No Brasil, qual a frequéncia destas variantes?

O ESTUDOS DISPONIVIES REFERENCIAM UM
INTERVALO PARA AS FREQUENCIAS ALELICAS
(%) : C282Y ( 0,0- 7.6), H63D ( 1.1-26.6) E S65C ( 0,6-
2,2)(Ledo et al, 2014),

TODAVIA, NENHUM DESSES LEVANTAMENTOS
CONSIDERA A REGIAO SUL, LOCALIDADE DO
PAIS COM PROVAVEL MAIOR INFLUENCIA
EUROPEIA, CONTINENTE ONDE OS PRIMEIROS
CASOS FORAM DESCRITOS E DE ONDE DERIVA
PRINCIPALMENTE A VARIANTE C282Y.

Quais sdo as consequéncias da sobrecarga de ferro?

I O ACUMULO DESENCADEA PROCESSOS

! COMO O ESTRESSE OXIDATIVO,

.~ INFLAMACAO , QUE PODEM CULMINAR
COM DANOS TECIDUAIS IRREVERSIVEIS.

i

Existem biomarcadores que possa alertar sobre esses
danos e evitar insuficiéncias teciduais permanentes?

LOGO

Mostra-se relevante a descricio de tal §

populacio, das variantes correlatas a HH, dos
desfechos clinicos, bem como a investigacio de i

NESTE CONTEXTO, OS miRNAs DESPONTAM EM ESTUDOS PRE-
CLINICOS E, ALGUNS DELES, TEM RELEVANCIA SOBRE GENES
COMO HFE E HAMP, CASO DO miR-122 (Thakral & Ghoshal, 2015, Zhang

& Huang, 2021, Zhan et. al., 2015, Li et. al., 2020).

Figura 3. Marco Conceitual.

4  JUSTIFICATIVA

Conforme observado pela revisdo da literatura, a Hemocromatose Hereditaria pode ser

influenciada por uma gama de fatores, o que a categoriza, portanto, como uma doenca de

contexto multifatorial. Logo, é de suma importancia a caracterizacdo desta populacdo e o

levatamento de hip6teses a cerca de potenciais biomarcadores, que visem o maior entedimento

da HH e um caréater preventivo a morbidades secundarias.
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5 OBJETIVOS

5.5 Objetivo Primério

Investigar caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com diagnéstico de
hiperferritinemia, submetidos a tratamento de sangria em dois centros de referéncia no sul do

pais.

5.6 Objetivos secundarios

Descrever as frequéncias genotipicas e alélicas no gene HFE.

Comparar os dados coletados estratificando os participantes por centro de pesquisa e pela
relevancia clinica atribuida a cada gendtipo e variante investigada.

Comparar a quantificacdo da expressao relativa do miR-122 de pacientes com diagnostico
de Hemocromatose Hereditaria, em regime de tratamento com flebotomias nos periodos de

inducdo e manutencéo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho, assim como os dados ja referidos na literatura, ratificam cada vez mais
a importancia do estudo aprofundado do espectro de condi¢cdes clinicas que cercam o
diagnéstico de Hiperferritinemia. No caso desta investigacéao, o foco se voltou a Hemocromatose,
doenca genética, mas com desfechos que direcionam o racional técnico-cientifico para um

carater multifatorial.

O estudo foi conduzido em duas vias, uma com foco na caracterizacao clinica-laboratorial
de uma amostragem advinda de dois centros assistenciais no estado do Rio Grande do Sul (RS),
e a outra objetivando a analise de um potencial biomarcador, 0 miR-122, em amostras de
pacientes com HH. Salienta-se o ineditismo de ambos os trabalhos e a importancia de se
fomentar a iniciativa de outros projetos, visto que as hipéteses que se apresentam a partir dos

resultados € de fundamental importancia para o aprimoramento das praticas assistenciais.

Sobre os dados epidemiolégicos apresentados, da-se destaque a prevaléncia de
comorbidades nesta populacdo e do monitoramento laboratorial para a eficacia da terapéutica.
Além disso, a importancia do diagndostico molecular é clara, sendo contabilizados no projeto mais
de 100 pacientes que se beneficiaram com a genotipagem para as variantes correlatas ao gene
HFE. Reforca-se que essa analise permitiu comparacdes com investigacdes feitas em outras

regibes do pais, ratificando a hipétese que no RS a prevaléncia de tais mutacdes seria maior.

Quanto as analises do miRNA, a reviséo da literatura mostra o quao importante € um painel
de biomarcadores em uma doenca sucetivel a tantos fatores. Neste interim, as analises do miR-
122 se mostraram efetivas quando comparada a expressdo desse em uma amostra
estratificada pelos niveis séricos de ferritina ao recrumento. Entende-se que muitas perguntas
podem surgir a partir da hipétese formulada. Logo, estudos longitudinais devem ser propostos
no intuito de entender melhor a dindmica do miRNA dentro do processo terapéutico.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir da caraterizacdo desta amostragem, dados de extrema relevancia clinica na HH
foram colocados em destaque, a ser citadas, por exemplo, as comorbidades mais frequentes.
Entende-se que essas devem ser alvos de estudo para melhoria da qualidade de vida dos

pacientes, seja por meio do delineamneto de coortes clinicas, ou estudos de caso-controle. Em
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relacdo aos dados moleculares, destaca-se que cerca de 30% dos pacientes sdo negativos para
as variantes estudadas no gene HFE . Na medida que outras causas que possam justificar o
aumento dos niveis de ferritina sérica sdo descartadas € objetivo do grupo a investigacdo das
isoformas mais raras da HH a partir do uso de um painel de genes correlatos ao metabolismo do

ferro e da metodologia de Sequenciamento de Nova Geracao.

Os resultados associados ao miR-122 mostram uma prova de conceito importante e com
muitas perguntas a serem respondidas. Logo € intuito do grupo a investigacdo da dinamica deste
miRNA no transcorrer do tratamento, bem como a tentativa de associacédo destes resultados a
analise da expressao do genes importantes ao metabolismo do ferro e que poderiam ser alvos

desta molécula, tais como o HFE, HIJV e HAMP.
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10 APENDICE

ESTA SECAO TEM POR OBJETIVO APRESENTAR TRABALHO DESENVOLVIDO DE
FORMA ADJACENTE AO PROJETO DE DOUTORADO

A HIPERFERRITINEMIA E A HEMOCROMATOSE AO OLHAR DE QUEM DIAGNOSTICA
E DE QUEM E TRATADO: PODEMOS MELHORAR?

( O Texto abaixo foi baseado em resumo submetido e apresentado ao congresso da Associagao
Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular- HEMOPLAY 2021)

A Hiperferritinemia e, mais especificamente, a Hemocromatose Hereditaria (HH) s&o
condicOes clinicas amplamente tratadas em ambulatorios hematolégicos e hemoterapicos. No
entanto, até este paciente chegar para o procedimento de flebotomia, o diagndstico passa por
uma diversidade de profissionais, 0s quais nem sempre tem a expertise para conduzir o
diagnéstico da melhor forma possivel, podendo incorrer em uma impressao clinica incompleta.
Quando pensamos em termos laboratoriais esta investigacao pode ser mais prejudicada. Poucas
sdo as equipes clinicas com entendimento translacional para interpretar e correlacionar um dado
molecular ao achado clinico. Sendo assim, os Servicos de Hemoterapia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), do Hospital S&o Vicente de Paula de Passo Fundo e a Universidade de
Passo Fundo, que iniciaram uma cooperacdo com o Servico de Genética do HCPA em 2018 com
0 objetivo primario de estudar a populacdo com hiperferritinemia, direcionaram esforcos na
criacdo de um material digital (handbook) que esclarecesse tanto os profissionais expostos a
estes casos, bem como pacientes e familiares que lidam com a condi¢cao diariamente. A partir
dos parametros clinicos elecados pela equipe clinica do projeto, foram suscitadas perguntas
sobre a patogénese e a falta de alguns dados e condutas. Para a construcdo das respostas foi
feita uma reviséo na literatura nas bases de dados SCOPUS e NCBI-PUBMED com os seguintes
termos: “Hemochromatosis”, “Iron Overload’, “Hyperferritinemia”. Foram também pesquisados
guidelines para entender o que informam e suas diferencas. Baseado nesta revisao, a cartilha
foi fragmentada em 3 vertentes instrutivas descritas a seguir: aos leigos, foram elaboradas
perguntas e respostas sobre o ferro, qual a fungcdo do metal no corpo, necessidades de ingesta,
quais alimentos contém, in natura ou suplementado. Além disso, foi elaborado um fluxograma
lidico sobre 0 excesso no sangue, sinais e sintomas, possiveis causas primarias e secundarias,
a influéncia familiar e quando procurar um médico. Ja para os pacientes, houve foco em
orientacbes gerais como, por exemplo, cuidados com a alimentacdo, se existe alguma
contraindicacéo, se os familiares deveriam investigar também, como é feito o tratamento e se

existe cura. Aos profissionais de satude, um fluxograma do atendimento, quando pedir exames e
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quais, o que fazer mediante alteracdo, como proceder a investigacdo, como fazer o diagndstico,
guando encaminhar para o especialista, como é feito o tratamento, quando indicar a sangria.
Este material foi publicado e identificado com ISBN 978-65-00-12140-7, e vem sendo incorporado
a veiculos de comunicacao das instituicdes relacionadas. Como perspectiva, a ideia é submeter
o material a apreciacdo de profissionais e pacientes em ambos hospitais e posteriormente

publicar o retorno desta avaliacdo em periédico especifico.

O projeto vinculado ao trabalho foi registrado e aprovado pelos comités de ética de
todas as instituicdes citadas, tendo registro na Plataforma Brasil sob numero CAAE
25978619.0.3001.5327

Link para acesso ao material:
https://iwww.upf.br/ uploads/Conteudo/handbook%20hh%?20isbn%20registrado.pdf



https://www.upf.br/_uploads/Conteudo/handbook%20hh%20isbn%20registrado.pdf
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11  ANEXOS

ANEXO 1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PROJETO 2018-0542

N° do projeto GPPG 2018-0542

Titulo do Projeto: Do Laboratério ao Manejo Clinico: A Patogénese da
Hemocromatose
Vocé estd sendo convidado (a) a participar deste projeto de pesquisa por ter o

diagnéstico ou suspeita de sobrecarga de ferro (Hemocromatose)

A Hemocromatose —ou sobrecarga de ferro- tem sua etiologia ou por critérios
genéticos ou pelas recorrentes transfusdes, as quais séo justificadas por quadros de
Talassemias, Anemia Falciforme, Anemia Aplasica Refrataria, Sindromes
Mielodisplasicas, Aplasia Pura de Série Eritroide e Leucemias Agudas. Atualmente, o
manejo com 0s pacientes diagnosticados com sobrecarga de ferro compreende a
flebotomia, ou sangria, e a manipulacdo de farmacos classificados como quelantes de
ferro. No entanto, esta condi¢cao clinica pode gerar doencas secundarias que afetam
orgaos como figado, baco e coracdo, contra as quais ndo existe qualquer manejo
profilatico e mesmo com as terapias vigentes. Em outras palavras, a sobrecarga de
ferro desencadeia varios processos celulares, eventos microscopios sem grande
relevancia quando isolados, mas que em conjunto podem gerar quadros clinicos

importantes de serem tratados para manutencéo da qualidade de vida.

Nosso objetivo é caracterizar todo esse processo desencadeado pela sobrecarga
de ferro com a perspectiva de pensar em novos manejos para a equipe clinica junto ao
paciente, seja para evitar o desenvolvimento de destas doencas secundarias ou mesmo
a progressao. Esse estudo serd desenvolvido pelos Servicos de Hemoterapia e

Genética.

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, sera submetido as seguintes

etapas:

1) Entrevista clinica de aproximadamente 15 minutos;
2) Autorizar a consulta de dados clinicos do seu prontuario;
3) Coleta de 8 ml de sangue (equivalente a 2 colheres de sopa) para analises no

material genético.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 3

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Importante salientar que todo procedimento seré feito aproveitando as consultas
assistenciais e serdo realizados em um unico encontro no Servico de Hemoterapia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Os riscos envolvidos nessa pesquisa estao relacionados principalmente a
coleta de sangue, com possivel mal-estar passageiro e mancha roxa no local. Em
alguns casos, ja existe a indicacdo de coleta de sangue (sangrias terapéuticas), logo

se pode desconsiderar este risco.

A entrevista clinica ndo acarreta riscos ou constrangimento ao participante,
e feita em sala reservada, sendo necesséaria somente para registro das informacoes
pertinentes ao projeto de forma atualizada. Qualquer pergunta que o paciente nao se
sinta confortdvel em responder, por mais simples que seja, serd mantido o respeito a
privacidade. A participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos a todos. Porém,
uma vez que existem participantes que nao fizeram qualquer exame genético quando
do diagnostico de Hemocromatose Hereditaria, considera-se beneficio no delineamento
do projeto a execucao deste exame para as mutacdes mais frequentes e com influéncia
na sintomatologia. Caso vocé se encaixe neste perfil, a equipe de pesquisa, ao findar
do projeto, ird contata-lo e encaminhara o resultado, se for do seu interesse. Ressalta-
se que qualquer resultado aparecera de forma codificada em banco de dados sigiloso
com acesso somente pelos pesquisadores responsaveis, sem ser disponibilizado em
prontuario eletrdnico diretamente. Além disso, salienta-se que as demais descobertas
do projeto contribuirdo para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e
poder& beneficiar futuros pacientes.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntéria, ou seja, nao é
obrigatéria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber na instituicdo. Nao sera previsto qualquer tipo de pagamento pela
sua participacdo no estudo. Vocé também nao tera nenhum custo com respeito aos
procedimentos, além de ter garantido o ressarcimento de despesas relacionadas ao
estudo. Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacao na
pesquisa, vocé recebera atendimento integral pelo tempo que for necessario, sem

nenhum custo pessoal.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 3

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente.
Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos
participantes, ou seja, o seu nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados. Caso
vocé autorize o armazenamento das amostras coletadas neste projeto, ficaremos com
seu endereco e telefone para entrar em contato caso seja necessario Ihe contatar para
consentir novamente com a utilizacdo. Novos projetos de pesquisa que aparecerem no
futuro também deverdo obter aprovacéo prévia do Comité de Etica em Pesquisa (CEP
HCPA) e, se necessario, da Comissdo Nacional de Pesquisa (CONEP). Eu
autorizo o armazenamento de minhas amostras biolégicas para outros estudos. Entendi
gue, nesse caso, eu serei contatado novamente para fins de convite e para que eu dé

autorizacdo expressa do novo uso.
() SIM, autorizo o armazenamento

( ) NAO, nfo autorizo o armazenamento *

* Neste caso, minhas amostras serao descartadas ao final deste estudo.

Caso vocé tenha duavidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel profa. Dra. Sandra Leistner-Segal pelo telefone (51)33598011, com a
pesquisadora Nathalia Kersting dos Santos, pelo mesmo telefone ou com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.
Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para 0 participante e outra para 0s

pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 3 de 3

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)



80

PROJETO 2018-0576

N° do projeto GPPG: 2018-0576

Titulo do Projeto: Investigagdo de microRNAs como Potenciais Biomarcadores
para Desfechos da Hemocromatose.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar deste projeto de pesquisa por ter o
diagndstico de sobrecarga de ferro (Hemocromatose).

A Hemocromatose —ou sobrecarga de ferro- pode ser causada por critérios
genéticos ou pelas recorrentes transfusdes, que estéo relacionadas com quadros de
Talassemias, Anemia Falciforme, Anemia Aplasica Refrataria, Sindromes
Mielodisplasicas, Aplasia Pura de Série Eritroide ou Leucemias Agudas. Atualmente,
0 manejo com 0s pacientes diagnosticados com sobrecarga de ferro compreende a
flebotomia, ou sangria, e a manipulacéo de farmacos classificados como quelantes
de ferro, de acordo com cada situacéo clinica especifica. No entanto, esta condicéo
pode gerar outras doencas relacionadas a sobrecarga de ferro que pode afetar
orgaos como figado, baco e coracdo. Em outras palavras, a sobrecarga de ferro
desencadeia varios processos celulares, eventos microscépios sem grande
relevancia quando isolados, mas que em conjunto podem ser importantes para
entender e buscar alternativas de prevencdo destas doencas que podem ser
desencadeadas.

Nosso objetivo € encontrar marcadores biolégicos dos processos
desencadeados pela sobrecarga de ferro com a ideia de futuramente estas
moléculas poderem ser utilizadas como um indicador de progndstico, o que poderia
facilitar o manejo precoce das consequéncias relacionadas a sobrecarga de ferro.
Esse estudo sera desenvolvido pelo Servico de Genética em colaboracdo com o0s
Servigcos de Hemoterapia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Séo
Vicente de Paulo- Passo Fundo (RS).

Caso vocé aceite participar, serao realizadas as seguintes etapas:

1) Autorizar a consulta de dados clinicos do seu prontuario, como
diagndstico, exames e tratamentos realizados;

2) Entrevista clinica de aproximadamente 15 minutos, onde serdo
confirmados alguns dados clinicos sobre a sua condicao de saude;

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 3

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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3) Coleta de 4 ml de sangue (equivalente a 1 colher de sopa) para analises
de marcadores bioldgicos relacionado ao material genético.

Importante salientar que todas as etapas serdo realizadas aproveitando as
consultas assistenciais e serdo realizados em um Unico encontro no Servico de
Hemoterapia que vocé realiza acompanhamento. Caso vocé possua a indicagcao
assistencial de realizar alguma coleta de sangue ou mesmo o0 procedimento de
sangria, ndo sera necessaria uma coleta adicional. Caso vocé ndo possua esta
indicacao, a coleta sera realizada por um profissional habilitado.

Os riscos envolvidos nessa pesquisa estéo relacionados principalmente a
coleta de sangue para os participantes que realizardo uma coleta exclusiva para a
pesquisa, com possivel mal-estar passageiro e mancha roxa no local. Para os
participantes que realizarem a coleta junto com o procedimento assistencial, ndo ha
riscos adicionais. A entrevista clinica podera gerar algum desconforto por tratar-se
de informacgBes pessoais, mas sera feita pela pesquisadora em uma sala reservada.

A participacdo na pesquisa nédo trara beneficios diretos aos participantes.
No entanto, salienta-se que as descobertas do projeto contribuirdo para o0 aumento
do conhecimento sobre o0 assunto estudado, e podera beneficiar futuros pacientes.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatoria. Caso vocé decida néo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe
Ou possa Vir a receber na instituicao.

N&o ser& previsto qualquer tipo de pagamento pela sua participacdo no
estudo. Vocé também ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos, além
de ter garantido o ressarcimento de despesas relacionadas ao estudo.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participacdo na pesquisa, vocé recebera atendimento integral pelo tempo que for
necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu home nao aparecera na publicacédo

dos resultados.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 3

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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projeto, ficaremos com seu endereco e telefone para entrar em contato caso seja
necessario lhe contatar para consentir novamente. Novos projetos de pesquisa que
forem realizados no futuro também deverdo obter aprovacado prévia do Comité de

Etica em Pesquisa e, se necessario, da Comissdo Nacional de Pesquisa (CONEP).

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel profa. Dra. Sandra Leistner-Segal pelo telefone (51)33598011, com a
pesquisadora Nathalia Kersting dos Santos, pelo mesmo telefone, ou com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone
(51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h. Caso vocé seja assistido pelo Hospital Sdo Vicente de Paulo, podera contatar
pelo telefone (54) 3316-4000, ou no 6° andar do HSVP, Comisséo de Pés-Graduagéo
e Pesquisa, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Sobre a autorizacdo para 0 armazenamento de minhas amostras biologicas
para outros estudos, conforme descrito acima:

() SIM, autorizo o armazenamento.
( ) NAO, n&o autorizo o0 armazenamento.*

*Neste caso, minhas amostras serdo descartadas ao final deste estudo.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s

pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 3 de 3

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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ANEXO 3. FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS DOS PACIENTES
ARROLADOS NOS PROJETOS

FICHA DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DE PESQUISA

Projetos: Do Laboratério ao Manejo Clinico: A Patogénese da Hemocromatose

Investigagcao de microRNAs como Potenciais Biomarcadores para Desfechos da

Hemocromatose.

Nome Completo:

Nome do responsavel
(se menor de 18 anos)

Endereco 1 (Ponto de Ref.)

Telefone principal:
Telefone secundario:

E-mail 1:
E-mail 2:
Aplicador do
TCLE
HCPA Prontuario: Data de nascimento: Data
I A A /1
Idade atual: Sexo: IMC:
_ ()F ()M
FICHA CLINICA *NA= N&o se aplica
Hemocromatose () Hereditaria () Adquirida ( JHFAM ( INA

Ferritina e Transferrina:
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Historico de Transfusdes: ( )NA

Historico de Flebotomia: ( )NA

Aloimunizacao ou auto-imunidade (esclarecer se foi pregressa ou apos sobrecarga de

ferro):

( INA

Tratamento com quelantes de ferro: ( )NA

Outros farmacos utilizados:

Comorbidades: ( )Sim ( ) Nao
Se sim, orgao afetado:
( )Figado ( )Baco ( )Pancreas ( ) MedulaOssea ( ) Coragdo ( ) outros

Tem exames recentes?

Fez algum processo cirurgico (incluir transplante)?

Fumante?

Sinais e Sintomas atuais:
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ANEXO 4. CHECKLIST STROBE - ARTIGOS

Item
No

Recommendation

Title and abstract v

1

(a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the
title or

the abstract

(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary o
what

was done and what was found

Introduction

Background/rationalev

Explain the scientific background and rationale for the investigation
being reported

Objectivesv

State specific objectives, including any prespecified hypotheses

Methods

Study designv

Present key elements of study design early in the paper

Settingv

Describe the setting, locations, and relevant dates, including perioc
of

recruitment, exposure, follow-up, and data collection

Participantsv

(a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the sources and
methods of selection of participants. Describe methods of follow-uf.
Case-control study—Give the eligibility criteria, and the sources an
methods of case ascertainment and control selection. Give the
rationale for the choice of cases and controls

Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the sources
and
methods of selection of participants

(b) Cohort study—For matched studies, give matching criteria and
number of exposed and unexposed

Case-control study—For matched studies, give matching criteria
and the

number of controls per case

Variablesv

Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential

confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
applicable

Data sources/
measurementv

8*

For each variable of interest, give sources of data and details of
methods

of assessment (measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one group

Biasv

Describe any efforts to address potential sources of bias

Study sizev

Explain how the study size was arrived at

Quantitative variablesv

Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If
applicable, describe which groupings were chosen and why

Statistical methodsv

(a) Describe all statistical methods, including those used to control
for

confounding

(b) Describe any methods used to examine subgroups and
interactions
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(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to follow-up was
addressed

Case-control study—If applicable, explain how matching of cases
and controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe analytical methods
taking

account of sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses

Results
Participantsv 13* (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers
potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included in the
study,
completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage
(c) Consider use of a flow diagram
Descriptive 14* (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, socia
datav and
information on exposures and potential confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of
interest
(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total amount)
Outcome datav 15* Cohort study—Report numbers of outcome events or summary measures
over time
Case-control study—Report numbers in each exposure category, or
summary
measures of exposure
Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or summary
measures
Main resultsv 16 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted
estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make clear whic
confounders were
adjusted for and why they were included
(b) Report category boundaries when continuous variables were categorizec
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risl
for a
meaningful time period
Other analysesv 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions,
and
sensitivity analyses
Discussion
Key resultsv 18 Summarise key results with reference to study objectives
Limitationsv 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias
or
imprecision. Discuss both direction and magnitude of any potential bias
Interpretationv’ 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives,
limitations,
multiplicity of analyses, results from similar studies, and other relevant
evidence
Generalisabilityv 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results
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Other informatior

Fundingv 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study
and, if
applicable, for the original study on which the present article is based



