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RESUMO

A hemocromatose hereditaria € uma doenca genética, causada por mutacées em
genes relacionados a homeostase do ferro no organismo. Apesar de ser um mineral
essencial ao organismo, o ferro excedente acumulado ao longo dos anos, de forma
assintomatica até a quarta década de vida, compromete o funcionamento correto de
diversos oOrgdos, gerando complicacBes clinicas como cirrose, problemas cardiacos,
hiperpigmentacéo da pele e disfungdes sexuais. Uma das formas de controlar o avanco
da doenca e minimizar os danos € através da realizacdo periodica de flebotomia. As
mutacdes mais frequentes associadas a doenca encontram-se no gene HFE, sendo
denominadas C282Y e H63D. O objetivo deste trabalho foi rastrear estas mutacdes em
pacientes que realizam sangrias no HEMOSC de Blumenau, e seus parentes de primeiro
grau, filhos ou irmdos, viabilizando o acesso ao genoOtipo para que estes individuos,
quando positivos, possam acompanhar o acumulo de ferro durante suas vidas. As
analises moleculares de ambas as mutacGes foram realizadas através do método de PCR
e RFLP. Na amostra de 11 participantes, onde oito eram pacientes do HEMOSC
afetados pela hemocromatose, e trés eram descendentes de individuos afetados, apenas
um descendente foi negativo para todas as mutagdes, trés apresentaram genotipo
heterozigoto composto, e 0s demais apresentaram pelo menos um alelo positivo para as
mutacdes. Com estes resultados, demonstrou-se a importancia em determinar o genétipo
de pacientes com hemocromatose, a fim de determinar as causadas do acumulo de ferro,
e de seus parentes, tanto filhos quanto irmdos, para evitar os sintomas clinicos da

doenca.

Palavras chave: HFE, ferro, C282Y, H63D, mutag0es, flebotomia.



ABSTRACT

Hereditary hemochromatosis is a genetic disease, caused by mutations in
genes related to iron homeostasis in the body. Although it is an essential mineral for the
body, excess iron accumulated over the years, asymptomatic until the fourth decade of
life, compromises the correct functioning of several organs, generating clinical
complications such as cirrhosis, cardiac problems, hyperpigmentation of the skin and
dysfunctions sexual relations. One way of controlling disease progression and
minimizing damage is through periodic bleeding. The most frequent mutations
associated with the disease are in the HFE gene, being called C282Y and H63D. The
objective of this work was to track these mutations in patients who perform bleeding in
the HEMOSC of Blumenau, and their first-degree relatives, children or siblings,
allowing the access to the genotype so that these individuals, when positive, can
accompany the accumulation of iron during their lives. Molecular analyzes of both
mutations were performed using the PCR and RFLP method. In the population of 11
participants, where 8 were HEMOSC patients affected by hemochromatosis, and 3 were
descendents of affected individuals, only 1 descendant was negative for all mutations, 3
had composite heterozygous genotype, and the others had at least one positive allele for
the mutations. These results demonstrated the importance of determining the genotype
of patients with hemochromatosis in order to determine those caused by the
accumulation of iron and their relatives, both children and siblings, to avoid clinical
symptoms of the disease.

Keywords: HFE, iron, C282Y, H63D, mutations, phlebotomy.



REFERENCIAL TEORICO

FERRO E SEU METABOLISMO

O ferro é um metal essencial ao organismo humano, atuando no metabolismo
energético das células e transportando gases (CANCADO & CHIATTONE., 2009).
Quando mantém a sua normalidade, a quantidade de ferro dentro do organismo humano
é baixa, cerca de 3g a 4g, sendo essa quantidade controlada por diversas proteinas que
formam complexos de captacdo do metal, como a DMT-1 (proteina transportadora de
metal divalente), relacionadas ao seu metabolismo. Apenas uma pequena porcao &
encontrada na forma livre na corrente sanguinea, o restante é armazenado sob a forma
de ferritina ou hemossiderina (CUNHA, 2009; LEAL et al., 2012).

Apbs ser ingerido, o ferro é captado pela proteina DMT-1 ao chegar no jejuno.
Esta proteina forma um complexo com a B2-microglobulina na superficie da célula, a
fim de permitir a afinidade com o receptor da transferrina, o qual transporta para o
interior das células apicais do intestino, onde é fixado a ferroportina, que o recebe e 0
transfere a ferritina (CUNHA, 2009; PARDINI, 2007). A quantidade de ferro desejada é
armazenada e o restante ¢ alterado a transferrina, que ficara na circulagdo sanguinea. A
transferrina leva o ferro aos locais de deposito ou utilizacdo (tecido hepatico, baco,
cérebro, coracao, pancreas e hipofise) (CUNHA, 2009).

A necessidade corporal é que define a trajetéria do metal no organismo, se a
demanda superar a quantidade existente na corrente sanguinea, o ferro saird do
enterdcito duodenal para a corrente sanguinea onde se ligara a tranferrina. Caso nao
exista necessidade, o ferro continuara ligado a ferritina no enterdcito, sendo eliminado
somente com a descamacao do epitélio duodenal (LEAL et al., 2012).

O organismo humano ndo é capaz de aumentar a excrecdo de ferro, mesmo
quando a quantidade do metal estd acima da desejada, 0 que causa seu acumulo
patoldgico, podendo gerar alteracGes e até lesGes ao depositar-se em diversos tecidos,
principalmente no tecido hepético. Porém, o organismo tem mecanismos que permitem
a limitacdo de atuacdo do ferro em reacGes oxidativas que poderiam gerar danos, como
manté-lo ligado a proteinas de transporte ou armazenado na forma de ferritina, sendo o
figado o principal local de armazenamento do metal (LEAL et al., 2012). A proteina
HFE ("H" por ser hereditario, "Fe" que € o simbolo quimico do ferro) é encontrada nos
hepatdcitos. Nos hepatdcitos a HFE fica associada a p2-globulina, ao receptor de

transferrina-ferritina (TRF) e hemojuvelina, que apresenta fungdo critica de “sensor



10

férrico” para regular a secre¢do de hepcidina, hormonio essencial para a homeostase do
ferro (BARDOU-JACQUET et al., 2014; D’ALESSIO et al., 2012).

Apesar do figado ser seu principal destino, o0 excesso de ferro pode depositar-se
em diversos tecidos, afetando também o miocardio, a medula dssea e algumas
glandulas, ocasionando lesdes, fibrose e disfungbes nos mesmos. O ferro tdxico ao
organismo é o que esta livre em excesso, que ndo esta ligado a nenhuma proteina
(LEAL et al., 2012).

Os altos indices de ferro podem ser primarios, resultantes da alteracdo do
metabolismo do ferro, sendo essa a forma observada em pacientes com hemocromatose
hereditaria, bem como pacientes com esteatose hepatica, estando também associada ao
alcoolismo. A sobrecarga do metal pode ser secundaria também, sendo esta forma
adquirida por talassemia, anemia falciforme e hemolitica, ou por doenca congénita
(LEAL et al., 2012).

HEMOCROMATOSE HEREDITARIA

A hemocromatose hereditaria foi observada por Trousseau e Troisier no comego do
século XI1X, sendo descrita como uma sindrome clinica formulada por um conjunto de
alteracGes como cirrose hepética, diabete mellitus e hiperpigmentacdo da pele. Somente
em 1889 a sindrome recebeu o nome de “hemocromatose” por Von Recklinghausen,
que foi quem observou que a doenca estava associada ao aumento dos niveis séricos de
ferro, sem alteracBes clinicas aparentes até determinada idade. (CANCADO et al.,
2009; SANTOS et al., 2009).

Em individuos afetados pela hemocromatose hereditaria, ja no estagio sintomatico,
a quantidade de ferro absorvida pode ultrapassar o limite de necessidade, chegando até a
40g no organismo de um adulto, o que representa 10 vezes a quantidade necessaria para
homeostasia (SOUZA et al., 2001).

O acumulo exacerbado do metal nos células estimula processos fisiolégicos que
lesam o tecido e causam comprometimento progressivo, principalmente nos tecidos
hepético e cardiaco, bem como em articulacdes, hipdfise e pancreas (BARBOSA et al.,
2013). Cancado et al. (2010) observaram que as chances de portadores da
hemocromatose hereditaria desenvolverem cancer hepatico é até vinte vezes maior que
em pacientes sem nenhuma alteracdo, que nao tenham cirrose hepatica.

Num trabalho realizado entre os anos de 1970 e 1980, os pesquisadores

conseguiram compreender as bases moleculares e a forma de transmissdo genética da
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doenca. Trata-se se uma alteragdo geneética autossémica recessiva no gene da HFE, o
qual codifica a proteina HFE, envolvida no metabolismo do ferro no organismo
humano, resultando na deposicdo do metal progressivamente ao longo dos anos em
tecidos e oOrgdos, tendo como principais afetados os tecidos hepatico e cardiaco. A
hemocromatose hereditaria € uma doenca de penetrdncia completa em homens e
incompleta em mulheres, principalmente por fatores fisioldgicos (BORECKI et al.,
1989; FEDER et al., 1996; BARBOSA et al., 2013).

Com uma prevaléncia de cerca de 1:200 a 1:500, a hemocromatose € mais comum
entre os descendentes de europeus (PARDINI, 2007). As manifestacdes clinicas
ocorrem tardiamente, sendo que elas podem ser divididas em trés fases: (1) o tempo de
laténcia, onde ndo ha ainda acumulo do ferro, de zero a vinte anos; (2) o periodo de
vinte a quarenta anos, onde comecam a aparecer os primeiros indicios da alteracdo
devido ao aumento dos indices de ferro na corrente sanguinea, porém o acimulo ainda
ndo causa danos patoldgicos; e (3) entre quarenta e sessenta anos, quando as
manifestacdes clinicas surgem, apds todos os anos de acimulo do ferro no organismo.
As manifestaces clinicas da hemocromatose sdo mais visiveis em homens que em
mulheres, ocorrendo em mulheres com um retardo de cinco a dez anos quando em
comparagdo com homens, devido a perda de ferro através da menstruacdo, lactacdo e
gestacional (CUNHA, 2009; PARDINI, 2007).

MUTACOES

De acordo com CANCADO et al. (2009), a hemocromatose hereditaria teve origem
no norte da Europa, associada a muta¢des no gene HFE. O gene HFE esta localizado no
braco curto do cromossomo 6, proximo ao locus do HLA (antigenos de
histocompatibilidade), sendo formado por 7 éxons (FEDER et al., 1996). A proteina
proveniente deste gene é formada por 348 aminoéacidos, e diferentes mutacdes ja foram
observadas neste gene, associadas a doenca, sendo as mais comuns denominadas
C282Y e H63D, ou pela mutagdo S65C, com menor frequéncia (FEDER et al., 1996.
MURA et al., 1999).

A mutacdo C282Y, no exon 4, consiste em uma transicdo de guanina (G) para
adenina (A) no nucleotideo 845, que determina a substituicdo de um aminoacido
cisteina (C) por tirosina (Y) na posicao 282 da proteina HFE. Apesar da fungdo exata da

proteina HFE ndo estar totalmente esclarecida, esta mutagdo acaba por ndo permitir a
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interacdo entre HFE, B2-microglobulina e a transferrina, o que de alguma forma
compromete o metabolismo do ferro (FEDER et al., 1996).

A mutacdo H63D refere-se a alteracdo de um aminoécido histidina (H) por acido
aspartico (D) na posicdo 63 da proteina HFE, esta alteracdo ocorre por conta da
substituicdo de uma guanina (G) por uma citosina (C) no nucleotideo 197 no éxon 2.
Esta mutacdo altera o formato da proteina transportadora do ferro, diminuindo a sua
afinidade com a transferrina, o que impede a fixacédo do ferro (FEDER et al., 1996).

Ha também uma terceira mutacdo, denominada S65C, que acontece quando ha uma
alteracdo de um aminodcido serina (S) por um aminodcido cisteina (C), na posi¢do 65
da proteina HFE, por conta da troca de uma adenina (A) por uma timina (T) no
nucleotideo 193 do gene HFE, também no éxon 2 (BARTON et al., 1999; MURA et al.,
1999).

MANIFESTAC}@ES CLINICAS, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Estudos indicam que quando em homozigose, a mutacdo C282Y do gene HFE ¢
mais agressiva que as demais, acarretando no acumulo de ferro depreciativo ao
organismo. Quando o diagnostico aponta este genotipo, 0s pacientes tendem a
apresentar alteragdes no tecido hepético, sendo indicada a realizagdo de exames
complementares, tomografias e ultrassonografias, a fim de detectar possiveis fibroses ou
cirrose no figado. O diagndstico de alteracBes hepaticas também pode ser realizado
através de exames de imagem (CUNHA, 2009; CANCADO et al., 2007).

A mutacdo H63D, se ndo combinada a C282Y, indica um baixo risco para o
desenvolvimento da doenca clinica, porém gquando combinada com a C282Y, o risco
torna-se tdo grande quanto um individuo homozigoto para a C282Y (SANTOS et al.,
2009). Bem como esta, a mutacdo S65C também ¢é relacionada ao baixo indice de
desenvolvimento da doenca, porém ja existem relatos de riscos para desenvolvimento da
doenca quando esta mutacao se associa a C282Y (CUNHA, 2009).

Quando comparada as outras mutagdes, a C282Y é considerada a mais comum em
determinadas localidades do mundo, porém no Brasil ela é considerada de trés a oito
vezes menor que em outras regides, possivelmente pelas inUmeras etnias que compdem
a populacéo brasileira. Ja a mutacdo H63D tem frequéncia alélica semelhante a de
outras populagdes, sendo de duas a trés vezes mais frequente que a C282Y (SANTOS et
al., 2009).
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Apesar das alteragdes S65C e H63D serem consideradas mais brandas, elas podem
aumentar os riscos de absorc¢do inadequada do ferro quando associadas a outras doencas
que estdo relacionadas a homeostasia do ferro no organismo, como a talassemia,
distdrbio hereditario que diminui a quantidade de hemoglobina e hemacias na corrente
sanguinea; a esferocitose hereditaria, doenca que se estabelece pela presenca de
hemaécias pequenas (microcitose) e altas concentragcdes de hemoglobinas (MELIS et al.,
2002; CANCADO et al., 2010).

CUNHA (2009) argumenta que, em geral o diagnostico da hemocromatose
hereditaria ocorre quando h& uma grande suspeita, com evidéncia de complicacGes
secundarias que ja acometem Orgdos vitais do paciente. Porém com a realizacdo de
exames clinicos e dosagens bioquimicas, como a da ferritina, em individuos jovens
assintomaticos, é possivel observar algumas alteracGes precoces que sugerissem a
incidéncia da doenca.

Para pacientes que ja possuam problemas de salde, mesmo ndo relacionados a
hemocromatose, como hepatite B ou C detectadas, ou na suspeita de cirrose ou fibrose
hepéatica, recomenda-se que seja realizada a bidpsia hepética, que por ser um
procedimento invasivo, é mais indicado apenas para quantificar os problemas causados
pela hemocromatose (CUNHA, 2009; CANCADO et al., 2007).

Alternativamente, as mutacdes do gene da HFE, podem ser detectadas antes de
qualquer sintoma secundario, e de modo ndo invasivo, a partir da coleta de células da
mucosa bucal. A deteccdo genética é realizada através da técnica de PCR — RFLP, ou
seja, envolve uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o gene HFE, seguida da
clivagem do produto da reacdo por enzimas de restricdo (RFLP, do inglés: Restriction
Fragment length polymorphism). Este método permite identificar a presenca do alelo
mutante e do normal, para qualquer uma das mutacbes C282Y, H63D e S65C, bem
como identificar individuos heterozigotos (JOUANOLLE et al., 1997; MURA et al.,
1997).

Considerando que diferentes genotipos para as mutagdes no gene HFE tornam
individuos mais propensos a danos hepaticos, em especial devido a presenca da mutagao
C282Y, o diagndstico molecular precoce, associado a indicios de acimulo de ferro no
organismo, permitem uma conduta medica adequada a cada quadro clinico com o
intuito de evitar ou minimizar o avanco da doenga (CANCADO et al., 2007).

De acordo com SOUZA et al. (2001), a maioria dos autores indicam a

flebotomia como principal forma de tratamento para pacientes com hemocromatose
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hereditéria detectada. Este procedimento, também conhecido como sangria, consiste na
remocao de uma quantia de sangue semelhante ao procedimento de doacgéo de sangue,
porém com intuito diferenciado de diminuicdo da quantidade de ferro na corrente
sanguinea. Entretanto, por se tratar de um procedimento bastante invasivo nem todos 0s
pacientes possuem a mesma tolerancia ao metodo. Uma dieta sem ferro a principio ndo
é indicada, porém é recomendado que o paciente, apos a determinacdo do genotipo
mutante, adquira habitos alimentares com menores quantidades de alimentos ricos em
ferro (carne vermelha, por exemplo), evite suplementacdo vitaminica de vitamina C ou
suplementos férreos, evite o etilismo e faca o acompanhamento bioquimico dos
indicadores do metabolismo correto do ferro, ferritina, saturacdo de transferrina e indice
de capacidade total de ligacéo do ferro, quando necessario (CANCADO et al., 2010).
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CAPITULO 1

HEMOCROMATOSE HEREDITARIA: RASTREAMENTO DAS MUTACOES
C282Y E H63D NO GENE HFE DE PACIENTES COM HIPERFERRITINA E
SEUS DESCENDENTES
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Resumo: A hemocromatose hereditaria € uma doenca genética, causada por mutacoes
em genes relacionados a homeostase do ferro no organismo que, quando presentes,
geram acumulo inadequado deste metal no organismo. As mutaces mais frequentes, no
gene HFE, em pacientes com a doenca séo a C282Y, H63D e, recentemente, a S65C. O
objetivo deste trabalho foi rastrear as mutacbes C282Y e H63D em pacientes que
realizam flebotomias no HEMOSC de Blumenau, e seus parentes de primeiro grau. As
analises moleculares de ambas as mutacdes foram realizadas atraveés do método de PCR
e RFLP. Na amostra de 11 participantes, onde oito eram pacientes do HEMOSC
afetados pela hemocromatose, e trés eram descendentes de individuos afetados, apenas
um descendente foi negativo para ambas as mutagOes, trés apresentaram genotipo
heterozigoto composto, e 0s demais apresentaram pelo menos um alelo positivo para as
mutagdes. Com estes resultados, demonstrou-se a importancia em determinar o gendtipo
de pacientes com hemocromatose, a fim de determinar as causadas do acimulo de ferro,
e de seus parentes, tanto filhos quanto irmdos, para evitar os sintomas clinicos da

doenca.

Palavras chaves: HFE, ferro, C282Y, H63D, mutaces, flebotomia.
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1 INTRODUCAO

Ap0s ser ingerido através da alimentacao, o ferro que provém da dieta pode ser
utilizado nos processos metabdlicos onde é necessario, ou pode ser armazenado como
ferritina. O organismo humano ndo possui nenhum mecanismo efetivo de excrecdo do
ferro, o qual depende de fatores fisiologicos para que a concentracdo do mesmo torne-se
equilibrada dentro do organismo. Ha reciclagem e reutilizacdo do metal no organismo
através da sua utilizacdo para renovacdo de células, e perda através do periodo
menstrual em mulheres ou sangramentos eventuais (LEAO, 2013).

O ferro é armazenado no organismo de duas formas, como ferritina, sendo esta a
forma mobilizavel do metal, e hemossiderina, sendo esta a forma estavel de reserva do
mesmo. A mucosa intestinal é que regula o processo de absor¢édo do ferro. Alteragdes na
homeostase deste metal acarretam na elevagéo da ferritina, sendo as principais causas:
hemocromatoses, hemofagocitose, doenca de Still, sindromes inflamatdrias, entre outras
patologias (CARVALHO et al., 2008; LEAO, 2013).

A hemocromatose hereditaria € uma doenca genética, de heranca autossdmica
recessiva, que leva ao acumulo progressivo do ferro no organismo. Sua ocorréncia esta
associada a mutacbes no gene HFE, o qual codifica a proteina associada a
hemocromatose (HFE) (LEAO, 2013; CUNHA, 2009; SANTOS et al., 2009).

A proteina HFE é uma das principais reguladoras atuantes no metabolismo
normal do ferro, de modo que, qualquer alteracdo na sua conformacgéo, implica em
desordem na homeostase deste metal, 0 que o torna toxico ao organismo. Ela tem papel
essencial no metabolismo do ferro, sendo expressa nos enterdcitos e hepatdcitos, nas
criptas duodenais, em associagdo com a P2 microglobulina, ligada ao receptor da
transferrina, o que reduz a afinidade do metal pela transferrina, auxiliando no controle
da entrada do metal. Admite-se que a HFE, em conjunto com as demais proteinas,
forme um complexo que atua como um sensor férreo, que determina a necessidade de
ferro no organismo (LEAO, 2013). Os SNPs (do inglés: single nucleotide
polymorphism, ou polimorfismo de um unico nucleotideo) associados a hemocromatose
hereditaria mais conhecidos sdo C282Y, H63D e S65C (FEDER et al., 1996; MURA et
al., 1999; SCHINCARIOL et al., 2011).

Individuos homozigotos para estas mutagcdes acumulam ferro no organismo a
partir da segunda década de vida de modo assintomatico. Os efeitos clinicos das

mutacdes sdo observados somente em um estagio ja avancado da doenga, entre a quarta
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e a quinta década de vida dos pacientes, quando por mais de vinte anos ja ocorreu a
deposicdo do ferro em altos niveis em Grgdos e tecidos, o que por vezes impossibilita
um bom prognostico. A determinacdo sérica dos niveis de ferritina € frequentemente
utilizada para estabelecimento dos niveis de sobrecarga do metal nos tecidos dos
pacientes, e isto auxilia na definicdo de ponto inicial de tratamento da hemocromatose
hereditéria. Valores acima de 1000 pug/mL de dosagem de ferritina sérica indica grau de
hiperferritinemia, o qual é indicativo para o inicio do tratamento por flebotomias
(LEAO, 2013; CUNHA, 2009; SOUZA et al., 2001).

Antes considerada uma doenga ndo muito comum, que acometia principalmente
homens, a hemocromatose era diagnosticada muitas vezes somente apds o o6bito do
paciente. Com o0s avancos das técnicas de biologia molecular, a hemocromatose
hereditaria pode ser diagnosticada precocemente. O conhecimento adquirido sobre o
metabolismo do ferro, proteinas e processos reguladores da sua homeostasia também
foram extremamente importantes na compreensdo da doenga e na busca por métodos de
diagnostico precoce (CANCADO et al., 2007).

Desse modo, o diagndstico precoce da hemocromatose € uma realidade possivel
atualmente, através do acompanhamento de rotina em exames realizados em
laboratérios de andlises clinicas, com a quantificacdo do ferro sérico, ou pela
investigacdo genética da presenca das mutacdes causadoras da doenca.

Apesar da disponibilidade destes exames, a hemocromatose hereditaria € um
disturbio dificilmente detectado antes dos sintomas se tornarem graves, 0 que deixa
claro a importancia do rastreamento genético em parentes de individuos portadores da
doenca. Fatores ndo genéticos, como 0s ambientais e clinicos, estdo relacionados as
diferentes formas de desenvolvimento clinico da doenca, 0 que determina que sua
expressao fenotipica é variavel. Isto demonstra a possibilidade de que individuos
heterozigotos possuem chances de desenvolverem os sintomas tanto quanto pacientes
homozigotos (CANCADO et al., 2007; LEAO, 2013).

No presente trabalho objetivou-se pesquisar as mutagdes C282Y e H63D em
pacientes que realizam sangrias no Hemocentro de Blumenau e seus parentes de

primeiro grau.
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2 MATERIAIS E METODOS

O projeto realizou-se na Universidade Regional de Blumenau/SC (FURB),
contando com amostras bioldgicas de pacientes que realizam o procedimento de
flebotomia programada no Hemocentro Regional de Blumenau/HEMOSC e seus

parentes de primeiro grau.

ABORDAGEM DOS PARTICIPANTES

Este projeto foi executado apds aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da FURB, em conjunto com o CEP do HEMOSC de Florianopolis — SC, sob parecer
nimero 1.941.012. A abordagem dos pacientes ocorreu no Hemocentro Regional de
Blumenau, de marco a maio do ano de 2017.

Os pacientes que se deslocaram ao HEMOSC para realizarem flebotomias
programadas neste periodo foram abordados, informados sobre a pesquisa através de
material de divulgacdo impresso (ANEXO 1) e dialogo. Os parentes de alguns destes
pacientes, ap6s tomarem conhecimento do trabalho, que demonstraram interesse na
analise, também participaram. Mediante consentimento e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido TCLE (ANEXO 1), tiveram amostras de mucosa

bucal coletadas através de swab.

CUIDADOS ETICOS

As praticas de coleta adotadas para obtencdo da amostra de DNA néo
envolveram riscos fisicos ao paciente, conforme destacado no TCLE deste trabalho.

As informagfes obtidas neste trabalho, sobre a salde dos pacientes e seus
familiares, foram tratadas de forma confidencial, sendo repassadas somente aos proprios

pacientes e seu médico.

RASTREAMENTO DAS MUTACOES C282Y E H63D POR PCR-RFLP
Apbs a coleta, foi realizada a extracdo de DNA a partir das células presentes no
swab, de acordo com o protocolo & base de NaCl descrito por ABRAO et al. (2005), e

foi posteriormente verificada através de eletroforese em gel de agarose.
A PCR foi realizada com 25 pL de volume contendo: 1U de Taq DNA, 1x
tampdo da enzima, 1,5mM de MgCl,, 10mM de dNTPs, e 1 uM de cada primer

(forward e reverse) e 2 uL. de amostra de DNA.
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As condicOes para amplificagdo para ambos os SNPs foram a mesmas, exceto
pela temperatura de anelamento especifica de cada par de primer: 1 ciclo de 94°C
durante 5 minutos, 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55,3°C (para C282Y) e 53,9°
(para H63D) durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto e, para finalizar, 1 ciclo de 7
minutos a 72°C. Posteriormente, o produto de PCR foi aplicado em gel de agarose 1%
para confirmagdo da amplificacéo.

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo enzimatica e posterior
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% para identificacdo do gendétipo dos
participantes.

O produto da PCR de 136pb amplificado para C282Y foi submetido a digestéo
pela enzima de restricdo Afal, a qual cliva os produtos da PCR gerando fragmentos de
62 e 74pb. Na presenca da mutacao, a enzima reconhece um sitio adicional de clivagem,
produzindo fragmentos de 29, 45 e 62pb. A presenca de duas bandas (62 e 74pb)
representou um individuo homozigoto para o alelo normal. A presenca de trés bandas
(29, 45 e 62pb) representou um individuo homozigoto para a mutacdo C282Y. A
presenca de quatro bandas (29, 45, 62 e 74 pb) indicou um individuo heterozigoto.

O material amplificado para H63D, com 100pb, foi submetido a digestdo pela
enzima de restricdo Bcll, a qual clivou os produtos de PCR do alelo normal em dois
fragmentos menores de 36 e 64 pb. Considerando que a mutacdo modifica a sequéncia
reconhecida pela enzima Bcll, o alelo mutante foi identificado pela presenca da banda
de 100pb do produto de PCR ndo clivado. A presenca de trés bandas (36, 64 e 100pb)
caracterizou o gen6tipo heterozigoto.

Considerando que todas as amostras foram investigadas tanto para a mutacao
C282Y quanto para H63D, foi possivel identificar individuos portadores de ambas as
mutacdes. A terceira mutacdo descrita para este gene, a S65C, ndo foi investigada neste
trabalho.



3 RESULTADOS

Foram abordados os pacientes durante seu tempo de espera para o procedimento
de sangria HEMOSC. Destes, foram recrutados onze participantes para fazerem parte do
estudo, sendo que os mesmos sdo referidos ao longo do texto pelo respectivo numero
apresentado na Tabela 1. Dentre eles, oito s@o pacientes do HEMOSC, os demais sdo
parentes, sendo: o participante 2 filho do paciente 1, e os participantes 7 e 8 filhos de
um individuo afetado que é paciente do HEMOSC, porém ndo foi genotipado pois o
mesmo ja possui confirmagdo molecular de mutacdo pra hemocromatose. Todos 0s

participantes da pesquisa sdo do sexo masculino, exceto a paciente 7, filha de um

individuo afetado que ndo fez parte deste trabalho.

Individuos Paciente Parente Masculino Feminino

1 X
2

3 X
4 X
5 X
6 X
7

8

9 X
10 X
11 X

Tabela 1. Relacdo de individuos amostrados no trabalho, classificados por linha de

abordagem (afetado pela doenca ou parente de afetado), sexo e idade.

X

X X X X X

X X X X

Idade

64
36
65
56
64
69
6
1
42
56
39
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) H63D C282
Paciente

Genoétipo Bandas Genétipo  Bandas (pb)
1 +/+ 100 -[+ 74,62, 45, 29
2 +/+ 100 -/- 74,62
3 -/+ 100, 62, 38 -/- 74,62
4 -/+ 100, 62, 38 -/- 74,62
5 -/- 62, 38 -[+ 74,62, 45, 29
6 -/- 62,38 -[+ 74,62, 45, 29
7 -/- 62,38 -/- 74, 62
8 -/- 62, 38 ??
9 -/- 62, 38 -/+ 74,62, 45, 29
10 -/+ 100, 62, 38 -[+ 74,62, 45, 29
11 -/- 62, 38 -[+ 74,62, 45, 29

Tabela 2. Gendtipos obtidos dos participantes amostrados. O simbolo “+” representa
presenca do alelo mutante para ambos SNPs C282Y e H63D, enquanto o simbolo “-*
representa gendtipo ndo definido, e o “?” refere-se ao genétipo que ndo pode ser
determinado. Os numeros representam os tamanhos (em pares de base) das bandas

observadas na eletroforese pela técnica de PCR-RFLP.

Conforme a tabela 2, dentre os participantes amostrados, apenas o0 7 ndo
apresentou nenhum alelo positivo para mutac6es, sendo homozigoto para o alelo normal
em ambos os SNPs. Os demais participantes apresentaram pelo menos um dos alelos
mutantes em uma das mutacdes. No caso do participante numero 8, nao foi possivel
determinar seu geno6tipo para a mutacdo C282Y devido a pouca coloracdo das bandas. O
participante nimero 10 € um paciente com gendétipo heterozigoto composto, sendo que
este possui um dos alelos normais e um dos alelos mutantes para a H63D, e um dos
alelos normais e um dos alelos mutantes para a C282Y. O paciente representado pelo
namero 1 é um paciente heterozigoto composto, sendo homozigoto para a mutacdo em
H63D e heterozigoto pra C282Y.



Genoétipo
Normal
C282Y/C282Y
C282Y/-
C282Y/H63D
H63D/H63D
H63D/-

Total

23

Frequéncia (%)
9,1
0

36,36
18,18
18,18
18,18

100

Tabela 3. Frequéncia dos gendtipos encontrados nos participantes do universo amostral

do estudo. O simbolo “-“ representa o genotipo ndo definido.
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DISCUSSAO

As informagfes genéticas de pacientes afetados com a hiperferritinemia, bem
como de seus parentes, fornecem importantes parametros devido a abordagem que pode
ser adotada diante dos gendtipos encontrados nestes individuos, em especial quando
ainda assintomaticos.

Com o passar dos anos, o acimulo de ferro no organismo pode tornar-se um
grande problema, visto que sua forma livre em demasia no organismo demonstra uma
potencial chance de formacdo excessiva de radicais livres no organismo, 0 que causa
estragos ndo mensuraveis nas células (LEAO, 2013).

A hemocromatose hereditaria € uma doenga genética, portanto ndo ha cura para
ela, apenas tratamentos que, quando aliados a técnicas especificas, como alteracdo na
alimentacdo, visando a diminuicdo da absorcdo de ferro, e/ou flebotomias regulares,
podem aumentar o bem estar do paciente, sua qualidade e expectativa de vida. Quando a
mutacdo é rastreada em descendentes de pacientes afetados, ainda que ndo apresentem
sintomas clinicos, estas mudancas de habitos podem determinar o curso clinico que a
mutacdo pode gerar (BONINI-DOMINGOS, 2007; CARVALHO et al., 2008).

A penetradncia da mutagdo em HFE é completa em individuos do sexo
masculino. No entanto, é importante destacar a heterogeneidade génica descrita para a
hemocromatose, considerando todas as proteinas envolvidas no metabolismo do ferro.
Ha registros na literatura de individuos portadores da doenca heterozigoto para as
mutacdes em HFE, porém portando mutagcfes também em outros genes, como 0 HAMP,
produtos de um hormonio peptideo associado a regulagdo do ferro no organismo
(BORECKI et al., 1989; MERRYWEATHER-CLARKE et al., 2003).

Com isso, a triagem genética entre familiares de primeiro grau de pacientes
afetados tém cada vez mostrado mais a sua relevancia, e vem sendo sugerida em alguns
paises. Em contrapartida, esta conduta ainda é negligenciada em alguns locais do
mundo, onde a relacdo entre a genética e o desenvolvimento clinico da doenca nao é
tratada de forma conjunta e, por vezes, 0os médicos focam apenas em condutas de
tratamento e ndo de prevencdo aos sintomas clinicos (BECKER et al., 2011).

Os SNPs pesquisados neste trabalho estdo dentro do grupo de mutacdes
consideradas primarias, porém ha ainda outras diversas mutac6es, dentro deste mesmo

grupo, que podem gerar o mesmo fendtipo de sobrecarga de ferro, sendo elas: outras
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mutacdes no gene HFE, gene HAMP (hepcidina), gene TfR2 (receptor de transferrina),
gene HJV (hemojuvelina) e SLC40A1 (ferroportina) (AGUIAR et al., 2014).

A heterogeneidade clinica presente nos pacientes afetados pela hemocromatose
pode ser explicada devido a esta heterogeneidade genética, tanto alélica quanto génica,
apresentada pela doenca. Tanto o paciente homozigoto para determinada mutacéo, ou
até heterozigoto composto, onde ha combinagdo de mutacGes, encontrada em 18,18%
dos pacientes neste trabalho, podem apresentar alteracfes bioquimicas nas dosagens de
ferritina sérica. Com o passar do tempo, acabam desenvolvendo graves sintomas da
doenga, sendo a severidade dos sintomas dependente das combinagdes entre as
mutacdes. Independentemente de o genotipo ser mais propicio ou ndo a severidade, a
identificacdo precoce da mutacdo é, sem sombra de duvidas, a melhor forma de,
primeiramente, verificar a eminéncia da manifestacdo de uma doenca silenciosa, e
monitorar os niveis séricos de ferro ao longo da vida para evitar os danos consequentes
(COLLI, 2007).

No presente estudo, os participantes que eram pacientes do HEMOSC ja
apresentavam hiperferritinemia em suas dosagens bioquimicas, 0 que gerou a
necessidade da realizagcdo de sangrias. Nota-se que, neste mesmo grupo, a maioria dos
pacientes encontram-se além da quarta década de vida, onde os sintomas clinicos ja
podem ser criticos, devido ao tempo de acumulacdo de ferro descontrolada e
desacompanhada. Esse acumulo é pior em individuos do sexo masculino (todos os
pacientes que participaram sdo homens), pois estes ndo sofrem com as perdas
fisiologicas de ferro da mesma forma que individuos do sexo feminino (CUNHA,
2009).

Dos descendentes que participaram do estudo, apenas um apresentou resultado
positivo para muta¢des (Participante 2), sendo este homozigoto para a mutacdo H63D.
Com esta descoberta aos 36 anos, onde provavelmente ja ocorreu o acumulo de ferro no
organismo, de forma assintomatica, por pelo menos trés décadas, faz-se cumprir o
objetivo do rastreamento genético para a hemocromatose hereditaria, com a indicacéo
de acompanhamento dos niveis de ferritina por exames bioquimicos, além de exames de
imagem e outras formas de avaliar danos primarios aos 6rgdos, como o figado, com
intuito de minimizar o avanco da doenca.

Os demais descendentes, criangas de 1 e 6 anos, exibiram resultados negativos
para mutacdo H63D, e a participante 7 apresentou resultado negativo também para a

mutacdo C282Y, o que gera tranquilidade quanto as suas chances de desenvolver a
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doenca ao longo de sua vida. Para o participante 8, ainda ha necessidade de confirmacédo
para presenca ou auséncia da mutagdo C282Y, pois ambos sdo filhos de um paciente
afetado pela doenca (homozigoto para mutacdo C282Y e heterozigoto para H63D),
portanto este pode ser portador de um alelo mutante também, e a idade em que se
encontra, periodo de laténcia da doenga, é a que oferece maiores chances de evitar as
sequelas clinicas proporcionadas pela deposicdo inadequada do ferro no organismo
(LEAO, 2013).

O rastreamento das mutacfes no gene HFE através de técnicas moleculares tém
demonstrado um Gtimo custo-beneficio, no sentido de gerar economia para 0 pais com
gastos em salde. Ao descobrir a presenca do gendtipo mutante, o paciente é
acompanhado durante sua vida de forma profilatica, diminuindo o uso e os custos de
tratamento e medicamentos para pacientes afetados. Ha também beneficio para o
paciente que descobre a possibilidade de desenvolver tais problemas e, ao longo de sua
vida, pode evita-los (JACKOWSKI et al., 2004).

O HEMOSC de Blumenau/SC possui um banco de dados com 94 pacientes, que
realizam procedimento de flebotomia, j& genotipados (Dr. Rafael Kmiliauskis Santos
Gomes, comunicacgédo pessoal). Dentre estes pacientes, cerca de 17% sdo heterozigotos
compostos (incluindo mutantes para a terceira mutacdo descrita para o gene HFE, a
S65C), enquanto neste trabalho, observou-se que a frequéncia genotipica de
heterozigotos compostos é de 18,18%. Enquanto 36,36% dos pacientes deste trabalho
apresentaram gendtipo heterozigoto pra mutacdo C282Y, o banco de dados apresenta
13,83% de individuos com este gendtipo; ja para a mutacdo H63D, o banco de dados
apresenta 47,87% dos pacientes heterozigotos, enquanto o presente estudo identificou
18,18%, conforme apresentado na tabela 3.

Valaddo et al. (2014) citam que, dos brasileiros afetados pela hemocromatose
hereditaria, 2/3 possuem as mutagcdes C282Y ou H63D. Porém acredita-se que outras
mutacdes possam estar envolvidas com o desenvolvimento clinico da doenga, mas ndo
estudos de rastreamento para outros genes que comprovem esta relagdo de
heterogeneidade. O presente estudo mostra um grande numero de heterozigotos afetados
(9 de 11), indicando que pode haver sim outras mutagdes associadas a hemocromatose
no grupo amostrado. Estas mutacGes podem ser tanto o outro SNP encontrado no gene
HFE, a S65C, demonstrando a heterogeneidade alélica descrita para a doenga, como
outras mutagdes em outros genes que causam o mesmo fenotipo, representando sua

heterogeneidade génica.
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CONCLUSAO

- Ha indicios de outras mutacdes associadas a hemocromatose hereditaria na
populacdo amostrada, dada a presenca dos heterozigotos encontrados para 0s SNPs

investigados.

- O rastreamento é extremamente Util quando aplicado na confirmacéo do gendtipo

em descendentes de individuos afetados.

- Quando confirmado o gendtipo mutante, o individuo pode acompanhar os indices
de ferritina durante sua vida, dando atencdo aos fatores que influenciam no

desenvolvimento clinico da doenca.

- O resultado negativo para as mutagdes ajuda a minimizar a preocupagao para 0s

parentes de individuos acompanhados.

- E necessario dar continuidade & pesquisa, a fim de rastrear as mutagdes em mais

parentes dos individuos acompanhados no HEMOSC.
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ANEXOS

ANEXO I: Folder apresentado aos pacientes do HEMOSC .

Vocé conhece a causa e os sintomas da

hemocromatose hereditaria?

A hemocromatose é um distirbio do
metaholismo do ferro, que faz com que os
niveis deste metal fiquem altos no
organismo a partir dos 20 anos, gerando
problemas mais graves de sadde entre 40
ouw 50 anos, fais como  cirrose,
hiperpigmentagio cutdnea [pele
avermelhada), artrite, impoténcia sexual,
entre outros.

Nao sena bom descobnr cedo?

O diagndstico precoce ajuda o paciente a
tomar as precaugfes necessarias para evitar
as complicagdes da doenga.

Basta diagnosticar a presenga da mutagdo, e
o paciente passa a ficar atento aos niveis de
ferro no sangue.

E se vocé pudesse ajudar outras pessoas?

Sim, vacé pode!
Fazendo a investigagdo genética entre
seus parentes (filhos, irmdos), vocé pode
ajuda-los a descobrir a mutagio antes
dos sintomas aparecerem!

Faga parte da pesquisa:
“Rastreamento de mutagBes no gene HFE em
parentes de afetados pela hemocromatose
hereditaria”

MWos procure na sua praxima vindaao HEMOSC, ou entre em
contato!
(<) (janainabru@hotmail.com)
& (47-99999-3993)

Esta pesquisa & desanvoldida em parceria com a J —
FURE = o HEMOSE, tendo sido sproweda p-duCuml"bE | | l ”,/H" ] ol &
de Etica da FURB = "L o furda Catirra

{ M2 12410132) FURE HEMOSC
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECTDO

1. Identificagiio do Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Rastreamento de mutagBes no gene HFE em parentes de individucs afetados por
hemocromatose hereditinia

Area do Conhecimento; Gendica Humana Molecular

Curso: Cidmeias Bioldgicas

Numero de sujeitos no centro: 50 [ Mamero total de sujeitos: 50

Patrocinador da pesquisa; Nio ha

Insttwgdo onde serd realizado: Fundagdo Universidade Regonal de Blumenau - FURB

WNome dos pesquisadores e colaboradores: Janaina Raguel de Simas ¢ Paula Angélica Roratio

Vool estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima identificado. O documento
abaixo contém todas as informaghes necessirias sobre a pesquisa que estamos fazendo, Sua colaboragio
neste estudo serd de muita importincia para nds, mas se desistir, a qualquer momento, iS50 MO causar
nenhum prejuizo a vocd

2. Identificagio do Sujeite da Pesquisa

MNome:

Data de NMaseimento: Maciomalidade:
Estado Civil: Profissio:

' PF/MEF: Riiou RNE;
Enderego:

Telefone: [ E-mail:

3. ldentificagiio do I'esqulsndnr Respﬂnsﬁ\-‘el

Nome: Paula Angélica Roratto

Profissho; Bidloga [N, do Registro no Conselho: 3105030
Enderego. Rua Antdnio da Veiga, 140 Sala T-122 Blumenau - SC
Telefone: (47) 33210573 | E-mail: pangelical li@gmail com

Eu, sujeito da pesquisa, abaixo assinado (a), concordo de livie e espontinea vontade em participar comao
voluntano {a) do projeto de pesquisa acima identificado. Discuti com o pesquisador responsével sobre a
minha decisio em patticipar e estou ciente que:

1. O objetivo desta pesquisa ¢ avaliar se parentes de individuos afetados pela hemocromatose
hereditania possuem alguma das mutaghes genéticasno gene HFE que causam a doenga

2. Apds ser sclecionado{a) pam o rastreamento da mutagdio, minha amostra serd coldada no
HEMOSC [pacientes que realizam flebotomias programadas), em BlumeawSC, ou no local de
minka preferdncia (parentes dos pacientes), sem implicagdes em gastos por deslocamento de
minha parte. O procedimento para coleta de dados serd uma coleta de swab (raspado) bucal, de
onde serd extraido o meu material genético (DNA ). Apds este procedimento, minha participagio
serd liberada e serd dada continuidade ao estudo. A minha amostra entio serd submetida a uma
técnica de ampllr'lcaq.’m e clwagcm do DNA (PCR ¢ RFLP) com a finalidade de reconhecer
alteragdes especificas no gene HFE, envol vido na regulagdo do metabolismo do ferro.

3. Terei como beneficio, informaghes sobre a minha condiglo, ou seja, se aphs analise do meu
DMNA, identificar que ¢u possuo as mutagdes relacionadas 4 hemocromatose, poderel procurar
ajuda com hematologistas, endocrinologistas ou profissional da drea mais indicada para
acompanhar a manifestagiio (ou ido ) dos sintomas e minimizar os efeites da doenga

4. A minha participagdo nesta pesguisa contribuird pam o estudo da minha condigdo, tmzendo uma
melhor compreensio das bases genéticas que acarretem nas alteragdes das dosagens bioquimicas
encontradas em meus exames de sangue de rotina

Todas as pagmas dever o s rubrcadas pebo Pesgusador Respansind polb dbiong be do TCLE o pole Padsopanie da Posquesa
Testemunbis: o sgdas ¢ we opabapani d pesguas nlke pos, por algm md no, s o
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ANEXO II: Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado aos participantes.
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ANEXO II: Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado aos participantes.

A minha participagdio @ isenta de despesas, entretanto tenho ciéneia de que ndo serel remunerado
pela participagio na pesquisa

O procedimento de coleta com swab da mucosa bucal € considerado mio invasivo, porém podem
ooomer inedmodos, como desconfono ou sangramento (que pode ocomer devido ao esfomo em
uma coleta incorreta). Mo caso de sangramento, serd realizada a contengdo com gawe estéril no
local, pressionando o local por alguns mimtos

Apesar do diagndsties precoce da mutagdo viabihzar condutas que melhoram a quahidade de
vida do paciente, a confirmagio de sua condigdo de portador da mutagdo pode causar algum
dano psicolégico em saber que possui predisposicho gendética para desenvaolver a doenga. Nesses
cascs, o paciente receherd onentagio para procum de milio peicokgica.

Tenho direito 4 indenizagdo por eventuais danos que sejam me causados (por exemplo, perda
acidental de sigilo)

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdio nesta pesquisa a gualquer
momento no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagio

. A minha desisténeia ndo causard nenhum prejuizo 4 minha sande ou bem estar fisico, social,

psicolégico, emocional, espintual e'ou cultural. Minha desisténcia ndo imterferird no andamento
da pesquisa.

Meus dades pessoais serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam divulgades os
resultades da pesquisa em publicagdes cientificas, desde que mews dades pessoais ndo sejam
mencionados;

. Para gamntir a protegdo dos meus dados individuais, resultados de exames ¢ teskes, minha

amostra serd identi ficada com um nmero aleatdno ligado ao meu nome, no qual, somente serd
acessivel aos pesquisadores envolvidos e nfio serd permitido o acesso a terceiros (seguradoras,
empregadomnes, supavisores hieranguicos ete. ).

. A minha amostra de material serd armazenada no Laboratério de Genética da FURB, no entanta,

tenho ciéneia que a amostra me pertence ¢ gue tenho direito de retird-la a qualguer momento, Ha
possibilidade de que a minha amosira seja usada em um novo projeto de pesquisa. Neste caso,
serel contatado para conceder ou nlo autorizgdo para uso do material, e caso nio seja possivel
me contatar, o fato ser justificado ao Comité de Etica em Pesquisas. Ainda assim, o material
somente serd wilizado mediante aprovagdo do novo projeto pelo CEP, pela CONEP ¢ pelo
Comité de Etica em Pesguisa envolvendo Seres Humanos do Centro de Hematologia ¢
Hemoterapia de Santa Catarina, rua Bario de Batovi, n"630, Anexo Administrativo Hemose —
Centro - Floriandpolis /SC — CEP: BRB01 5 M0 E-mail: cep. fsi@hemosc org br, Telefone:(48) -
12519826,

. Poderel consultar o pesquisador responsivel (acima identificado), endereqo ¢ telefone, sempre

que entender necessino obter informagdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e
minha participagdo no mesmo.

. Tenho a garantia de tomar conhecimento, pessoalmente, dofs) resultado]s) parcial (is) e final (is)

dest pesquisa.

. Esle projelo foi aprovado pelo Comité de Flica e Pesquisa da FURRB sob parecer de nimero

G4516817.6, 10015370,

Declaro que obtive todas a informagbes necessinas e esclarecimento quanto ds dividas por mim
apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual teor (conteddo) e
forma, ficando uma em minha posse

Todas s pagnas drverdo ser rubricadas pelo Po squsador Responsineed pelh dhtong o do TOLE o polo Par ipantn da Posqusa.
Tisatimringr by 2 s o o el o il o i Rt ol st il pare por Al mil e, dsnae O e i,
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ANEXO II: Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado aos participantes.

Pesquisador Responsivel pela obtengio
do consentimento

Testemunhas:

Nome:

RG ou RNE:
CPF/MF:
Telefore:

oy

Sujeito da pesquisa e/ou responsivel

Nome:

RG ou RNE:
CPF/MF:
Telefone:

i poly choong So do TOLE ¢ polo Pamcpanoe da Posquesa.

Tedas s pagmas dover§o sor rub

1o Pe

Tesomunhns oo egpde ¢ o partopaie da pesgus 1o possl por alm s oo, Ea O oo



