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Introducdo: A quimioterapia de altas doses com transplante de células
precursoras hematopoiéticas (TCPH) é uma modalidade terapéutica utilizada para
um numero cada vez maior de doencas. Entretanto o sucesso e a aplicabilidade
desse tratamento sao limitados pela toxicidade e mortalidade inerentes a
quimioterapia de altas doses. Especula-se que a sobrecarga de ferro e o estresse
oxidativo com geracdo de radicais livres possam estar relacionados as
complicacdes observadas no TCPH.
Objetivo: Analisar a presenga e a evolugado da sobrecarga de ferro e do estresse
oxidativo nas fases precoce e tardia do TCPH, e correlaciona-los aos dados
clinicos pré e pos-transplante.
Casuistica e método: Parametros laboratoriais de sobrecarga de ferro (ferro
sérico, saturacdo da transferrina e ferritina) e estresse oxidativo (acido urico,
albumina, superoxido dismutase (SOD) e metaemoglobina) foram analisados em
21 pacientes submetidos a TCPH alogénicos e autogénicos. As determinacgdes
laboratoriais foram realizadas antes do TCPH, no DO, no D+14 e apds 6 meses de
transplante, e correlacionadas com as caracteristicas clinicas dos pacientes,
enxertia e complicacdes observadas apos o TCPH.
Resultados: Apds a quimioterapia de altas doses houve elevacdo acentuada de
todos os parametros de sobrecarga de ferro e reducéo dos valores dos valores de
acido urico e albumina, indicando presenca de estresse oxidativo. Com exceg¢ao
da ferritina, os parametros que se alteraram apods o condicionamento retornaram
aos valores basais apos 6 meses de TCPH. O numero de transfusdes prévias de
concentrados de hemacias se correlacionou principalmente com os valores de

ferritina. A realizagdo de quimioterapia prévia ao TCPH foi associada a valores
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basais elevados do perfil de ferro e reducdo da concentracdo de acido urico no
D+14. A supressdao da atividade hematopoiética, analisada por meio dos
parametros de enxertia, esteve associada a sobrecarga de ferro (elevagao do ferro
sérico e da saturagdao da transferrina) e a exacerbagdo do estresse oxidativo
(redugdo dos valores de &cido urico e de SOD). Dentre os pacientes
transplantados em remissao completa, o perfil de ferro basal fora mais elevado
naqueles que desenvolveram toxicidade graus IlI-IV. A mortalidade precoce
relacionada ao transplante foi maior nos pacientes que apresentaram valores
elevados de saturacao da transferrina no DO.

Conclusao: A sobrecarga de ferro e o estresse oxidativo sdo eventos que
ocorrem de forma aguda apds a quimioterapia de altas doses para TCPH e estéo,
aparentemente, relacionados a recuperagdo hematolégica mais demorada e ao
aumento da morbi-mortalidade no pés-transplante. Sugere-se que os parametros
estudados sejam adotados como marcadores de enxertia e de toxicidade pés-

TCPH.
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Introduction:  High-dose chemotherapy with  hematopoietic  stem-cell
transplantation (HCT) is a modality of treatment that has been used for an
increasing number of diseases. However, the outcome and applicability of HCT are
limited by the toxicity and mortality associated with this procedure. It is presumed
that iron overload and oxidative stress with free radicals production may be
associated with the complications observed after HCT.

Objective: Evaluate the onset and evolution of iron overload and oxidative stress
at early and late phases of HCT, and correlate this events with clinical
characteristics pre and post-transplant.

Patients and methods: Laboratorial markers of iron overload (serum iron,
transferrin saturation and ferritin) and oxidative stress (uric acid, albumin,
superoxide dismutase (SOD) and metaemoglobin) were analyzed in 21 patients
undergoing allogeneic or autologous HCT. The parameters were determined
before HCT, on day 0, day +14 and at 6 months post-transplant, and the results
were correlated with clinical antecedents, engraftment and complications observed
after HCT.

Results: After high-dose chemotherapy there was a marked increase in all iron
overload parameters and a reduction of uric acid and albumin levels, indicating the
presence of oxidative stress. Except for ferritin levels, all the parameters that were
altered after conditioning regained baseline levels at 6 moths post-HCT. Previous
red blood cell transfusions correlated mainly with ferritin levels. Citotoxic treatment
before HCT was associated with increased basal levels of all iron parameters and
reduced acid uric concentration on day +14. Suppression of hematopoiesis,

accessed by engraftment markers, was associated with iron overload (increased
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levels of serum iron and transferrin saturation) and oxidative stress exacerbation
(reduced uric acid and SOD concentrations). Within the group transplanted in
remission, patients who developed grades llI-IV toxicity had higher baseline levels
of iron parameters. Transplant-related mortality was increased in patients with high
levels of transferrin saturation on day 0.

Conclusion: Iron overload and oxidative stress are acute complications observed
after high-dose chemotherapy for HCT that are probably related to delayed
hematological recovery and increased morbi-mortality post-transplant. It is
suggested that this parameters may be used as markers of engraftment and

toxicity after HCT.



1. INTRODUCAO



1.1. Radicais livres e o0 estresse oxidativo

1.1.1. Geracdao e tipos de radicais livres

A abundancia de oxigénio em nossa atmosfera viabilizou o surgimento e a
evolugcdo de organismos dotados de elevada capacidade metabdlica que utilizam
esse elemento como principal fonte para respiracdo celular (™. Entretanto, a
presenca do oxigénio intracelular também possibilitou a ocorréncia de reagdes de
reducao inadvertidas que resultam na producéo de radicais livres com potencial de
causar lesdes ao DNA, processos mutagénicos e destruicdo celular precoce @,
Assim, a exposicao das células aos radicais derivados da ativagdo do oxigénio &
uma consequéncia inevitavel do processo aerdbico.

Denomina-se de radical livre qualquer ion, atomo ou molécula, com
capacidade de existéncia independente e que apresenta um ou mais elétrons nao-
pareados. Dessa forma, os radicais livres sdo elementos altamente instaveis e
quimicamente muito reativos que tendem a procurar o seu equilibrio tomando um
elétron de uma molécula estabilizada, desestabilizando-a e causando reagcdes em
cadeia. Tais reacbes em cadeia podem ser interrompidas pela acdo de enzimas
anti-oxidantes ou pelo re-equilibrio de elétrons resultante da combinagcdo de dois
radicais livres, formando uma molécula estabilizada. Essas caracteristicas fazem
com que a meia-vida de um radical livre seja muito curta, da ordem de 10™
segundos. A presenga de um ou mais elétrons ndo pareados dos radicais livres é

tradicionalmente representada por meio um ponto sobrescrito (') ®),



Entre as principais classes de radicais livres destacam-se aquelas que
possuem o oxigénio (oxi-radicais) em sua estrutura, como o ion superoxido (O3 )

e o radical hidroxil (OH’). Outros exemplos de radicais livres sdo o radical
glutationa (GS’) com estrutura centrada no enxofre, o triclorometil (CCI3") que
contém o carbono em sua estrutura e o éxido nitrico (ON°). Utiliza-se a expressao
“‘espécies reativas do oxigénio” (ERO) como um termo coletivo que abrange tanto
oxi-radicais como o O} e o OH’, quanto elementos potencialmente danosos que
nao sao radicais livres, mas derivam do oxigénio, como, por exemplo, o peroxido
de hidrogénio (H,05), o oxigénio singlete (O3 ) e o ozdnio (O3) ?*.

Em condigdes fisioldgicas normais, 95 a 98% do processo de conversdo de
oxigénio em agua nas mitocondrias ocorre por meio da transferéncia de quatro
elétrons de moléculas do citocromo ¢ para a molécula de oxigénio promovendo
uma reducao tetravalente desse elemento, catalisada pela enzima citocromo
oxidase. Os 2 a 5% restantes sdo convertidos por meio de redugao univalente,
resultando na formacao das ERO, como demonstra a sequéncia a seguir @

1) Adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio formando o ion

superoxido.

O,+e - 0] (equacao 1)



2) Formagao do peroxido de hidrogénio pelo processo da dismutacéo,
resultante da adicdo de um elétron e dois ions hidrogénio ao superdxido. Essa

reacao € catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD) ®),

0; +e +2H"—2 3 H.,0, (equacio 2)

3) O perdxido de hidrogénio recebe mais um elétron e um ion hidrogénio,
resultando na formagdo do radical hidroxil. As enzimas catalase e glutati&o

peroxidase (GPx) catalisam essa reagao.

H,0, + H" +¢ —&=l6™ 1 0+ OH" (equacdo 3)

4) Uma nova adi¢ao de elétron e ion hidrogénio ao radical hidroxil promove

a formacéo de agua. Essa reagcdo também é catalisada pelas enzimas catalase e

GPx.

OH® +e +H " —celee/C , 1| O (equagdo 4)

O radical superéxido e o peréxido de hidrogénio séo produzidos de forma
continua in vivo por quase todas as células aerobias e notadamente por fagocitos,
nos quais auxiliam a destruigdo de microrganismos fagocitados. Sugere-se que
algumas células, particularmente as endoteliais, podem utilizar xantina oxidase,

NADH oxidase e NADPH oxidases como fontes de producdo de radicais



superéxido e perdxido de hidrogénio para subsequente liberagdo para o meio
extracelular. A reatividade e a capacidade oxidante decorrente da acdo direta
desses dois elementos sdo relativamente discretas; na verdade, a importancia
deles no processo oxidativo se da pela sua participagdo na geragdo do radical
hidroxil. O radical hidroxil € a mais reativa das ERO, caracterizando-se por
apresentar meia-vida muito curta (10 segundos) e agdo oxidante extremamente
potente, podendo alterar ou danificar qualquer estrutura celular proxima ao local
onde foi formado, incluindo proteinas e enzimas de membrana, além do DNA ©7),

A geragao das ERO in vivo é contra-balanceada pela agdo dos mecanismos
de defesa anti-oxidantes e sistemas de reparo, que previnem o acumulo de
moléculas oxidantes no organismo.

Os radicais livres podem ser gerados na membrana, no citoplasma e no
nucleo das células de varios tecidos, e as suas ag¢des dependem do local onde
sao produzidos. Os principais fatores responsaveis pela producao de radicais
livres sdo a respiracgao celular, os processos inflamatorios, exposigao a raios gama

e ultra-violeta, dieta, tabagismo e medicacdes, entre outras 7.



1.1.2. Participacao do ferro na geracao de radicais livres

A respiragao celular dos organismos aerdbios depende de um mecanismo
altamente eficiente para transportar o oxigénio provindo do ambiente para os
tecidos. Os metais de transicao, especialmente o ferro, apresentam propriedades
quimicas que viabilizam esse processo. Assim, o ferro presente na hemoglobina,
na mioglobina e nos citocromos é fundamental para o transporte e metabolismo do
oxigénio ®.

Entretanto, a utilidade metabdlica do ferro, manifestada pelo fato de
apresentar nimero de oxidacao variavel (Fe?* e Fe*"), reflete também a facilidade
com que esse elemento pode promover a transferéncia de elétrons com
conseqiiente formacdo de radicais livres 7). Essa é a situacdo da geragao do
radical hidroxil a partir da decomposi¢céo do perdoxido de hidrogénio na presenca

do ferro (Fe?*) pela reacéo de Fenton ©

Fe** +H,0, > Fe** +OH" +OH" (equacgdo 5)

O ferro também pode participar da geragao do radical hidroxil na qualidade
de catalisador, mediando a reacédo entre o peroxido de hidrogénio e o radical

superoxido. Esta reacdo € denominada reagao de Haber-Weiss ©):

H,0,+0;" —=>0H"+0H +0, (equacéo 6)



A importancia dos metais de transigao, principalmente o ferro, na geragéo e
mediacdo das lesbes oxidantes causadas por radicais livres pode ser
exemplificada pela lesdo do DNA e consequente destruicdo celular em
decorréncia da acado de radicais hidroxil resultantes da reacdo do perdxido de
hidrogénio com as moléculas de Fe?" ligadas a cromatina da célula 9.

Essa e outras situacdes levantam a importante questdo acerca de quais os
mecanismos que viabilizam a disponibilidade do ferro para catalisar tais reacgdes in
vivo. Vale ressaltar que o ferro € um elemento manuseado com muito cuidado pelo
organismo, que dispde de proteinas de transporte (transferrina) e de
armazenamento (ferritina) para reduzir a quantidade de ferro livre no interior das
células e no meio extracelular. Assim, a transferrina e a ferritina sdo proteinas
importantes que participam da defesa anti-oxidante.

Entretanto, uma consequéncia do excesso de producdo das ERO ¢é a sua
capacidade de liberar o ferro na sua forma livre ou catalitica. O radical superdxido,
por exemplo, tem a capacidade de mobilizar o ferro armazenado na forma de
ferritina, tornando-o disponivel para rea¢gdes envolvendo radicais livres. Da mesma
forma, o peroxido de hidrogénio pode degradar proteinas que contém grupos
heme para liberar ferro livre ou ligado ao grupo heme, que s&o particularmente
potentes na peroxidacao lipidica e tdxicos ao endotélio .

Outra fonte importante para a liberagdo do ferro, além daquela mediada
pelo excesso de ERO, é a lise celular. A destruicdo celular libera o ferro
intracelular que expande e aumenta o estresse oxidativo nas células e tecidos

adjacentes 7.



1.1.3. A defesa anti-oxidante

Todas as células do organismo estdo equipadas com sistemas anti-
oxidantes para lidar com a formacdo das ERO que ocorre normalmente em
pequena quantidade e de forma constante no organismo. A principal finalidade
desse sistema € prevenir ou reduzir as lesdes oxidativas causadas por radicais
livres nas células. E importante destacar que a composicdo das defesas anti-
oxidantes varia conforme o tipo de tecido e célula, podendo exacerbar-se frente a
processos patolégicos com estresse oxidativo @),

A defesa oxidante é composta por sistemas enzimaticos e nao-enzimaticos.
O sistema enzimatico abrange as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
e glutatido peroxidase (GPx).

Como se pode observar pelas equacgoes 2, 3 e 4 relatadas anteriormente, a
presenca da enzima SOD nas células é importante pois ela promove a dismutacao
do radical superéxido (equagéao 2), convertendo-o em peroxido de hidrogénio, que
tem reatividade limitada. A detoxificagdo (ou reduc¢do) do perdxido de hidrogénio
para agua (equagao 3), com consequente formagao do radical hidroxil altamente
reativo, e a conversao desse radical novamente em agua (equacgao 4), sao etapas
mediadas pelas enzimas catalase e glutatido peroxidase. Além disso, as enzimas
anti-oxidantes também inibem a formacdo de radicais hidroxil promovidas ou
catalisadas por metais de transicdo, principalmente o ferro. A catalase, por
exemplo, interfere com a reagdo de Fenton (equagédo 5) uma vez que remove 0
peréxido de hidrogénio necessario para que aquela reagdo acontega e a enzima

SOD converte o radical superdxido requisitado pela reacdo de Haber-Weiss



(equacgao 6) @ Desse modo, o perfeito equilibrio entre as enzimas anti-oxidantes
€ importante para reduzir o acumulo de radicais livres e manter a integridade
celular.

O sistema anti-oxidante nao-enzimatico € representado por compostos
produzidos pelo organismo como o acido urico, a albumina e a ceruloplasmina e
por outros adquiridos pela dieta como o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascérbico
(vitamina C), o B-caroteno, os flavondides, entre outros. Um dos meios de atuagao
desse sistema é a modificacdo de radicais livres com acdo oxidativa potente em
moléculas menos reativas, como se observa a partir da reacédo do acido urico com
o radical hidroxil, da qual resultam radicais secundarios com capacidade téxica

menos intensa

). De fato, o acido Urico e a albumina destacam-se pela sua
importante contribuicdo para a defesa anti-oxidante do organismo, corroborada
pela forte correlacdo entre a concentracido desses elementos com a capacidade
anti-oxidante total do plasma avaliada por testes laboratoriais e a pela atividade

‘scavenger’ de radicais livres gerados in vitro (“TRAP assays”) 4121319,

1.1.4. Lesdes celulares causadas por radicais livres

Os radicais livres podem ter agao benéfica ou deletéria em varios processos
bioldgicos. Sdo uteis e difundidas, por exemplo, as atividades das ERO quando
produzidas em condi¢bes normais, relacionadas a produgdo de energia,
destruicdo de microrganismos patogénicos na fagocitose, regulacdo do
crescimento celular e da sinalizagao intercelular, além da sintese de compostos

biolégicos importantes. Entre os efeitos deletérios destaca-se o seu potencial de
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provocar lesdes em diversos componentes celulares como acidos graxos poli-
insaturados das camadas fosfolipidicas das membranas, varios aminoacidos
(tirosina, histidina, metionina, cisteina, lisina e triptofano), cadeias carbdnicas de
unidades de carboidratos (ribose, acidos nucléicos, proteoglicanos e acido
hialurénico), purina e pirimidina. Assim, a produ¢ado das ERO esta envolvida com
destruicdo de membranas, modificacdo da composicao de proteinas e de enzimas
e lesdo do DNA @' Considera-se que as lesdes causadas por radicais livres
atuem como fator causal no processo do envelhecimento e em varias doencas
degenerativas como determinadas cardiopatias, cataratas, disfungdes cognitivas e
cancer .

Os eritrocitos representam um bom modelo para exemplificar a acdo dos
radicais livres, onde os principais focos da agressao s&o a membrana celular e a
molécula de hemoglobina. Dependendo da intensidade das lesdes produzidas, o
ataque oxidativo pode reduzir o tempo de vida util do eritrécito ou mesmo resultar
em hemdlise. Na membrana, a oxidacdo espontédnea dos acidos graxos
insaturados decorrente da exposigdo ao fluxo constante de oxigénio pode
estimular a produgao de radicais livres nesse local, principalmente na presenca de

(18 O qg-tocoferol & um

ferro, causando peroxidagao lipidica e lesdo estrutural
importante composto anti-oxidante localizado na membrana do eritrocito, sendo o
principal responsavel pela resisténcia a peroxidacao lipidica ®'". A molécula de
hemoglobina tem a necessidade de manter o ferro integrante do grupo heme no
estado ferroso, para que o mesmo possa exercer o transporte reversivel de

oxigénio; qualquer modificagdo na estrutura quimica do grupo heme pode

promover o deslocamento de elétrons e formar radicais livres, notadamente o
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radical superdxido, que inicia o processo oxidativo eritrocitario. A oxidagao da oxi-
hemoblobina produz metaemoglobina e radicais superdxido. Em condigdes
normais, a metaemoglobina é reduzida a oxi-hemoglobina pela ag¢do da
metaemoglobina redutase e o radical superoxido sofre dismutagcado pela SOD,
interrompendo a propagac&o e geracio de novos radicais livres (1819,

A deteccdo direta das ERO por meio de testes laboratoriais € dificil, uma
vez que encontram-se em concentracdes muito reduzidas e apresentam
velocidade de reacdo extremamente rapida. Ainda assim, & possivel aferir os
subprodutos das ERO com o auxilio de ressonancia paramagnética de elétrons;
todavia, o custo e outras limitacdes dificultam o uso rotineiro dessa técnica. Desse
modo, os métodos mais utilizados na avaliacdo laboratorial do estresse oxidativo
sao os espectrofotométricos e cromatométricos como os que determinam a
atividade das enzimas integrantes da defesa anti-oxidante (SOD, catalase,

glutatido-peroxidase) e a concentragdo de malondialdeidos (uteis na avaliagao da

lipoperoxidacdo de membranas) °.
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1.1.5. O estresse oxidativo e a sua relacdo com as doencas

Em condicbées normais a producdo das ERO ocorre em equilibrio com a
capacidade anti-oxidante do organismo, embora haja um acumulo lento e
gradativo de lesdes oxidativas que contribuem para o processo do envelhecimento
e doencgas relacionadas, como determinados tipos de cancer. Qualquer
desequilibrio nessa relagcdo em que a formagao de ERO sobrepuja a defesa anti-
oxidante, resulta no que se denomina “estresse oxidativo” .

O estresse oxidativo pode decorrer tanto do deplecdo da defesa anti-
oxidante (p.ex. desnutricdo grave associada a baixa concentragcdo de vitaminas,
como o acido ascorbico e o a-tocoferol) quanto do aumento da produg¢do de ERO,
ou ambos. Sabe-se, por exemplo, que varios agentes quimicos e drogas utilizadas
com finalidades terapéuticas podem acelerar a producdo de ERO. Os principais
interferentes na intensidade do estresse oxidativo sdo a quantidade de ERO
produzida, o alvo celular, a atividade do sistema anti-oxidante e a presenca ou
auséncia de metais de transicéo (p.ex. ferro) ©.

A maioria das células tolera o estresse oxidativo de baixa intensidade, que
geralmente se acompanha da elevagdo na atividade do sistema anti-oxidante.
Entretanto, o estresse oxidativo acentuado resulta em alteragdes significativas no
metabolismo celular, incluindo lesdo do DNA, aumento do calcio livre intracelular,
alteracbes no transporte de ions e lesdo de proteinas da membrana celular,
consumo de NAD e ATP, além de peroxidacao lipidica.

A presenga das ERO ja foi documentada em varias doengas e isso ocorre

devido a sua producdo aumentada em decorréncia das lesdes teciduais que
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acompanham a maioria das doengas humanas. Desse modo, agressdes teciduais
por doencas, traumas, toxinas, lesdes de isquemia-reperfusdo, entre outras,
podem elevar a producdo das ERO, assim como o fazem com citocinas e outros
mediadores inflamatdérios. O quadro 1 lista as principais situagdes patologicas

relacionadas a producao de ERO.

Quadro 1. Situagbes patoldgicas associadas a producdo de espécies

reativas do oxigénio (ERO)®.

e Envelhecimento

e Mutacoes

e Cancer

¢ Doencas inflamatorias

e Sobrecarga de ferro (por alteragao hereditaria ou adquirida)

e Anemia secundaria a malaria, doencga falciforme, talassemia ou uso de drogas
pré-oxidantes (p.ex. primaquina, sulfas, etc.)

¢ Alcoolismo

¢ Radiacao ionizante

e Lesao poés-isquemia e reperfusio

¢ Doencga pulmonar decorrente da exposi¢ao a tabagismo, poluicédo, enxofre,
asbesto e quimioterapicos (bleomicina)

¢ Aterosclerose

¢ Cardiotoxicidade secundaria ao uso de quimioterapicos (adriamicina)

e Doencas auto-imunes

e Sindrome demencial, lesdes neuroldgicas por trauma, isquemia ou hipertensao
intracraniana

e Catarata e retinopatia degenerativa
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Em certas ocasides, a formacdo das ERO esta implicada na causa do
processo patoldgico e nao apenas na consequéncia deste. Isso ocorre na radiagéao
ionizante, em que a quebra de moléculas de agua decorrente do procedimento
gera radicais hidroxil que sao responsaveis pelas lesdes celulares observadas nos
pacientes. Em outras doencgas, a geragao de radicais livres, embora secundaria,

contribui significativamente para o processo de doenga como na artrite reumatoéide

@1) | (24)

, miocardiopatia *®, angina, aterosclerose ®®, doenca inflamatéria intestina
e seqliela cerebral decorrente de lesdo isquémica ou traumatica %29,

Nos pacientes portadores de cancer, sao varios 0s mecanismos que podem
provocar estresse oxidativo. A supressdo da ingesta alimentar adequada,
principalmente nos casos de anorexia prolongada e caquexia, altera o
metabolismo energético e causa deficiéncia organica de compostos anti-oxidantes
fornecidos pela dieta, que aliado a formag¢ao de ERO pelo processo inflamatdrio
decorrente da atividade da prépria doenca provoca o estresse oxidativo.
Adicionalmente, a utilizagcdo de quimioterapicos no tratamento dessas doencas,
como agentes alquilantes, cisplatina e etoposide, também aumenta a producéo de
radicais livres, intensificando o estresse oxidativo 7?3,

Mantovani et al. '® demonstraram que a produgdo de ERO ndo sd
encontrava-se substancialmente elevada em 28 pacientes portadores de varios
tipos cancer quando comparadas aos valores obtidos de individuos normais, como
também que esse aumento correlacionou-se com a atividade da doenca e estado
geral dos pacientes. Da mesma forma, observou-se diminuicdo da defesa anti-

oxidante nesses doentes, representada pela atividade da enzima glutatido

peroxidase, que também correlacionou-se com a atividade da doenca. Assim,
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caracterizou-se nesse estudo que pacientes portadores de neoplasia exibem o
perfil tipico de estresse oxidativo franco, caracterizado pelo aumento da producéao
de radicais livres de forma concomitante a reducao da atividade anti-oxidante.

Os mesmos autores também mostraram nessa série de pacientes que o
tratamento anti-oxidante, que incluiu a utilizagdo de vitaminas A, C e E, glutationa
reduzida, acido alfa-lipdico, N-acetilcisteina, sais de carboxicisteina-lisina e
amifostina, foi eficaz na redugdo da concentragcdo das ERO e na elevacao da

atividade anti-oxidante.

1.2. Sobrecarga de ferro

1.2.1. Causas e consequéncias do excesso de ferro no organismo

Adultos normais concentram em meédia cerca de 35 a 45mg de ferro por
quilo de peso, com excecdo de mulheres em idade fértii que tém menor
concentracido de ferro devido a perda menstrual. A maior parte do ferro corporal
encontra-se incorporada a hemoglobina dos eritrocitos maduros (cerca de
1800mg), seguido pelas células do parénquima hepatico; o restante do ferro
distribui-se nos macrofagos do sistema mononuclear-fagocitario, na mioglobina e
nos precursores da medula éssea. No parénquima hepatico e no sistema reticulo-
endotelial do figado, do bago e da medula 6ssea, a maior parte do ferro encontra-
se armazenada nas proteinas de depdésito ferritina e hemossiderina. O ferro é re-
aproveitado pelo organismo de forma extremamente eficaz, de modo que a

quantidade diaria de ferro absorvida da dieta (cerca de 1 a 2mg) é praticamente a
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mesma que € perdida. A absorcdo desse elemento ocorre notadamente no
duodeno e é regulada principalmente pela quantidade de ferro presente em forma
de depdsito no organismo. A absorc¢ao do ferro e o seu reaproveitamento a partir
do sistema mononuclear-fagocitario podem ser inibidos pela acéo hepcidina, uma
enzima que apresenta importante agcado reguladora no metabolismo do ferro. O
ferro absorvido liga-se a transferrina plasmatica que, embora contenha apenas
3mg de todo ferro corporal, é fundamental no seu transporte até os locais de
utilizagdo. Uma vez que ndo ha uma via fisiolégica para a excre¢ao do ferro do
organismo, 0 mecanismo de perda ocorre principalmente por descamagao do
epitélio intestinal e, nas mulheres, também pela menstruacgdo 7?°. A auséncia de
uma via eficaz para a excrecdo de quantidades maiores de ferro € o principal fator
responsavel pela situagdo de sobrecarga que se configura diante de qualquer
condigdo patoldgica que favorega a entrada e o acumulo de ferro no organismo.

A sobrecarga de ferro € uma complicacdo que se desenvolve em varias
doencas e pode estar implicada em determinadas lesdes organicas e no aumento
da mortalidade. Dependendo do mecanismo envolvido na sua génese, a
sobrecarga de ferro pode ser classificada em primaria, quando resulta de um
defeito primario na regulacdo da absor¢do do ferro, ou secundaria, quando
decorre de outros mecanismos associados a determinadas doengas genéticas e

adquiridas (Quadro 2).
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Quadro 2. Principais causas de sobrecarga de ferro %",

Sobrecarga de ferro primaria

e Hemocromatose hereditaria (subtipos):
- Hemocromatose hereditaria classica
- Hemocromatose juvenil
- Deficiéncia do receptor-2 da transferrina

- Deficiéncia de ferroportina (inclui casos de sobrecarga de ferro africana)

Sobrecarga de ferro secundaria

e Anemias que cursam com eritropoiese ineficaz (p.ex. talassemia maior,
talassemia intermédia, anemia sideroblastica, anemia diseritropoiética congénita)

e Anemias que cursam com necessidade de multiplas transfusdes (p.ex.
talassemia maior, doencga falciforme, sindromes mielodisplasicas)

¢ Hepatopatias cronicas

e Excesso de administracao de ferro parenteral

O principal exemplo da sobrecarga de ferro primaria € a hemocromatose
hereditaria, caracterizada pela presenga de muta¢des no gene HFE localizado no
cromossomo 6 humano. Essa alteragdo pode ser herdada em heterozigose ou
homozigose e o acumulo de ferro resulta do excesso de absor¢cado decorrente do
aumento da transferéncia do ferro das células entéricas para o sangue. Apesar da
descoberta da alteragdo genética associada a essa doenga, o mecanismo
fisiopatoldgico envolvido no aumento da absorgéo do ferro ainda é desconhecido.
A via enteral também é a responsavel pela sobrecarga de ferro observada na

hemocromatose juvenil, na hipotransferrinemia congénita e na sobrecarga de ferro
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em populagbes africanas, todas também causadas por defeitos genéticos
relacionados ao descontrole da absorc&o do ferro 233,

As doencgas que levam a sobrecarga de ferro secundaria ttm em comum o
fato de cursarem com anemia. Nas situagdes que evoluem com eritropoiese
ineficaz acentuada, como na talassemia maior e na anemia sideroblastica, parte
do acumulo de ferro se deve ao aumento da absorcdo desse elemento pelo trato
gastro-intestinal para suprir a alta velocidade de proliferagcdo dos precursores
eritroides. A necessidade de multiplas transfusées por tempo prolongado, como
ocorre na talassemia maior, também provoca instalagdo rapida da sobrecarga de
ferro uma vez que cada mililitro de uma unidade de concentrado de hemacias
(com volume total variando de 200 a 250ml) contém aproximadamente 1mg de
ferro. Assim, o tratamento com transfusbes frequentes e regulares nesses
pacientes, embora eficaz na correcido da anemia e na supressao da eritropoiese
medular defeituosa, provoca outras complicacdes, principalmente o acumulo de
ferro por via parenteral, que intensifica a sobrecarga ja existente em decorréncia
da eritropoiese ineficaz. Outras doengas também caracterizadas pela sobrecarga
de ferro decorrente de transfusdes multiplas sdo a doenca falciforme e as
sindromes mielodisplasicas, além de doencas e situagdes que cursam com
aplasia ou hipoplasia de medula 6ssea 1323439,

Com a progressao da sobrecarga de ferro, a capacidade da transferrina
sérica de se ligar e detoxificar o ferro € excedida, causando o acumulo de ferro
ndo-ligado a transferrina no plasma. Essa forma livre do ferro tem forte tendéncia
em mediar reag¢des que levam a producao de ERO e, consequentemente, causam

estresse oxidativo com lesdo e destruigao celular.
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O ferro em excesso no organismo pode se distribuir predominantemente no
parénquima dos 6rgaos ou no sistema reticulo-endotelial, 0 que indica a presenca
de mecanismos fisiopatoldégicos distintos de sobrecarga de ferro com implicagdes
relevantes quanto ao prognéstico e tipo de disfungao organica ocasionada. Assim,
as lesdes organicas por acumulo de ferro sao mais frequentes e relevantes
quando o depdsito € intra-parenquimatoso, enquanto sdao menos expressivas
quando o ferro encontra-se estocado no sistema reticulo-endotelial dos érgaos. A
sobrecarga de ferro no parénquima hepatico € um evento que geralmente decorre
do aumento da absorcao intestinal de ferro, que é caracteristicamente observado
na hemocromatose hereditaria e nas anemias associadas a eritropoiese ineficaz.
No contexto de multiplas transfusdes, o acumulo de ferro na fase inicial do
processo ocorre nos macrofagos do sistema reticulo-endotelial, que degradam a
hemoglobina dos eritrécitos fagocitados, agrupando o ferro liberado em moléculas
de hemossiderina. Com a progressdao para um estagio mais avangado da
sobrecarga de etiologia transfusional, o ferro proveniente dos eritrocitos
transfundidos, além de exceder a capacidade de saturacdo no plasma, é
redistribuido do sistema reticulo-endotelial para os hepatédcitos e parénquima de
outros drgaos, provocando les3o e disfuncio organica ©?),

Nos pacientes que necessitam de transfusdes regulares, nota-se depdsito
de ferro no parénquima de varios 6érgdos com potencial para gerar toxicidade e
lesdo apds aproximadamente um ano do inicio do tratamento. As complicagdes
mais frequentes decorrentes do depdsito de ferro nos individuos poli-transfundidos
por tempo prolongado e n&o tratados com quelantes sao as disfun¢des cardiacas,

hepaticas e enddcrinas. No coragao, os cardiomidcitos aceleram o transporte do
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ferro nao-ligado a transferrina, intensificando o seu acumulo; as principais
complicacbes associadas sao a hipertrofia e a dilatacdo do musculo cardiaco,
além da degeneracgao das fibras do miocardio. No figado, o ferro € acumulado nas
células de Kupffer em decorréncia da fagocitose de hepatdcitos necréticos
carregados de ferro ou da incorporagao de ferritina e hemossiderina provindas de
hepatécitos danificados. O excesso de ferro no parénquima hepatico causa a
formagado de colageno e o desenvolvimento de fibrose portal, podendo induzir o
quadro de cirrose nos casos graves. Nos individuos poli-transfundidos, a disfungéo
enddcrina pela sobrecarga de ferro pode resultar no desenvolvimento de diabetes
mellitus, além de manifestagcdes decorrentes de depdsitos na hipdfise anterior, na
tiredide, na paratiredide e nas glandulas adrenais °*

Até o momento, a melhor forma para prevenir ou tratar as complicagdes
decorrentes da sobrecarga de ferro por multiplas transfusbes € a utilizagdo de

quelantes de ferro que se ligam a esse elemento e promovem a sua excregao.
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1.2.2. Determinacéo laboratorial da sobrecarga de ferro

A quantidade de ferro presente no organismo pode ser determinada por
meio de testes bioquimicos, bidpsia hepatica e exames de imagem.

Os principais testes bioquimicos utilizados na avaliagcdo da sobrecarga de
ferro consistem das determinacdes do ferro sérico, da saturagao da transferrina e
da ferritina sérica. O ferro sérico tem pouca importancia nesse contexto, mas a
sua determinacado € obrigatdria para o calculo da saturagdo da transferrina. A
saturacédo da transferrina esta frequentemente elevada (acima de 50%) na
vigéncia de sobrecarga de ferro, antes mesmo do aumento dos valores da ferritina
sérica, e é um teste muito utilizado na triagem de casos suspeitos de
hemocromatose hereditaria. A ferritina sérica aferida laboratorialmente
corresponde a menor fracdo dessas moléculas que apds serem produzidas pelo
reticulo endoplasmatico liso das células, sdo secretadas no plasma ao invés de
permanecerem estocadas no meio intracelular. Assim, em condi¢gdes normais, a
ferritina plasmatica reflete a quantidade de ferro armazenado dentro das células
@) De fato, em individuos poli-transfundidos, os valores de ferritina sérica se
correlacionam com a quantidade de ferro armazenado no figado desses pacientes;
além disso, valores de ferritina persistentemente superiores a 2.500ug/L estédo
associados a maior incidéncia de lesdo cardiaca e morte por cardiopatia %39,
Entretanto, a ferritina plasmatica comporta-se também como proteina de fase

aguda, sendo secretada em grande quantidade na vigéncia de quadros

infecciosos, processos inflamatoérios, neoplasias e lesdao tecidual, nessas
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situacoes, os resultados alterados sao de dificil interpretacdo pois nao refletem
necessariamente a presenca de ferro em excesso no organismo “04. A
interpretacdo de valores sequenciais de ferritina sérica associados aos da
saturagao da transferrina ajudam a diferenciar as situagdes reais de sobrecarga de
ferro daquelas secundarias a resposta inflamatoria em boa parte dos casos, sem a
necessidade de utilizar testes invasivos 249,

Uma vez que o figado é o principal érgdo de depdsito do ferro, a
determinagcdo da concentracdo do ferro hepatico obtida por meio de bidpsia
hepatica é tida como o “padrdo ouro” para a avaliacao do ferro corporal total e,
consequentemente, para a quantificagdo da sobrecarga de ferro no organismo. No
entanto, a natureza invasiva do procedimento aliada a necessidade de se obter
uma quantidade substancial de material (cerca de 4mg) para uma analise acurada
limitam a utilizacdo desse método. Outro modo eficaz para avaliagdo da
sobrecarga de ferro é a determinagé&o n&o-invasiva do ferro hepatico por meio de
biossusceptometria magnética (SQUID). Apesar de manter excelente correlagéo
com os resultados obtidos de biopsia hepatica, esse método por imagem esta
limitado a apenas poucas instituicbes de pesquisa em todo o mundo.
Recentemente, a realizagdo de ressonancia magnética utilizando uma técnica
modificada denominada de T2* tem se mostrado de grande valia na avaliagéo da
sobrecarga de ferro hepatica e cardiaca ©'*".

Na pratica clinica, os testes bioquimicos sao os mais utilizados na avaliacéo
da sobrecarga de ferro, pois embora sejam menos precisos que 0s outros
métodos, sao mais rapidos, mais baratos e prontamente disponiveis na maioria

dos servigos.
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1.3. Quimioterapia de altas doses com transplante de células precursoras

hematopoiéticas (TCPH)

1.3.1. Conceitos e aplicacdes do TCPH

O transplante de medula 6ssea, melhor definido como quimioterapia de
altas doses com infusao de células precursoras hematopoiéticas (TCPH), € uma
modalidade terapéutica iniciada no final da década de 60“? e aprimorada de
forma constante até a atualidade.

O TCPH é um tratamento com eficacia comprovada em varias doencas
(quadro 3). Em algumas situagdes o alvo desse tratamento é a correcdo de um
defeito congénito ou adquirido da hematopoiese e/ou da fungdo imune. Em outros
casos, notadamente nas doengas neoplasicas, o principal objetivo é o de restaurar
a fungdo hematopoiética apds terapia citotoxica em altas doses (mieloablativa) e,

por vezes, proporcionar também imunoterapia anti-tumoral potente ).
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Quadro 3. Doengas passiveis de tratamento com TCPH “3),

Doencas neoplasicas

¢ Leucemia mieldide cronica

e Doencas mieloproliferativas cronicas
¢ Leucemia mieldide aguda

¢ Leucemia linféide aguda

¢ Leucemia mieloide cronica juvenil

¢ Sindromes mielodisplasicas

¢ Leucemia linféide crénica

¢ Linfomas de Hodgkin e nao-Hodgkin
¢ Mieloma multiplo

e Tumores sélidos (cancer de mama, ovario, pulméao, testiculo e neuroblastoma)

Doencas nao-neoplasicas

¢ Anemia aplastica

e Hemoglobinuria paroxistica noturna

e Talassemia maior e anemia falciforme

e Doengas hematopoiéticas congénitas (anemia de Fanconi, sindrome de
Blackfan-Diamond, disqueratose congénita, sindrome de Shwarchman-Diamond)

e Sindrome da imundeficiéncia combinada grave

e Sindrome Wiskott-Aldrich

e Erros inatos do metabolismo

O TCPH é denominado de alogénico quando ha necessidade de doador
saudavel como fonte de células precursoras hematopoiéticas e de autogénico
quando as células sao coletadas do préprio paciente. O TCPH alogénico pode ser
realizado com doador aparentado (pertencente a familia do paciente) ou nao-

aparentado; e a compatibilidade do HLA entre doador e paciente pode ser total ou
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parcial. O doador ideal, e também o mais utilizado na atualidade, € o doador
aparentado com HLA totalmente compativel ao do paciente “4 A figura 1 mostra a
evolugdo do numero de transplantes realizados ao longo dos ultimos 35 anos de
acordo com o registro no CIBMTR (‘center for international blood & marrow

transplant research’) %,
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Figura 1. Evolugéo do registro de pacientes submetidos a TCPH de acordo

com os dados do CIBMTR de 1970 até junho de 2005.

A coleta de células precursoras hematopoiéticas (CPH) de doador saudavel
ou paciente (no caso de TCPH autogénico) pode ocorrer de duas formas:
diretamente da crista iliaca posterior ou por meio de leucaférese, situagao em que
ha necessidade de mobilizacdo de CPH, que € o estimulo da medula éssea com
fatores de crescimento como o G-CSF (fator de crescimento de colbnias de

granulécitos). A coleta CPH da crista iliaca é realizada em centro cirurgico sob
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anestesia geral ou raqui-medular; esse procedimento envolve multiplas pungdes
para se obter a quantidade de volume em torno de 10mL para cada quilo do
receptor, que confere cerca de 100 a 300 milhdes de células mononucleares por

quilo do receptor “344

. Na coleta por meio de leucaférese, normalmente sao
processadas cerca de duas a quatro volemias do doador para se obter um minimo
de 2 x 10° células CD34+ por quilo do receptor e essas células sdo congeladas e
criopreservadas para posterior infusdo “3),

Atualmente quase todos os TCPH autogénicos realizados utilizam como
fonte as CPH do sangue periférico obtidas por meio de leucaférese. No TCPH
alogénico, tanto a medula 6ssea quanto o sangue periférico sdo utilizados em
grande escala como fontes de CPH. Estudos randomizados comparando essas
duas fontes de CPH em pacientes submetidos a TCPH alogénicos, demonstraram
enxertia mais rapida com CPH de sangue periférico, incidéncia de doenga enxerto-
contra-hospedeiro (DECH) aguda semelhante com ambas as fontes de obtengéo
de CPH, maior tendéncia ao desenvolvimento de DECH crénica com CPH
periféricas, menor mortalidade relacionada ao transplante e sobrevida
aparentemente maior com CPH periféricas 464748,

Tradicionalmente a programagao do TCPH envolve a realizagédo de terapia
(quimioterapia e/ou radioterapia) com intensa agdo citotdxica ou
imunossupressora, que precede a infusdo das CPH. Essa estratégia tem por
finalidade eliminar as células neoplasicas e, no TCPH alogénico, evitar a rejeicao
do enxerto, bloqueando a acado da resposta imune do hospedeiro. Por convencao,

o dia da infusdo é considerado o dia 0 (DO) e os dias que a antecedem séao

representados por numeros negativos (D-1, D-2, D-3, em diante) e aqueles que a
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sucedem sao positivos (D+1, D+2, D+3, em diante). Em geral, apds alguns dias da
quimioterapia de altas doses, segue-se um periodo prolongado de
mielossupressao caracterizado por diversas complicagdes, incluindo alta
susceptibilidade a infeccdes; nessa fase, os pacientes recebem infusdo de fatores
de crescimento diariamente até que ocorra enxertia. A enxertia é caracterizada
pela recuperacédo da contagem absoluta de neutréfilos (>500/uL) e de plaquetas
(>20.000/uL), ocorrendo geralmente apds 2 semanas da infusdo de CPH nos
pacientes que realizam TCPH autogénico e apés 3 semanas naqueles submetidos

ao TCPH alogénico 749,

1.3.2. Complicacdes precoces e tardias relacionadas ao TCPH

Além da mielossupressdo prolongada e grave, o TCPH também esta
associado a varias outras complicagdes especificas, algumas delas praticamente
restritas a pacientes transplantados.

Entre as complicagdes precoces, destacam-se as toxicidades provocadas
pela quimioterapia de altas doses nas primeiras semanas apés o TCPH. Assim,
além da mieloablagdo, esse procedimento gera também toxicidade em outros
locais, como na mucosa oral e do trato gastro-intestinal, figado, rins, bexiga,
sistema nervoso central, entre outros. O numero e a intensidade dos varios tipos
de toxicidade variam entre os pacientes, podendo inclusive estarem ausentes em

alguns casos e causar ébito em outros “9.
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As infeccbes sdo complicacbes comuns e importantes nos pacientes
submetidos ao TCPH. Na fase de aplasia que sucede a quimioterapia de altas
doses sao comuns as infecgdes bacterianas. Nesse periodo, a duracdo e a
intensidade da neutropenia sio fatores independentes para o risco de infeccéo,
que é agravado também pelas lesdes da mucosa oral e do gastro-intestinal, além
da quebra da barreira cutanea pelo uso de cateter venoso central. Na fase
intermediaria, que vai do 2° ao 3° més pos-TCPH, aumenta a incidéncia das
infeccoes de etiologia fungica e viral. Nesse periodo, os fatores que contribuem
para o risco de infeccdo sdo as lesdes de pele e de mucosa gastro-intestinal
decorrentes de DECH aguda, o uso de imunossupressores, a utilizagdo de cateter
venoso central e a infecgdo pelo citomegalovirus. Na fase tardia (apos o 3'més de
TCPH), a recuperagdo imunoldgica progressiva diminui o risco de infeccoes,
entretanto, algumas complicagbes como a DECH crbnica e a alteragédo da fungéo
reticulo-endotelial com déficit de opsonizagcao podem propiciar o aparecimento de
infecgdes, notadamente aquelas causadas por bactérias encapsuladas ©?.

A DECH é uma complicagdo praticamente exclusiva do TCPH alogénico,
que ocorre em cerca de 30 a 50% dos casos e impacta de modo relevante na
evolucdo e na sobrevida dos pacientes. Essa doenca é mediada pela acdo de
linfécitos T competentes do doador contra antigenos de determinadas células do
receptor e sua incidéncia € influenciada por fatores como disparidade de HLA e de
sexo entre doador e paciente, idade do paciente, fonte e numero de CPH
infundidas. A DECH é denominada de aguda quando ocorre até 100 dias pos-
TCPH e de cronica quando se desenvolve apds esse periodo. A DECH aguda

compreende uma sindrome clinica caracterizada principalmente pelo
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acometimento da pele, figado e trato gastro-intestinal, enquanto a DECH crbnica
consiste de manifestacdes mais abrangentes que, além de se desenvolver nos
locais citados anteriormente, pode evoluir também com lesbes oculares, orais,
pulmonares, neuromusculares, entre outras. A profilaxia de DECH geralmente
inclui o uso de ciclosporina com ou sem a associagao de metotrexate. A presenca
de DECH desorganiza a reposta imune dos pacientes, aprofundando a
imunossupressao e favorecendo a ocorréncia de infecgdes, que sao as principais

responsaveis pela mortalidade associada a DECH “#451:52),

1.3.3. Sobrecarga de ferro e estresse oxidativo no TCPH

Ja foi demonstrado que a sobrecarga de ferro ocorre como um evento
precoce em pacientes que realizaram TCPH, caracterizado pela elevagao nas
concentracdes de ferro sérico, saturagcao da transferrina, ferritina e ferro nao-
ligado a transferrina, embora os mecanismos responsaveis por essas alteragdes
bem como suas conseqiiéncias ndo estejam completamente esclarecidos (%),
Da mesma forma, o excesso de ferro presente no acompanhamento a longo-termo
desses pacientes pode contribuir para 0 aumento da morbidade tardia associada
ao TCPH como, por exemplo, na etiologia da doenga hepatica cronica observada
apos um ano de transplante ),

A presenca e a consequéncia do estresse oxidativo em pacientes
submetidos ao TCPH também permanecem pouco estudadas e esclarecidas.
Alguns autores demonstraram redugcdo da capacidade anti-oxidante do plasma

nas duas primeiras semanas pos-TCPH, concomitantemente ao aparecimento do
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ferro ndo-ligado a transferrina, sugerindo a participacéo da sobrecarga de ferro no

desenvolvimento do estresse oxidativo (%5,

No entanto, as implicagdes do
estresse oxidativo nas intercorréncias associadas ao transplante também nao
estdo elucidadas até o momento atual.

Nao ha relatos na literatura acerca da evolugao da sobrecarga de ferro e do
estresse oxidativo tanto na fase precoce quanto tardia do acompanhamento de um
mesmo grupo de pacientes submetidos ao TCPH. Da mesma forma, permanece
desconhecida a relagdo da sobrecarga de ferro e do estresse oxidativo com as
complicagbes observadas no periodo poés-transplante como, por exemplo, as
toxicidades decorrentes da quimioterapia de altas doses, o aparecimento da
DECH e a mortalidade relacionada ao transplante. Essas situagdes representam
as justificativas para o estudo da sobrecarga de ferro e do estresse oxidativo nos
pacientes submetidos ao TCPH, bem como da evolugdo desses parametros ao

longo do acompanhamento e suas possiveis implicagdes na etiologia das

complicacbdes observadas no pds-transplante.



31

1.4. Objetivos

A presente tese teve os seguintes objetivos:

- Analisar a evolugdo dos parametros de sobrecarga de ferro e estresse
oxidativo nas fases precoce e tardia do TCPH.

- Correlacionar os parametros de sobrecarga de ferro e estresse oxi