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RESUMO

A hemocromatose hereditaria (HH) € uma doenca genética causada pela absorgéo e
deposicédo elevada de ferro em varios 6rgaos. Este acumulo resulta em
complicagdes clinicas, como cirrose, artrite, cardiopatias, diabetes, desordens
sexuais e escurecimento da pele. A mutagdo C282Y esta bem definida na etiologia
da hemocromatose. Outras duas mutagdes tém sido descritas, H63D e S65C,
associada com uma forma mais leve da doenca. O objetivo, deste trabalho, foi a
identificacdo das mutagdes genéticas HB63D, S65C e C282Y no gene da
Hemocromatose e avaliagao da frequéncia dessas mutagdes no gene da proteina
HFE, em pacientes com hiperferritinemia, que foram encaminhados ao laboratério
DNA Center — Natal/RN. Além disso, avaliar a correlagdo dos gendtipos das
muta¢des H63D, S65C e C282Y do gene da Hemocromatose hereditaria com a
concentragao sérica da ferritina. As dosagens bioquimicas e analises moleculares
foram realizadas, respectivamente, através do método enzimatico e PCR com
restricdo enzimatica. Dos 299 pacientes investigados, 48.49% apresentaram
auséncia de mutagcdo e 51.1% com algum tipo de mutagédo: 4.35% C282Y
heterozigoto mutado; 2.67% C282Y homozigoto mutado; 31.44% H63D heterozigoto
mutado; 8.03% H63D homozigoto mutado e 5.02% heterozigoto para a mutagdo em
ambos os genes. A mutagcdo S65C foi estudada em 112 pacientes, onde foi
observado 2.67%, heterozigoto mutado (S65D/WT) e 1.78% duplo heterozigoto
(H63D/S65C). Com relagdo ao sexo, observou-se o maior percentual de casos com
alteracdo molecular em homens em relacdo a mulheres nas duas mutagdes
avaliadas. Por ser considerado um problema de saude publica, sua gravidade ser
prevenivel e a baixa toxicidade do tratamento, o diagnostico genético precoce da HH
torna-se indicado, principalmente, nos pacientes com ferritina elevada e, com isso, &
possivel evitar manifestagées clinicas graves. Nossos achados mostraram a
importancia da realizagdo de estudos genéticos em individuos com suspeita de
hemocromatose hereditaria, em virtude de elevada incidéncia dessa doenca de

cunho hereditario em Natal, Nordeste do Brasil.

DESCRITORES: Hemocromatose Hereditaria. Mutagdo H63D, C282Y, S65C.
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ABSTRACT

Hereditary Hemochromatosis (HH) is a genetic disease caused by high iron
absorption and deposition in several organs. This accumulation results in clinical
disturbances such as cirrhosis, arthritis, cardiopathies, diabetes, sexual disorders
and skin darkening. The C282Y mutation is well defined in the hemochromatosis
etiology. Others two mutations have been described, H63D and S65C, associated
with a milder form of the desease. The aim of this paper was identify the H63D, S65C
and C282Y genetical mutations in the hemochromatosis gene and the frequency
assessment of these mutations in the HFE protein gene in patients with
hyperferritinemia which are sent to the DNA Center laboratory in Natal, state of Rio
Grande do Norte. Furthermore, to evaluate the correlation of the H63D, C282Y and
S65C mutations in gene Hereditary hemochromatosis with serum ferritin. The
biochemical dosages and molecule analyses were done respectively by the
enzymatic method and PCR with enzymatic restriction. Out of the 299 patients
studied for C282Y and H63D, 48.49% showed absence of mutation and 51.51%
showed some sort of mutation: heterozygous C282Y mutation in 4.3% patients;
homozygous C282Y mutation in 2.67%; heterozygous H63D mutation in 31,44%;
homozygous H63D mutation in 8.03%; and heterozygous for the mutation in both
genes (C282Y/HB3D) in 5.02%. The S65C mutation was studied in 112 patients and
was observed heterozygous mutation (S65D/WT) in 2.67% and double mutation
(H63D/S65C) in 1.78% of patients. With regard to sex, we observed the highest
percentage of cases with molecular changes in men compared to women in the two
mutations evaluated. For be considered a public health problem, its severity be
preventable and low toxicity treatment, early genetic diagnosis of HH becomes
indicated, especially in patients with elevated serum ferritin and thus prevent severe
clinical manifestations. Our findings showed the importance of genetic studies in
patients with suspected hereditary hemochromatosis due to high incidence of this

disease hereditary nature in a city of northeast, Brazil.

KEY WORDS: Hereditary Hemochromatosis. H63D, C282Y and S65 Mutations
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1 INTRODUGAO

O ferro € um elemento comum da natureza, praticamente encontrado em
todos os seres vivos. E um mineral vital para homeostase celular, que possui varias
fungdes essenciais ao organismo humano, tais como: a participagdo no transporte
de oxigénio (hemoglobina e mioglobina), na transferéncia de elétrons, na sintese de
RNA (ribonucleotideo redutase), na produgdo de energia oxidativa (citocromo,
catalase e peroxidase), na respiragdo mitocondrial (succinato desidrogenase) e na
inativagdo de radicais livres (xantina oxidase)'?. O ferro é usado como um cofator
importante para enzimas e proteinas regulatérias, devido ao fato de existir em dois
estados de oxidac&o estaveis, denominados estado ferroso (Fe*?) e estado férrico
(Fe+3) 45

Apresenta-se na dieta sob duas formas: o ferro heme e o ferro ndo heme. O
ferro heme é absorvido na forma férrica (Fe*3), ligado a mucina® ou a apoferritina na

forma ferrosa (Fe*?), ligando-se ao transportador de metais divalente 1 (DMT1). O

DMT1 é o principal transportador de ferro na membrana apical e é responsavel pela

movimentag&o unidirecional do ferro ferroso (Fe*2) para o interior da célula, através
da mucosa duodenal acoplado a redutase férrica, que permite a passagem da
molécula de ferro através do citoplasma no enterécito, presentes em altas
concentragdées no duodeno’, em que a via caracterizada por este transportador
representa a de maior absorcéo de ferro ndo heme®. De acordo com a sua forma, o
ferro pode ser absorvido de diferentes maneiras na mucosa intestinal. O ferro heme
é facilmente absorvido, pois é solivel nas condigbes do intestino delgado. No

entanto, a absorgéo do ferro ndo-heme € bem menor, podendo ser aumentada na

presenca da vitamina C ou outro acido, que reduz (Fe*3) ao (Fe*2) absorvivel®'°.
1.1 METABOLISMO DO FERRO

O ferro, utilizado pelo organismo, é obtido pela dieta e da reciclagem de
hemacias senescentes. E absorvido de 1mg a 2mg por dia pelo epitélio duodenal e
pelo jejuno proximal através das células absortivas intestinais (enterécitos), que
apresentam estruturas vilosas para ampliar a superficie de absorcao''. Os

precursores dos enterocitos encontram-se nas criptas, nas bases das vilosidades e,
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a medida que se diferenciam, migram para o apice. Os enterécitos maduros
revestem as vilosidades de absorgdao proximas da jungcao gastroduodenal e séo
responsaveis pela absorgao intestinal do ferro proveniente da dieta, uma vez que o
ferro ndo incorporado ao grupo heme ocorre, primariamente, no estado férrico (Fe**)
ou como hemoglobina ou mioglobina. Além disso, uma redutase férrica na borda

vilosa (uma proteina redutora chamada de citocromo-b duodenal (DcytB) atua

reduzindo o ferro a sua forma ferrosa (Fe*2)'? e transportado por meio da membrana
apical pelo enterécitos duodenais através do DMT1 (transportador de metal
divalente)® incorporado no enterdcito apés a digestao enzimatica da hemoglobina e
da mioglobina, geralmente, através de uma proteina de transporte do heme
chamada de HCP1 (heme Carrier protein). Dentro do enterocito, o heme é
degradado pela heme oxigenase e o Fe*® & liberado' .

Uma vez internalizado, o ferro, proveniente da dieta, é utilizado nos
processos metabdlicos celulares. Outra parte € estocada na forma de ferritina.
enquanto uma terceira parte é transferida pela membrana basolateral do enterdcito
para o plasma. O ferro, retido como ferritina dentro do enterécito, é excretado nas
fezes, quando ocorre a descamacao epitelial dos enterdécitos senescentes dois a trés
dias depois®'®'®. Dentro do enterécito, o transporte do ferro entre a membrana

apical e a membrana basolateral € pouco conhecido.

O ferro ferroso (Fe*?), para sair do limem intestinal e atingir o plasma, precisa
atravessar as duas membranas celulares, a membrana apical na superficie da luz

intestinal e a membrana basolateral na superficie serosa. Uma vez que o ferro

ferroso (Fe*?) cruze a membrana basolateral, que € mediado pela ferroportina, ele é
oxidado a forma de ferro férrico (Fe*") pela hefaestina, facilitando a ligagao do ferro a
transferrina. A transferrina liga-se ao receptor de transferrina 1 (TFR1) na superficie
da célula, formando o complexo que se invagina para formar o endossomo, no qual
ocorre a diminuigao do pH, induzindo a liberacdo do ferro da transferrina. Neste
momento, o Fe** é convertido a Fe*?, por uma proteina redutora, chamada STEAP3
(six-transmembrane ephelial antigen of prostate 3), permitindo o transporte do ion
para fora dos endossomas através da DMT1. O ferro € transportado, principalmente,
para as mitocondrias para sintese do grupo heme, a fim de formar hemoglobina. O

ferro adicional € armazenado como ferritina e hemossiderina'”.
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O corpo nao tem meios efetivos de excretar o ferro e, assim, a regulacdo da
absorcao do ferro dietético do duodeno desempenha um papel critico na
homeostase férrea do corpo. A concentracdo de ferro, no organismo &,
aproximadamente, 1mg a 2mg de ferro dietético por dia e isto € equilibrado com
perdas por renovagao de células da mucosa, menstruagdo e outras perdas de
sangue, e circula no plasma ligado a transferrina, a sua principal proteina
transportadora. Mais de dois tercos desse ferro circulante & incorporado a
hemoglobina, sendo a maior parte do restante incorporado a mioglobina. O excesso
de ferro é, geralmente, armazenado em células do parénquima hepatico ou em
macréfagos reticulo-endoteliais'®.

O aumento do estoque de ferro no corpo e 0 acompanhamento da elevagao
dos niveis de ferro ligado a transferrina (TBI) podem levar ao aumento do ferro nas
criptas das células, consequentemente, modula a capacidade de absorgdo no
enterdcito, onde o complexo ira migrar para os vilos intestinais, que regulam a
produgéo do transportador de metais divalentes (DMT1), reduzindo a absorgédo de
ferro na dieta. Esse processo é revertido na deficiéncia de ferro'®.

A capacidade total de ligagdo ao ferro & cerca de 12 mg no adulto normal,
embora essa capacidade total, raramente, seja utilizada e a maioria das pessoas,
geralmente, possua cerca de 3mg de ferro ligado a transferrina (ou seja, 25% da
saturagao da transferrina). Considera-se que a mediagao da transferéncia de ferro,

através dessa membrana, seja feita pela ferroportina, com a ajuda da hefaestina'®%.

Como o DMT1, a ferroportina & especifica para ferro ferroso (Fe*?) e funciona
unidirecionalmente. Nao esta claro exatamente de que maneira a hefaestina auxilia
a ferroportina, embora parega provavel que ela oxide o ferro. O transporte de ferro,
através da membrana basolateral, pode, também, ser facilitado pela ferroxidase
plasmatica solUvel a ceruloplasmina, que é muito semelhante a hefaestina?’.

O ferro, quando nao transferido para o plasma, permanece dentro do
enterdcito, armazenado na forma de ferritina, que é subsequentemente eliminado do
organismo atraves do trato gastrointestinal ou é transportado através do plasma, via
ferroportina1’®. A ferritina, juntamente com a hemossiderina, constitui a forma de
estocagem do ferro no corpo humano. A primeira reflete as reservas mobilizaveis do
ferro no organismo, enquanto que a segunda é a forma de reserva estavel. As

células se protegem da toxicidade do ferro ionizado, estocando na forma da ferritina
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e esta regula a absorgdo intestinal do ferro, que é inversamente proporcional a
quantidade estocada. Possivelmente a apoferritina das células, na mucosa intestinal,
esta implicada na regulacéo eficaz das concentragdes moderadas do ferro e &
habitualmente encontrada na luz intestinal?.

A ferritina sérica tem valor indicativo com relagédo a existéncia de danos no
figado e quando o valor for acima de 1000ng/mL, & extremamente provavel a
presenca de fibrose hepatica. Porém, a limitagdo desta informagéo € sua baixa
especificidade, pelo fato da mesma ser uma proteina de fase aguda e que torna os
seus valores séricos elevados em outras condi¢cbes patologicas, tais como em
processos agudos e cronicos de inflamagdo®. Ferritina sérica de medigdo é o
indicador prognostico mais util da gravidade da doenca. A biépsia hepatica &
realizada para encenar o grau de fibrose com elevacdo de ferritina grave ou
transaminite ou para diagnosticar hemocromatose hereditaria ndo classica em

pacientes com outros defeitos genéticos®*.

A ferritina tem um papel no transporte citosélico do ferro. Nas células dos
hepatécitos do sistema macréfago-monocitico, tem fungéo de estocagem. Dentro
das células, onde as necessidades do ferro sdo importantes (eritroblastos e células
malignas), a ferritina aparece como um transportador intermediario obrigatério na
transferéncia do ferro transferrinico do sistema mitocondrial®.

As causas de hiperferritinemia sdo: as hemocromatoses, sindromes
inflamatoérias, autolise, hemofagocitose, doenca de Still e outras etiologias como

sindrome da hiperferritinemia catarata hereditaria, dentre outras?®®.
1.2 PROTEINAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DO FERRO

O gene HFE (Ferro elevado) tem 1029 nucleotideos, constituido de 6 éxons e
que foi localizado no cromossomo 6p21.3 2’ Codifica uma proteina de 343
aminoacidos, homologa ao complexo de histocompatibilidade (HLA) classe | °. Esta
localizada em trés dominios extracelulares (a1, a2 e a3), um dominio
transmembrana e uma substancia citoplasmatica que apresenta 4 cisteinas,
bastante conservadas, que formam 2 pontes dissulfetos intracelulares, uma no
dominio a2 e outra no dominio a3. Estas pontes dissulfetos sdo essenciais para a
correta aderéncia da proteina, para a interagdo nao covalente com a proteina beta2-

microglobulina e para a localizagéo na superficie celular da proteina29’3°.
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A proteina HFE, que tem um papel importante no metabolismo do ferro, é
expressa nos enterocitos e hepatocitos e encontra-se nas criptas do duodeno,
associada com a B2microglobina (B2M), e se liga ao receptor da transferrina (TFR1),
reduzindo a afinidade deste pela transferrina e controlando, assim, a entrada de
ferro no organismo®>'. Na superficie celular, o complexo HFE-B2M, associado com o
receptor da transferrina e o ferro livre, transporta o ferro complexo no citoplasma?®’. E
se liga com a proteina regulatéria do ferro (IRP), a qual, normalmente, esta
associada, ao elemento de resposta do ferro no DMT1 (RNAm), protegendo o RNAm
de degradacao. A dissociacao do IRP aumenta o DMT1, que é a chave molecular
para o transporte de ferro no lumen gastrointestinal. Acredita-se que a molécula da
HFE deve facilitar a compreensao da dependéncia do receptor da transferrina, em
relacdo ao ferro dentro das criptas nas células, permitindo que o complexo atue
como sensor do estoque de ferro no corpo®2¢.

A hepcidina é a principal proteina que regula a homeostase do ferro no
organismo®’. E um peptideo sintetizado pelos hepatdcitos, e o nome HEP significa
figado e CIDIN antibacteriano®. Sua estrutura quimica foi descrita®® como uma
molécula retorcida em forma de grampo de cabelo, cujos dois bragos estédo ligados
por pontes dissulfeto em uma configuragéo de escada. Existe uma conexao entre a
hepicidina e o metabolismo de ferro com estudos hepaticos em respostas a
sobrecarga do ferro*®2.

A ferroportina é o receptor da hepicidina e a interagédo hepicidina-ferroportina
controla os niveis de ferro nos enterécitos, hepatocitos e macréfagos. O complexo
hepicidina-ferroportina é internalizado nos dominios da membrana basolateral dos
macrofagos e a ferroportina é degradada, bloqueando a liberagdo do ferro dessas
células®. Alguns estudos sugerem que a proteina HFE interage com TFR1 e TFR2,
controlando a sintese da hepicidina e que esta interagdo estaria associada as

alteracdes na cinética do ferro nos hepatdcitos***°.

1.3 SOBRECARGA DE FERRO

A sobrecarga de ferro, nos tecidos organicos, esta associada a varias
sequelas clinicas graves e, a menos que os valores de ferro sejam efetivamente
controlados, é provavel que os pacientes, nessa condigdo, sofram de uma

significativa morbidade e mortalidade®®*’. Essas sequelas clinicas desenvolvem-se
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primariamente por causa das formas potencialmente toxicas do ferro circulante,
chamadas de ferro ndo ligado a transferrina (NTBI, da expressao em inglés non-
transferrin-bound iron). A parte patologicamente relevante do NTBI é chamada de
ferro plasmatico labil, que compreende formas de ferro com potencial de penetracéo
nos o6rgaos, ativas em termos de processos redox e que podem ser queladas®®. O
NTBI é uma forma mal definida de ferro ligado a proteinas, lipideos e compostos

organicos de baixo peso molecular, como o fosfato e o citrato. A eficiéncia do ferro

ferroso (Fe?*), como doador de elétrons e do ferro férrico (Fe3*) como receptor de

elétrons, torna o ferro altamente toxico. Essa toxicidade deve-se a capacidade do

ferro de catalisar a conversdo do peroxido de hidrogénio em ions hidroxila (OH"),
radicais livres altamente téxicos, que podem lesar membranas celulares, proteinas e
o DNA*,

Em muitos pacientes, a sobrecarga de ferro desenvolve-se, lentamente, ao
longo de muitos anos, podendo, portanto, ser descrita como um “assassino
silencioso”, ja que pode passar muito tempo despercebida até que o paciente esteja
gravemente afetado. As concentracbes de ferro no organismo podem ser
consideradas como um marcador indireto do potencial para formagao de radicais
livres, que provocam danos celulares, mas nédo podem ser mensuradas
diretamente®.

A sobrecarga de ferro acontece precocemente e € encontrada ao nivel das
células do sistema dos macréfagos mononucleares ou associada com sobrecarga
parenquimatosa e uma sobrecarga das células de kupffer. No primeiro tipo,
nenhuma manifestacdo clinica foi descrita e, no segundo, as manifestacdes
classicas da hemocromatose estao presentes. Um fator importante dessa mutagéo é
seu efeito sobre o aumento da absorgao do ferro nos enterécitos, na circulagao
sanguinea5°. Para outros autores, essas mutacbes sdo responsaveis pela
diminuicdo da fungao da ferroportina, notadamente, ao nivel da elevagao do ferro
pelas células do sistema dos macréfagos mononucleares. Assim, a retengao do ferro
pelos macréfagos diminui a disponibilidade desse metal pelo sistema hematopoético
e outros tecidos. E, consequentemente, produzirdao uma atividade exacerbarda dos
mecanismos por aumentar a absorgao intestinal®™®. Os pacientes com
hemocromatose absorvem mais ferro que a populagdo geral. Entretanto, as

manifestacdes clinicas da deposicdo excessiva deste metal ocorrem quando os
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individuos atingem a faixa etaria entre 20 anos a 40 anos de idade, quando as cifras
de acumulo de ferro atingem concentragées em torno dos 20 a 40 gramas de ferro.
O ferro, em excesso na corrente sanguinea e nos tecidos, pode facilitar a
proliferacao de patégenos invasores, que facilita a replicagdo viral, causando
inflamagdes e infecgbes bacterianas, diminuindo a resposta imunolégica do
hospedeiro, induzindo fibrinogénese, podendo causar leséo celular por liberagao de
radicais livres, causando estresse oxidativo. A secrecdo da hepicidina faz parte da
resposta imune inata, que é induzida pelas infecgdes e inflamagoes*' %%, A
hipoferritinemia, que acompanha as infecgdes bacterianas e que € mediada pela
interleucina-1, € um mecanismo de defesa, procurando dificultar a multiplicacdo dos

microorganismos®’.
1.4 HEMOCROMATOSE HEREDITARIA

Os primeiros relatos de Hemocromatose Hereditaria (HH) foram escritos no
final do século XX, como a “classica triade” de cirrose portal, diabetes mellitus e
pigmentacéo bronze da pele, por Trousseau, em 1865. Von Recklinghausen, vinte e
cinco anos depois, em 1889, na Alemanha, apdés a autépsia de um homem com
cirrose, associada ao acumulo massivo de ferro no figado, descreveu, pela primeira
vez, o termo hemocromatose do grego “haima” (sangue) e “chromatos” (cor) como
uma desordem no estoque de ferro e injuria no tecido®®°.

Posteriormente, foi proposta, pela primeira vez, como uma doencga
hereditaria, por Sheldon, em 1935, em sua monografia classica
“Haemochromatosis”, onde revisa referéncias de 14 outros autores com casos de
hemocromatose, com uma base hereditaria. Sua andlise criteriosa de 198 paginas,
desta rara doenca, concluiu esta hipdtese sobre um defeito de nascenca do
metabolismo, parece ser a Unica que cerca a enorme gama de fatos fornecidos
pelos aspectos clinicos, patolégicos e quimicos da doenca. A hereditariedade da
doenga permaneceu em controvérsia durante quatro décadas, até que Simon e
colaboradores demonstraram uma forte associagdo entre a Hemocromatose e o
HLA-A3, estabelecendo que o gene responsavel pela doenga estaria intimamente

ligado & posicdo HLA-A no brago curto do cromossomo 6 °°.
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Em 1996, descobriram o gene HFE, que codifica uma nova molécula HLA da
Classe MHC-|, com 343 aminoacidos e a sua localizagdo encontra-se no brago curto
do cromossomo 6 7.

Tradicionalmente, a hemocromatose hereditaria classica é manifestada
clinicamente com hiperpigmentagdo cutanea, diabetes melittus e hepatomegalia.
Outras manifestagdes clinicas incluem fadiga, dor abdominal, fungées hepaticas
alteradas, carcinoma hepatocelular, cardiomiopatia, defeito na condugao elétrica do

coragéo, hipogonadismo, hipotireoidismo, impoténcia nos homens e artropatia®.
1.4.1 DEFINIGAO

A hemocromatose hereditaria € uma doenga autossémica recessiva, e esta
caracterizada pelo aumento inapropiado da absorcdo intestinal do ferro, com
consequente acumulo progressivo desse metal em diferentes 6rgédos e tecidos,
especialmente figado, coragéo, pancreas, pele e articulagbes, podendo ocasionar
lesdo celular e tecidual, fibrose e insuficiéncia funcional®'-?,

Recentemente, foi definida como uma doenga resultante de uma inadequada

produgéo da hepcidina, um horménio responsavel pela regulagao do ferro®.
1.4.2 CLASSIFICAGAO GENETICA DA HEMOCROMATOSE HEREDITARIA

A classificagao genética da hemocromatose foi, inicialmente, descrita, com
base no Consenso Internacional da Conferéncia da Hemocromatose EASL (em
inglés, Interational Consensus Conference on Haemochromatosis). (EASL, 2000) e
de acordo com a classificacdo genética da hemocromatose hereditaria no OMIM

(Online Mendelian Inheritance in Man) na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo genética de hemocromatose hereditaria. OMIM Online

Mendelian Inheritance in Man.

Classificacao . Posicao o
Doenca Gene Proteina o Transmissao
OMIM cromossoémica
Hemocromatose Autossémico
L 2352000 HFE HFE 6p21 _
hereditaria tipo 1 recessivo
o Autossémico
608374 HJV-A  Hemojuvelina 1921 ,
recessivo
Hemocromatose
hereditaria tipo 2 _
HAMP- o Autossémico
606464 Hepcidina 19913 .
B recessivo
Hemocromatose Transferrina Autossdmico
o 604250 TFR2 7922 _
hereditaria tipo 3 receptor 2 recessivo
Hemocromatose o
SLC10 Autossdmico
hereditaria do 606069 Ferroportina 2932 _
_ A1l dominante
tipo 4

OMIM: On-line Mendelian Inheritance in Man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

A classificagao genética da hemocromatose hereditaria, segundo o banco de
dados da OMIN, esta descrita na tabela acima. Este estudo concentra-se na
hemocromatose primaria ou hemocromatose hereditaria Tipo |, associada ao gene
HFE e abreviada como HH. Portanto, ao nos referirmos as siglas HH, estamos nos
referindo a hemocromatose do Tipo | e € amplamente descrita posteriormente.

A hemocromatose do tipo 2 (HJV e 2BHamp) ou hemocromatose juvenil é
caracterizada por desenvolver sinais clinicos na puberdade, como hipogonadismo de
origem hipofisaria e insuficiéncia cardiaca®. A distribuicdo parenquimatosa da
sobrecarga de ferro € equivalente a forma do tipo 1, mas o acimulo de ferro & maior
e as consequéncias sdo mais exacerbadas, pois os sintomas aparecem mais
precocemente. E uma forma autossémica recessiva rara, mais frequente na Italia, na
Grécia e no resto da Europa®®’. A primeira localizagao genética foi encontrada no
cromossomo 1 (1921) %8 e, recentemente, identificaram o gene responsavel, o qual
foi nomeado HFE2 ®. Uma segunda forma do gene 2B HAMP esta localizada no
braco longo do cromossomo 19 (19q13), que codifica a hepicidina, peptideo

implicado na regulacdo do metabolismo do ferro 7°.
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O gene da Hemocromatose do tipo 3 (Rtf2) esta localizado no cromossomo
7 (7922) e codifica o receptor 2 da transferrina (Rtf2) 2. A transmissdo é
autoss6mica recessiva e foi descrita, principalmente, nos pacientes de origem do sul
da Europa (ltalia, Sicilia e Portugal). Varias mutagées diferentes sdo atualmente
conhecidas, mas a mutagdo Y250X, encontrada nos pacientes, tem participacéo nos
receptores do ferro 774,

Na Hemocromatose do tipo 4 (ferroportina), a transmisséo é autossdmica
dominante e o gene, localizado no cromossomo 2q32, que codifica a ferroportina,
esta relacionado ao gene SLC40A1 %°. A hemocromatose do tipo 4 & caracterizada
por hiperferritinemia, contrastando com um aumento moderado do coeficiente de
saturagao da transferrina.

Existem outras causas com sobrecarga de ferro, que sao classificadas como
sindromes secundarias, relacionadas a enfermidade hereditaria (talassemia,
deficiéncia do piruvato quinase, anemia sideroblastica, deficiéncia de glicose—6—
fosfato desidrogenase (G6PD) entre outros), e doengas adquirida, como anemia

sideroblastica, hemotransfusao repetida e outros.
1.5 HEMOCROMATOSE HEREDITARIA DO TIPO 1
1.5.1 Definigao

A hemocromatose do Tipo 1 € a mais estudada, conhecida como a forma
mais frequente nas populagdes caucasianas, caracterizada por uma hiperabsorgéo
intestinal do ferro, que leva ao desenvolvimento da sobrecarga de ferro no figado,
pancreas e coragdo °. E uma doenga autossdmica recessiva. Sua expressio é
tardia e as manifestagbes clinicas aparecem raramente antes dos 20 anos, quando
os estoques de ferro ainda se encontram baixos, estando a maioria dos pacientes
sintomaticos entre os 40 e 50 anos de idade. Embora a presenca do gene defeituoso
esteja igualmente distribuido entre homens e mulheres, a maioria dos estudos
relatam uma prevaléncia maior nos homens, em relagdo as mulheres, na proporgao
de 4 a 10:1, em fungcdo das “perdas fisiolégicas” de ferro que elas apresentam

através das menstruagoes e gestacoes’®’’.

1.5.2 Fisiopatologia
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A Hemocromatose Hereditaria (HH) se caracteriza por uma absorgdo
intestinal massiva de ferro procedente da dieta. A expresséo clinica € mais comum
em homens do que em mulheres que, gragas aos ciclos mentruais e gestacoes, tém
maiores perdas de ferro e, assim, tendem a desenvolver sintomas clinicos
tardiamente® %% O acumulo de ferro, ao longo da vida do paciente, provoca
alteragdes de diversos 6rgdos na quinta década de vida, no caso dos homens e na
sexta década de vida, no caso das mulheres. Portanto, a HH apresenta uma etapa
inicial assintomatica. A HH, em fase avangada, evolui para a cirrose hepatica,
diabetes, hiperpigmentagdo da pele (coloragdo bronzeada), faléncia cardiaca,
artralgias, hipogonadismo e diminuicdo da libido®'®2. Todos estes sintomas s&o
devido ao acumulo de ferro no figado, pancreas, pele, coragéo, articulagées e
glandulas endécrinas, respectivamente.

Desta forma, na hemocromatose, polimorfismos no gene HFE, rompe a
atividade bioloégica da proteina HFE, que pode prejudicar a ligagédo entre o receptor
da transferrina (TfR) e o ferro acoplado a transferrina nas criptas celulares,
causando um falso sinal, em que o estoque de ferro esta baixo. A deficiéncia de
ferro nas células das criptas do duodeno, resulta no aumento de expressdo do
transportador de metais divalentes (DMT1), que € o responsavel pela absorgdo nos
vilos, nas células do intestino®*%%3,

O figado & o 6rgao de armazenamento principal para o ferro. Na sobrecarga
de ferro, a formagéo de radical livre e geragdo de produtos de peroxidacgéo de lipidio
podem resultar em dano no tecido e, finalmente, em cirrose ou carcinoma
hepatocelular. Aproximadamente, 90% do excesso de ferro sdo depositados no
figado, e por isso, a manifestagdo clinica mais comum é a fibrose hepatica ou
cirrose®. A cirrose hepatica, independente da etiologia, pode predispor ao
carcinoma hepatocelular e, portanto, ser considerada uma condigdo pré-maligna.
Sendo assim, a cirrose hepatica leva ao carcinoma hepatocelular primario em terca
parte dos pacientes afetados por HH. Assim, a prevencédo da HH é uma forma de
prevengdo de cancer. Ainda hoje, os pacientes de HH podem apresentar este
quadro clinico, apesar de que a tendéncia atual € de se detectar os pacientes em
uma fase mais precoce antes que ocorra algum dano irreversivel ao tecido. Olynyk
et al., em 2004, documentaram casos de pacientes com cirrose e fibrose hepatica

progressiva, mas que apresentavam niveis séricos de ferritina abaixo de
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1000ng/mL®. Conclui-se, dessa forma, que esses sinais clinicos também devem ser
levados em consideragéo, como medida preventiva para a evolugéo da forma grave
da HH.

O pancreas, também, é comumente envolvido na hemocromatose,
acometido com lesao pelo depésito de ferro, causando diabetes mellitus em 50%
dos pacientes. O defeito parece ser relativamente pelas células beta pancreaticas e,
também, uma reducao da secregdo da insulina e c-peptideo, mas a funcdo das
células alfa parece estar intacta. Quando o paciente nao tem cirrose,
frequentemente, desenvolve diabetes do tipo 1%°.

A associa¢ao da hemocromatose com osteoartrite, a qual € encontrada em,
aproximadamente, 50% dos pacientes com hemocromatose, tem como fisiopatologia
provavel a presengca de ferro em nivel cartilaginoso, induzindo alteragdes
enzimaticas nos condrocitos, assim como, secundariamente, a presenca de ferro
nas sinovias, que alteraria a nutricao articular, levando ao sofrimento cartilaginoso. A
artropatia ocorre de 25%-50% dos pacientes, afetando comumente, as juntas
medias metacarpofalangenas. Entre 30% a 50% de pacientes com HH e artropatia
também sofrem da doenca de deposigcéo de cristal pirofosfato de calcio (CPPD), e a
osteoporose é comum e progride com a idade®’.

No curso tardio da doenga, aproximadamente, 40% dos homens
desenvolvem hipogonadismo pituitario, que é caracterizado pelo excesso de ferro,
depositado nas células pituitarias, levando a redugdo dos niveis no soro dos
horménios tréficos. O hipogonadismo secundario € a anormalidade mais comum na
HH, causando subsequente diminuicéo da libido e impoténcia sexual nos homens®®.

Em relagdo as manifestagées cardiacas, a hemocromatose pode levar a
cardiomiopatia dilatada, caracterizada pelo desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca e disturbio de condugéo, como a doenga do nédulo sinusal®®, induzido, pelo
excesso de ferro no miocardio®®.

Alguns pacientes, também, desenvolvem hiperpigmentacdo cutdnea, que
esta presente na maioria dos pacientes sintomaticos, mas esta ausente nos estagios
precoce do acumulo de ferro. A pigmentagdo é causada por impregnagdo de
melanina e ferro na camada basal da epiderme, generalizada embora possa ser
mais acentuada na face, pescocgo, faces extensoras dos antebragos, dorso das

maos, pernas, regido genital e antigas cicatrizes®.



31

Alguns relatos demonstram que o consumo de alcool acentuado aumenta a
absorcao de ferro e potencializa a lesdo hepatica e os sintomas sdo mais precoces,
podendo aumentar significamente o risco de cirrose em pacientes com
hemocromatose. A doenga é mais grave e a incidéncia de carcinoma hepatocelular é

maior do que nos nao alcolatras®'.
1.5.3 Diagnéstico

Com os avancgos recentes na area da biologia molecular, agora é possivel
diagnosticar e, assim, tratar a doengca em um estagio inicial ou até antes mesmo do
aparecimento de sintomas ou danos aos 6rgaos. Por ultimo, quando a penetrancia
da doenga for melhor compreendida, gragas aos grandes estudos com base
populacional, a selecdo da populacdo genética sera mais valiosa’®.

Atualmente, o diagndstico € baseado nas investigagées de primeiro nivel
(testes bioquimicos, como saturagéo de transferrina e ferritina sérica) e do segundo
nivel (testes genéticos moleculares do gene HFE).

As pessoas afetadas com HH, geralmente, comegam a apresentar sintomas
na meia idade que varia de uma simples alteragdo bioquimica a danos em 6rgéos
grave da doencga. Os niveis de ferritina sérica sdo mais utilizados para determinar a
sobrecarga de ferro no tecido, que definem o ponto no qual a HH se expressa e que
o tratamento deve ser iniciado®®.

A mutagdo, no gene HFE homozigoto mutado para C282Y, com
concentragdes de ferritina sérica acima de 1000 ng/L, tem um alto risco de

desenvolver a hemocromatose®?.
1.5.4 Alteragdo na mutagao do gene HFE

Existem varias mutagées, descritas no gene HFE (C282Y, H63D, S65C,

V53M, V&9M, Q127H, Q283P, P168X, E168Q, G168X e W199X). Porém, as mais

estudadas e frequentes, em pacientes portadores HH, sdo as mutagbes C282Y e
H63D%*(FIGURA 1).

Em 1996, foram descobertas duas mutagdes, localizados no brago curto

do cromossomo 6, C282Y e H63D. A mutagdo C282Y ocorre no exon 4, no

nucleotideo (G845A), havendo uma substituicdo de uma cisteina por uma tirosina na
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posicao 282 da proteina, e a H63D ocorre no exon 2, no nucleotideo 187 (C187G),
que resulta na substituicao de uma histidina pelo acido aspartico na posi¢ao 63, da
proteina?’. HH é causada principalmente pela mutagdo C282Y do gene HFE, quatro
estados da doenca foram publicados: a predisposicdo genética (gendtipo
C282Y/C282Y) sem nenhuma alteragéo adicional, sobrecarga de ferro (aprox. 2-5g)
sem anormalidades adicionais, sobrecarga de ferro com sintomatologia inicial,
sobrecarga de ferro com dano aos 6rgdos®’. A absorgao de ferro se produz durante
toda a vida, porém o desenvolvimento de anormalidades fenotipicas e sintomas
clinicos variam, dependendo de fatores, como: doacgdo de sangue, menstruacéo,
gravidez, dieta, suplementacédo de ferro e outros fatores que podem afetar a
expressao da doenga. A penetrancia é altamente variavel em individuos susceptiveis
de ascendéncia norte-européia, além disso, reconhecemos que a histéria natural da
HH nao é tao discreta como se acreditava anteriormente, porque modificadores
genéticos e ambientais da penetrancia da doenca sdo, cada vez mais, identificados
como influenciando a expressao clinica da doenga®.

A mutagao C282Y resulta no rompimento da ponte disulfeto que diminui a
afinidade do HFE com o beta2-microglobulina e o receptor da transferrina, que séao
responsaveis pela regulacao da absorc¢éao do ferro, de modo que a proteina mutante
fica retida no complexo de Golgi*®. Este rompimento impede a expresséo do HFE,
com perda da funcgao proteica. Cerca 80% a 100% de individuos de descendéncia
do norte europeu, com manifestagdes clinicas para HH, apresentam homozigose
para a mutagao C282Y%%%,

Apesar dos estudos realizados a respeito, ainda ndo se sabe a penetrancia
exata dos homozigéticos para C282Y na HH, mas as divergéncias entre o nimero
de pacientes com HH, a frequéncia alélica da mutagdo C282Y, na populagédo, em
geral, e as previsbes da frequéncia da HH indicam que, ou a penetrancia da
mutag&o é incompleta ou que ha muitos pacientes sem diagndstico®®’.

A mutagao H63D consiste em uma mudanga de C por G no nucleotideo 187,
situado no exén 2, do gene HFE. A mutagédo provoca a mudanga do aminoacido
histidina (His) por aspartato (Asp) no aminoacido nimero 63 da proteina HFE?'. Esta
mutacdo ndo foi associada ao maior risco de HH, quando o individuo apresenta
apenas esta alteracdo genética em heterozigose. No entanto, em heterozigose
composta com a mutagao C282Y/H63D, o individuo pode desenvolver HH, sendo,

muitas vezes, comparados ao risco de um individuo portador do genétipo
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C282Y/C282Y%*% A mutagdo H63D trata-se de uma mutacdo difundida
mundialmente, com maior frequencia entre os bascos®. Na populagdo caucasiana,
em geral, a frequéncia de portadores da mutagdo H63D é de, aproximadamente, o
dobro de portadores da mutagdo C282Y (2% vs 10%)'®. O genétipo homozigético
para a mutagdo HB63D tem sido associado com a sobrecarga de ferro'®'*1%,

Foi relatado que a mutagcdo H63D impede o funcionamento normal da
proteina HFE e que esta mutagdo impediria o funcionamento normal, com
diminuicao da afinidade do receptor da transferrina®.

O gendtipo homozigoto mutado ndo é tdo presente quanto o C282Y,
embora existam relatos de casos da hemocromatose com esse genétipo'®'*. O
H63D nao interfere com a expressdo da proteina HFE, somente determina uma
baixa afinidade pelo receptor da transferrina®®1%.

Aléem das mutacdes C282Y e H63D, descreveram-se outras mutagdes que
permitem uma mudanca de aminoacido (mutagées missense). Algumas dessas
mutacdes foram descritas em pacientes com sobrecarga de ferro, ao passo que
outras nao possuem uma associacdo comprovada com a doenga € podem ser
simples variantes ou polimorfismos. Exceto para as mutagées C282Y e H63D, nao
foram realizados testes funcionais das demais mutagbes descritas, por isso néo se
conhece a importancia de tais mutagées no gene HFE.

Outra mutacao foi descrita no gene HFE, a S65C, troca de uma serina por
uma cisteina, que foi encontrada em pacientes com sobrecarga de ferro em
frequéncia alélica de, aproximadamente, 1,0%'®'%. As duas mutagdes tém sido

descritas, H63D e S65C, associadas com uma forma mais suave da doenca'®.
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Fonte: Lé Gac; Férec, 2005
Figura 1. Representacdo esquematica das mutagdes no gene HFE — A genética

molecular da hemocromatose.
1.5.5 Selecao Familiar

A analise das mutag¢des do gene HFE determinara se o paciente apresenta
HH (homozigético para C282Y ou heterozigético composto C282Y/H63D). Se for
detectado que o paciente é heterozigético para a mutagdo C282Y, recomenda-se a
determinagéo da mutagédo H63D, ja que foi descrito que uma pequena porcentagem
de individuos heterozigéticos compostos C282Y/H63D desenvolvem sobrecarga de
ferro'%.

No caso de um teste homozigético para C282Y, deve-se realizar uma
analise genética do gene HFE nos irmdos e irmas da pessoa examinada, assim
como analise dos niveis de ferro (TS e ferritina). Se encontrarmos algum outro
irméo, também homozigético para C282Y, o tratamento desta pessoa dependera
dos valores de saturagcdo de transferrina e ferritina sérica que apresente. Se os
valores de ferritina sérica estiverem acima do valor normal e forem <1000 pg/L, o
tratamento por flebotomia deve ser iniciado sem a necessidade de se realizar uma
biépsia hepatica. Se os niveis de ferro forem normais, a flebotomia nao é
necessaria, mas estes valores devem ser analisados a cada ano''®. Estima-se que
os valores de ferritina sérica s6 aumentam 50 pg/L por ano em individuos com HH
" Por isso, ndo seria necessaria uma monitoragéo anual do individuo. Porém, este

protocolo frequente facilita o seguimento do individuo e reduz a probabilidade de que
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a monitoragéo nao se realize por esquecimento do individuo ao menciona-lo por um
periodo muito amplo'"°.

Se o irmao da pessoa examinada for heterozigético para C282Y, deve-se
analisar a mutagdo H63D, que é heterozigético composto (C282Y/H63D), ja que
existe um pequeno risco de sobrecarga de ferro em individuos com este
gendtipo®? 12,

Os filhos de pessoas C282Y homozigoticas tém risco de 1 em 20 de,
também, serem homozigéticos em uma populagcdo com frequéncia portadora de
10%. A analise genética pode ser feita de duas formas: tanto o cénjuge como o filho
podem ser analisados'™. Testar o conjuge é o mais pratico e, assim, evita-se o
problema de se obter consentimento por escrito de um filho. Se o cénjuge for normal
para C282Y e H63D, entéo todos os filhos serdo heterozigéticos (C282Y/normal). Se
o conjuge for heterozigético para C282Y, o filho tem uma probabilidade de 1 entre 2
de ser homozigbtico, e € necessario realizar o teste genético para saber que
genotipo ele apresenta. Devido a raridade de se dar um incremento significativo dos
valores do ferro antes do final da adolescéncia, a analise genética pode esperar até
que o filho atinja a maioridade e possa dar consentimento por escrito. Se o cdnjuge
for heterozigético para H63D, o filho pode ser testado geneticamente ao atingir sua
maioridade, para se estabelecer se ele é heterozigético composto (C282Y/H63D)''°.

Os filhos de individuos com HH homozigéticos para C282Y, também, devem
ser analisados, ja que, ocasionalmente, se pode descobrir que alguns deles também
sejam homozigéticos para C282Y, e isto tem implicagdes para o resto da familia.
Para as familias com sobrecarga de ferro néao relacionadas com o gene HFE, a
selecao dos irméos, filhos e pais s6 podem ser realizados, determinando-se a

saturagao de transferrina e a ferritina sérica.
1.5.6 Epidemiologia

No Brasil, os estudos envolvendo a hemocromatose hereditaria sdo ainda
muito escassos. Em virtude de a populagado ser uma mistura genética de trés raizes
ancestrais: Europeus, Africanos e Amerindios, hoje, o Brasil dispée de uma grande
diversidade gendmica'".

A prevaléncia da hemocromatose hereditaria, na populagao brasileira, ndo é

conhecida. Entretanto, o percentual dos descendentes de italianos e espanhdis é
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muito alto no sudeste do Brasil. O indice de portadores de heterozigose de C282Y e
H63D tem sido relatado em trés estudos no sul e sudeste do Brasil. Um dos estudos
relata a prevaléncia de 1.2% para C282Y e 31.1% para H63D'"®. O outro apresentou
2.8 % para C282Y e 32.6 para H63D e o terceiro demonstrou a frequéncia da
mutacédo C282Y elevada, 3.5% no sul e 4.4% no sudeste' '8,

Um estudo, com 35 pacientes brasileiros, com sobrecarga de ferro,
demonstrou que 74% apresentaram pelo menos, uma das mutagbes analisadas do
gene HFE. Entre esses, 5 (14%) com gendétipo C282Y / C282Y, 4 (11%) C282Y /
HB63D, 1 (3%) H63D / HB3D, 6 (17%) C282Y / WT e 11 (29%) H63D / WT, e 9(26%)
pacientes nao apresentaram nenhuma das trés mutagées do gene HFE'"®.

Em 4 estados da regiao amazénica brasileira, foi realizado um estudo, onde
encontraram as frequéncias alélicas das mutacdes C282Y e H63D em 0.3% e 7.0%,
respectivamente'?°.

Na cidade de Sao Paulo, foram realizados dois estudos, onde foram
encontradas as frequéncias alélicas de 1.4%, 10.8% e 1.0% para as mutagdes
C282Y, HB63D e S65C, respectivamente, em 148 individuos doadores de sangue'?’.
Enquanto outro demonstrou que 38 (76.0%) dos 50 pacientes, com sobrecarga de
ferro, apresentaram mutagées no gene HFE, observando a maior frequéncia para a
mutacdo C282Y (43.0%)'%2. A tabela 2 mostra alguns estudos das frequéncias
alélicas realizados no Brasil, podendo-se observar que a mutacdo H63D foi
encontrada com maior frequéncia.

Na America Latina, alguns paises realizaram estudos, envolvendo as
mutacdes no gene HFE. No Equador, as frequéncias alélicas para C282Y, H63D e
S65C foram 0%, 3.5% e 4.0%, respectivamente'?®. Outros estudos realizados na
Venezuela, Argentina, Chile e México, envolvendo as mutagdes para C282Y e
H63D, mostraram que a mutagéo para H63D teve maior frequéncia alélica'®*"'%".

Nos Estados Unidos da América (EUA), foi realizado um estudo abordando
algumas regides. Em Connecticut, as frequéncias alélicas, encontradas, foram 5.0%
e 16.0% para C282Y e H63D, respectivamente. Em Missouri, 4.9% para C282Y e
15.4% para o H63D. As frequéncias para C282Y e H63D, na regidao do Alabama foi
6.0% e 12.7%, respectivamente’?®.

Na tabela 3, é possivel observar a grande variedade das frequéncias das
mutagdes C282Y, H63D e S65C do gene HFE entre diferentes populacdes da

Europa.
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Tabela 2 Frequéncia alélica das mutag¢des C282Y, H63D e S65C do gene HFE no

Brasil ®¢12).
Frequéncia alélica (%)
Corda
Estudo, ano e lugar
Pele C282Y | H63D S65C
Agostinho et al., 1999 ')} (1.4) (16.3)
Campinas (*) B (1.1) (7.5) NR
(N=227) M (1.1) (1.1)
Calado et al., 2000
Ribeirao Preto W+B+M (2.2) (14.3) NR
(N=320)
Pereira et al., 2001 w (3.7) (20.3)
Sao Paulo B (0.5) (6.4) NR
(N=395) M (0.7) ' (13.0)
Oliveira et al., 2003
w (1.4) (8.6) (0.6)
Sao Paulo g 0.0) 2.4 0.3)
(N=148) ' 4) '
Tarada et al., 2009
Sao Paulo NR (2.1) (13.6) (0.6)
(N=542)

N= numero de participantes no estudo, W= branco, B= preto, M= mulato;
NR= néo realizado;
Fonte:Cangado RD et al 2010
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Tabela 3 Frequéncia alélica das mutagdes do gene HFE em diferentes paises Europeus

Namero de Frequéncia Alélica (%)
Pais Referencias
Amostras  C282Y H63D S65C
Romania (Transylvania
) 225 1.75 10.9 0.75 resent study

region)
Ireland (data pooled from 5

] 1,119 10.12 14.7 - [1]
studies)
UK (data pooled from 10

) 12,697 8.1 15.2 - [1]
studies)
Denmark (data pooled from 4

) 876 7 12.1 - [1]
studies)
Sweden 502 6.1 12.4 1.6 [12]
France (data pooled from 4 .

_ 10,395 7.1 16.7 - [1]
studies)
Germany (data pooled from 4

_ 425 3.8 13.2 - [1]
studies)
Poland 871 3.1 16.2 - [13]
Czech republic 481 3.4 14.9 1.25 [14]
Austria 271 3.7 12.9 - [15]
Hungary (data pooled from 4

9 Wi P 1719 3.4 12.3 - [1]
studies)
Slovenia 200 4 14.5 0.5 [16]
Croatia 200 3.3 14.5 1.8 [16]
Serbia and Montenegro 318 1.6 18.7 1.6 [17]
Bulgaria 100 0 23 - [18]
Spain (data pooled from 8

_ 1,194 3.2 206 ¢ - [1]
studies)
Italy (Apulia region) 500 1.5 14 0.5 [20]
Greece 196 1.3 13.5 - [19]
Turkey 70 0 13.6 - [19]

Romania (Moldavia region) 200 1.75 13.25 - [21]

Fonte: TRIFA 2012 J GASTROINTESTIN LIVER DIS
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1.5.7 Tratamento

A flebotomia terapéutica € o tratamento mais seguro, eficiente e econdmico
para a hemocromatose hereditaria. Consiste da remocéao inicial de uma unidade de
sangue (350mL-450mL, contendo 200mg-250mg de ferro) uma ou duas vezes por
semana, dependendo da tolerancia hematolédgica e subjetiva do paciente. O objetivo
é obter um estado de deplegédo de sangue, ou seja, alcancgar niveis de ferritina de
soro abaixo de 50ug/L e saturagdo de transferrina abaixo de 50%. Uma vez
alcancados estes niveis, o paciente inicia um esquema de manutencao (geralmente
com flebotomia a cada 2-3 meses), com o objetivo de manter a ferritina sérica e a
saturagcdo da transferrina abaixo dos niveis previamente relatados. E importante
enfatizar que os pacientes, que iniciam a flebotomia antes do inicio dos danos

irreversiveis ao 6rgao, tém uma expectativa de vida normal®.
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2 JUSTIFICATIVA

A hemocromatose hereditaria € uma doencga autossémica recessiva, e esta
caracterizada pelo aumento inapropriado da absorgédo intestinal do ferro, com
consequente acumulo progressivo desse metal em diferentes 6rgéos e tecidos,
especialmente, figado, coragdo, pancreas, pele e articulagdes, podendo ocasionar
lesdo celular e tecidual, fibrose e insuficiéncia funcional®’®®. E uma das mais
prevalentes doencas metabdlicas hereditarias e que proporciona consideravel morbi-
mortalidade (hepatopatia crénica, carcinoma hepatocelular), decorrentes do
diagnéstico tardio, haja vista que a eficacia terapéutica depende da precocidade
diagnostica.

Em virtude da heterogeneidade genética observada no Brasil, devido a
grande mistura étnica de negroides, caucasoides, amerindios e indigenas, nota-se a
ocorréncia de diferentes frequéncias regionais, sofrendo variagbes comparadas a
populagées em outros paises. Além do que se trata de um pais geograficamente
grande, sdo poucos os estudos demograficos que abordam a populagéo brasileira,
como um todo, dificultando a caracterizagéo da populacdo em relagdo a HH'®. Sao
vastas as referéncias bibliograficas internacionais sobre a HH, porém néao ha relatos
do perfil genético na populagao de Natal/RN.

No Estado do Rio Grande do Norte, a disponibilidade do estudo genético da
hemocromatose, envolvendo as mutagdes C282Y, H63D e S65C e suas correlagdes
clinicas e laboratoriais em pacientes com ferritina elevada, justifica a realizagao do
presente estudo, que é inédito em nossa regido. Além de ser considerado um
problema de saude publica, a hemocromatose, pela alta frequéncia e pela facilidade
no diagnoéstico laboratorial e genético, bem como no tratamento, deve ser

investigada precocemente em pacientes com suspeita desta enfermidade.

Tendo em vista esses dados e estudos preliminares terem demonstrado a
necessidade de um estudo mais detalhado em nossa regido, € que esta tese se
propde trazer uma resposta, para que se entenda melhor o impacto da frequéncia

destas mutacdes em relagao a Hemocromatose Hereditaria.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

= |dentificar as mutacdes H63D, C282Y e S65C do gene da proteina HFE, em
pacientes com hiperferritinemia, que sao encaminhados ao laboratério DNA
Center em Natal-RN, e avaliar a frequéncia dessas mutagbes em pacientes com

ferritina elevada.

3.2 ESPECIFICOS

= Definir a correlagao estatistica entre os gendtipos das mutagdes e os valores
da ferritina no grupo de estudo;

» Realizar dosagens bioquimicas em pacientes com suspeita clinica de
Hemocromatose Hereditaria;

» Realizar analise molecular para identificar as mutagdes H63D, C282Y e S65C

do gene da proteina HFE.
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4 METODOS

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Grupo de Estudo

O grupo de estudo foi constituido de 299 pacientes com hiperferritinemia,
encaminhados ao laboratério DNA Center. Os individuos foram triados pelos
pesquisadores, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, previamente
determinados. Os pacientes foram informados sobre o protocolo de estudo, e
somente participaram os que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexos 1 e 2). Os dados dos pacientes foram obtidos através de um
questionario (Anexo 3).

O principal critério para inclusdo dos pacientes no estudo foi a elevacéo da
ferritina sérica persistente com idade entre 15 e 70 ou mais anos, de ambos os
sexos. Quanto aos critérios de excluséo, ndo participaram deste estudo os pacientes

com anemia hemolitica, talassemia e relatos prévios de transfusdo sanguinea.
4.1.2 Grupo Controle

O grupo controle foi composto de 160 alunos e funcionarios sem
hiperferritinemia, provenientes da Faculdade de Farmacia da UFRN. Este grupo foi
utilizado apenas para analisar a frequéncia dos genotipos.
4.1.3 Aspectos Eticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, com o numero do processo 0312.0.000-051-06
(Anexo 4).

4.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletadas amostras de 20mL de sangue, colhidas por pungéo venosa,

utilizando agulhas estéreis (BDVacutainer), apés jejum de, no minimo 8 horas, de
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todos os pacientes para a realizagdo das dosagens bioquimicas e extragcdo de DNA.
O sangue foi fracionado em 2 aliquotas, sendo uma sem anticoagulante (Dosagens
bioquimicas) e outra com tubo BDVacutainer e EDTA K2 (5,4 mg) Plus Plastic com
capacidade de 5mL para as determinagbes das mutagdes C282Y e H63D. As
recomendagdes adotadas basearam-se nas normas do NCCLS (National Committee
for clinical laboratory Standards), atualmente denominado CLSI (Clinical and
laboratory Standards Institute).

Posteriormente, apés as dosagens bioquimicas, o soro foi eliminado e o
DNA extraido foi acondicionado a -4°C, durante 2 anos, para eventual validacao dos

resultados.

4.3 REAGENTES

lodeto de sddio, alcool isopropilico, cloroféormio, cloreto de magnésio, alcool
isoamilico, etanol absoluto, azul de bromofenol da MERCK S.A (Ind. Quimica, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil); brometo de etidio, EDTA sodico, Tag DNA polimerase e tampéao
10x concentrado, solugao de nucleotideos, enzima de restricdo Bcll da Amersham
Pharmacia Biotech do Brasil (Sdo Paulo, SP); enzima de restricdo Snabl,
oligonucleotideos, agarose ultra pura, marcadores de tamanho molecular de DNA
(100 pb e 10 pb), tampéao TE, acido bérico ultrapuro de Life Technologies do Brasil
(Sao Paulo, SP); xilenocianol-FF, glicerol da Sigma Chemical Co. (St Louis, Mo,
EUA); Tris (hydroxymethyl) aminomethane (SERVA FEINBIOCHEMICAL Gmb H &
CO.KG- Heidelberg).

4.4 EQUIPAMENTOS

Centrifuga de bancada modelo LS3 da CELM (Barueri, SP), microcentrifuga
de tubos Eppendorff (Sdo Paulo, SP); Termociclador com tampa térmica PE-2200 da
Perkin Elmer do Brasil (Sado Paulo, SP); Fluxo laminar da Veco modelo ULFS-12
(Veco, Campinas, SP); Camara asséptica da Permution (Sao Paulo, SP); Fonte de
eletroforese modelo EPS (200 e 400 mA, 550V); Cuba horizontal para eletroforese
Gibco Horizon 11-14 (Life technologies do Brasil, Sdo Paulo, SP); Sistema
fotografico Polaroid PS34 (Polaroid, Cambgridge, EUA); Transiluminador UV Macro

vue (Amersham Pharmacia Biotech do Brasil, Sdo Paulo, SP); Analisador IMX da
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ABBOTT (Sao Paulo, SP); Pipetas automaticas da Gilson (Emeryville, CA, EUA);
Banho de agua modelo 102 (Fanem, Sao Paulo, SP); Aparelho automatico SB-200
da CELM (Sao Paulo, SP); estufa; autoclave; agitador magnético; agitador de tubo;
congelador e refrigerador.

4.5 AVALIAGAO LABORATORIAL

As amostras de sangue foram colhidas dos pacientes, por pungéo venosa,
sem anticoagulante, em jejum de 8 horas, ap6s o preenchimento do questionario e
assinatura do termo de consentimento, para determinagdo dos seguintes exames
bioguimicos, como mostra a Figura 2.

o Dosagem de Ferritina Sérica;

o Dosagem de Glicose;

@ Dosagem de Alanina aminotransferase (ALT);

o Dosagem de Aspartato aminotransferase (AST);

o Dosagem de Gama-glutamil transferase (yGT);

Avaliagao Bioquimica da populagao estudada

' Sangue Total
f
Amostra com EDTA-K3

/

Analise molecular

Figura 2 Fluxograma das Analises Laboratoriais.

Amostra sem
Anticoagulante
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As determinagdes foram realizadas por método enzimatico, através de kits
comercialmente vendidos da BioSystems Reagents and Instruments, Barcelona,

Espanha.
4.5.1 Ferritina Sérica

A concentragao de ferritina, dos individuos em estudo, foi determinada,
utilizando “kit ferritin” e o analisador Access da BECKMAN COULTER do Brasil (Sao
Paulo, SP).

O método para determinagédo da ferritina é totalmente automatizado e
baseia-se na captura de ferritina por microparticulas sensibilizadas com anticorpos
monoclonais antiferritina. Um segundo anticorpo monoclonal antiferritina, marcado
com fosfatase alcalina, liga-se a ferritina sérica capturada. O imuno complexo
formado é transferido para uma matriz de fibra de vidro, que se liga,
irreversivelmente, as particulas. Apos a remogao das proteinas ndo complexadas, é
adicionado um substrato fluorigénico 4-metil-umbeliferil-fosfato que, na presenca da
fosfatase, forma produto fluorescente, cuja emissao de fluorescéncia é medida pelo
equipamento. A intensidade de leitura é proporcional a concentragéo de ferritina

capturada'®'3?,

Valores de Referéncia:
= Homens 23.9 - 336 (ng/mL, pg/L)
* Mulheres 11.0 - 307 (ng/mL, pg/L)

4.5.2 Determinacgao da Glicose no Soro

A concentragdo de glicose, no soro dos individuos em estudo, foi
determinada por espectrofotometria, utilizando-se o Kit Biosystems Glucose
Oxidase, Peroxidase e o analisador BTS-370 Biosystems (Barcelona, ES).

O Kit Glucose utiliza a glicose presente na amostra pela reacido descrita

abaixo, formando um complexo colorido, que é quantificado por espectrofometria’?.
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Procedimento:

Glicose - Reagao Ponto final

» 10uL da amostra (Plasma fluoretado)
= 1 mL do reagente (Biosystems)

* |ncuba 37°C durante S5minutos

» L& no Bioplus-200

Valores de Referéncia: 70 a 99 mg/dl.
4.5.3 Determinacao da Alamina Aminotransferase (ALT/GPT)

A concentragdo da ALT, no soro dos individuos em estudo, foi determinada
por espectrofotometria, utilizando-se o Kit Biosystems Alamina Aminotransferase
(ALT/GPT) e o analisador BTS-310 Biosystems (Barcelona, ES).

O fundamento do método da alamina aminotransferase (ALT ou GPT)
cataliza a transferéncia do grupo amino da alanina ao 2 oxoglutarato, formando
piruvato e glumato. A concentragdo catalitica determina-se, seguindo a reagéo
abaixo da desidrogenase lactica (LDH), a partir da velocidade de desaparecimento
do NADH, medido a 340nm"**'%,

Procedimento:
Reacgéo cinético, 340nm
Manual Bioplus -200:
»  50ul amostra
* 4ml do reagente a mais 1ml do reagente B.
* O reagente de trabalho, para cada amostra, é previamente aquecido a
37°C no BM.
*» L& no BioPlus

Valores de Referéncia: até 41U/L
4.5.4 Determinagdo do Aspartatoamino-Transferase (AST/GOT)
A concentracdo da AST, no soro dos individuos do estudo, foi determinada

por espectrotometria, utilizando-se o Kit Biosystems Aspartato Aminotransferase
(AST/GOT) e o analisador BTS-310 Biosystems (Barcelona, ES).
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A aspartato aminotransferase (AST ou GOT) cataliza a transferéncia do
grupo amino do aspartato a 2 oxoglutarato, formando oxolacetato e glutamato. A
concentragdo cotalitica determina-se, seguindo a reagdo, abaixo descrita, da
desidrogenase malatica (HDH), a partir da velocidade de desaparecimento do
NADH, medida a 340nm (IFCC methods for measurement of enzymes, 1983; Beleta,
Gella, 1990; IFCC Primary reference Procedures, 2002).

Procedimento:
Reacéo cinético, 340nm
Manual Bioplus -200:
= 50uL amostra
* mL reagente de trabalho (4mL do reagente A (Reagente Tris) mais
1mL do reagente B (Reagente NADH)).
= O reagente de trabalho, para cada amostra, & previamente aquecido a
37°C no BM.
» Leitura no BioPlus

Valores de referéncia: até 40U/L.

4.5.5 Determinacao da y Glutamiltransferase (yGT)

A concentracao da yGT, no soro dos individuos em estudo, foi determinada
por espectrofotometria, utilizando-se o Kit Biosystems Aspartato Aminotransferase
(yGT) e o analisador BTS-310 Biosystems (Barcelona, ES).

A yglutamiltransferase (yGT) catalisa a transferéncia do grupo y-glutamil da y-
glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a glicilglicina, libertando 3-carboxi-4-nitroanilina. A
concentragao catalitica determina-se, a partir da velocidade de formagédo da 3-
carboxi-4-nitroanilina (IFCC methods for the measurement of catalytic concentration
of enzymes, 1983; Beleta, Gella, 1990; IFCC Primary reference Procedures for the

measurement of catalytic activity concentrations of enzymes at 37°C, 2002)

Procedimento:
Reacao cinético, 405nm
Manual Bioplus -200:
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= 100uL amostra
* mL reagente de trabalho (4mL de reagente A para 1mL do reagente B);

» O reagente de trabalho, para cada amostra, € previamente aquecido a
37°C no BM;

= | eitura no BioPlus.
Valores de referéncia:

Homens < 38U/L
Mulheres < 55U/L

4.6 ANALISES MOLECULARES

As analises moleculares das mutagdes C282Y, H63D e S65C, no gene da

hemocromatose, foram realizadas, de acordo com o protocolo abaixo'?: (Figura 3).

Analises Moleculares

Amostras biologicas
CENGIERGIE]

Restrigdo enzimatica dos
Produtos de PCR

Amplificagéo das regides
H63D e C282Y no gene
HFE

ise dos fragmentos de restrigao

Figura 3 Analises Moleculares para investigacdo da mutagdo do gene HFE da

hemocromatose hereditaria.
Fonte: LOPAREV et al., 1991; Bittencourt et al, 2002
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4.6.1 Extragao do DNA Genomico

O DNA gendmico foi obtido de sangue total, utilizando um agente litico
caotrépico, de acordo com o protocolo abaixo'*®:

O sangue total foi adicionado a igual volume de iodeto de sddio 6M, que
promoveu a lise celular. As proteinas e debris celulares foram removidos por
extragdo com 600uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e o DNA foi isolado da
fase aquosa pela adi¢cdo de isopropanol. O DNA precipitado, foi solubilizado com a
adicao do tampao Tris-EDTA (TE, Tris-HCI a 10 mM, EDTA a 1mM pH 8,0) e

mantido a -20°C
4.6.2 Avaliacao Eletroforética do DNA Genémico

A integridade do DNA, das amostras utilizadas neste estudo, foi avaliada em
gel de agarose a 1%, contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio, em tampao Tris-
borato-EDTA (TBE, Tris-HCI a 45 mM, acido boérico a 45 mM e EDTA 1 mM, pH
8,0)"*". As amostras, contendo 5uL de DNA e 3 pL de tampao de amostra (azul de
bromofenol a 0,25% xilenocianol FF a 0,25% e glicerol a 30%), foram aplicadas no
gel submerso, no tampao TBE. A separacao eletroforética foi realizada a 100 V. 70
mA, por 35 minutos e a visibilizagdo das bandas foi feita em transiluminador, sob luz
Ultravioleta (UV), utilizando-se, como referéncia, um marcador de tamanho
molecular de DNA de 100 pares de base. A documentagdo dos resultados foi
realizada, utilizando o sistema fotografico Polaroid, modelo DS 34 (Cambrige, EUA).

4.6.3 Amplificacao da Regiao C282Y do Gene HFE.

As mutagbes C282Y, no gene da hemocromatose, foram detectadas por
PCR-FRLP. A regido, no gene (C282Y, foi amplificada, utilizando-se
oligonucleotideos especificos para amplificar um fragmento de 400pb, de acordo
com o estudo’?®.

O DNA genémico foi aquecido a 56°C, durante 2 minutos, para solubilizar a
amostra e 2,0uL. do mesmo foram amplificados nas seguintes condigdes de reagéo:

1lub  de cada primers 5 TGGCAAGGGTAAACAGATCC 3' and 5
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CTCAGGCACTCCTCTCAACC 3', 1uL de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0,5uL de Taq DNA polimerase, tampao de PCR (KCL a 50mM, Mgcl2 3,5mM,
Tris-HCL a 10mM, pH 9,0) e agua esterilizada para volume de 50pL.

O DNA foi amplificado por 35 ciclos, sendo cada ciclo composto pelas
etapas de desnaturagdo 96°C, hibridacdo a 56°C e extensdo a 72°C, com uma
extensao final de 10 minutos, conforme demonstrado, esquematicamente, na Figura
4,

4.6.4 Amplificacdo da Regidao H63D do Gene da HFE

A regido H63D, no gene da HFE, foi amplificada pela técnica de PCR-FRLP,
utilizando oligonucleotideos especificos para amplificar um fragmento de 208 pb, de
acordo com o protocolo abaixo'?®;

O DNA gendmico foi aquecido a 56°C, durante 2 minutos, para solubilizar a
amostra, e 2,0uL do mesmo foram amplificados nas seguintes condi¢des de reacéo:
1uL  de cada primer 5 TGGCAAGGGTAAACAGATCC 3' and 5'
CTCAGGCACTCCTCTCAACC 3', 1uL de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0,5uL de Taq DNA polimerase, tampéo de PCR (KCL a 50mM, Mgcl2 3,5mM,
Tris-HCL a 10mM, pH 9,0) e agua esterilizada para volume de 50uL.

O DNA foi amplificado por 35 ciclos, sendo cada ciclo composto pelas
etapas de desnaturacdo 96°C, hibridagdo a 56°C e extensdo a 72°C, com uma
extensao final de 10 minutos a 72°C, conforme demonstrado, esquematicamente, na

Figura 4.

4.6.5 Amplificacao da Regiao S65C do Gene da HFE

A regiao S65C, no gene da hemocromatose, foi amplificada pela técnica de
PCR-FRLP, utilizando os mesmos oligonucleotideos e condicées da PCR
previamente descritos para a analise da mutacdo H63D'Y",

O DNA foi amplificado por 35 ciclos, sendo cada ciclo composto pelas
etapas de desnaturagdo 96°C, hibridacdo a 56°C e extensdo a 72°C, com uma
extenséo final de 10 minutos a 72°C, conforme demonstrado, esquematicamente, na
Figura 4.
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Rea¢ao em Cadeia pela Polmerase
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Termociclador (~30 ciclos)

Figura 4 Reacéo em Cadeia pela Polimerase
Fonte: Farah, 1997 '

4.6.6 Restricao Enzimatica dos Produtos de PCR

Os produtos amplificados foram digeridos com a enzima Bcll, Snab e Hinfl,
para as mutagdes H63D, C282Y e S65C, respectivamente.

Foram digeridos com 1uL de enzima de restricdo, em tampao de reacéo
(Tris-acetato a 10mM, pH7,5, acetato de magnésio a 10mM e acetato de potassio a
50mM) e agua esterilizada para volume final de 20ul. Os produtos de PCR foram
incubados por, no minimo, 3 horas, a 37°C para C282Y e S65C e 50°C para H63D.

4.6.6 Analise dos Produtos de PCR e dos Fragmentos de Restricao

Os produtos de restricdo enzimatica foram separados, por eletroforese, em
gel de agarose a 3%, em tampéao TBE, durante 30 minutos, a 100V e 55mA. Os géis,
corados com brometo de etidio, foram visualizados através da luz UV em

transiluminador.



4.6.8 Analise das Mutagoes C282Y, H63D e S65C no Gene da HFE

Os produtos de PCR e de restricdo enzimatica com Snabl , Bclll e Hinf

foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, em tampao TBE,

durante 30 minutos, a 100V e 55mA. O gel foi corado com brometo de etideo e a

visibilizagdo das bandas foi feita sob luz UV em transiluminador. Os géis foram

fotografados com o sistema fotografico Polaroid, modelo DS34, filme 667

instantaneo, ASA 3000.

A andlise dos fragmentos de digestao foi realizada, utilizando um marcador

de tamanho de DNA (100pb) e os gendtipos, dos individuos estudados, foram

caracterizados de acordo com o esquema das Figuras 5,6 e 7.

J Digestao com Bell
4

Eletroforese em gel de agarose a 2,5%
] )
e 208kp
e 187 bp
WT/WT I2.]] fHB3D

Figura 5 Representagdo esquematica da avaliagdo da mutacdo H63D do Gene

HFE. Apés a amplificagdo por PCR, com iniciadores especificos Pq e Pp, os

produtos sdo submetidos a restricdo enzimatica com a enzima BCL1 e os produtos

de digestao e respectivos genétipos sdo mostrados.
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J Digestio com Hinfr
B4

Eletroforese em gel de agarose a 2,5%

Jl 4 A

= 147bp F;Tzoem et 20aMp
61 bp m

W1 /WT S65C /WT 365C / 865C

Figura 6 Representagdo esquematica da avaliagdo da mutagdo S65C do Gene HFE.
Apos a amplificagéo por PCR, com iniciadores especificos P4 e P2, os produtos sdo
submetidos a restricdo enzimatica, com a enzima Hinfl e os produtos de digestéo e

respectivos genoétipos sdo mostrados.

#//, Pcﬂ(,\\\ e

Fragmentos | - 400 bp

] Diaestdo com Snabl
V4
Eletroforese em ael de aaarose 2.5%
K ) — _ —
’ ’ v
400b = S 200b
P ' ' 290bp ) 290bp
=3110b e 110bb
WHWT C282Y /I WT C282Y [ C282Y

Figura 7 Representacdo esquematica da avaliagdo da mutagdo C282Y do Gene
HFE. Apo6s a amplificagdo, por PCR, com iniciadores especificos P4 e Py, os

produtos foram submetidos a restricdo enzimatica com a enzima SNAB1 e os

produtos de digestao e respectivos gendtipos sdo mostrados.
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4.6.9 CONTROLE DE QUALIDADE DAS ANALISES BIOQUIMICAS E
MOLECULARES

A monitorizagdo da precisdo, exatiddo e controle de qualidade das
determinagbes bioquimicas foram feitas pela determinagdo concomitante de
espécimes-controle baixo, médio e alto, em cada carrossel fornecido no proprio Kit,
utilizado e por participagdo no Programa Nacional de Controle de qualidade da
SBPC. Foram utilizadas, também, replicatas em cada ensaio para analisar a
reprodutividade do equipamento e calibradores para averiguagéo da exatid&o.

O controle de qualidade das reagées de PCR foi realizado com e sem
amostra de DNA, ou seja, controle positivo e controle dos reagentes,
respectivamente. Para avaliar a reprodutibilidade da reagdo de PCR, 10% das
amostras foram repetidas.

No controle de qualidade da digestdo enzimatica, para cada procedimento
de digestdo, foi utilizada sempre uma amostra de DNA homozigoto normal,
homozigoto mutado e heterozigoto, para as mutagées H63D e C282Y do gene HFE.
Essas amostras foram submetidas as mesmas condigées de tempo e temperatura

que os produtos em teste.
4.7 ANALISES ESTATISTICAS

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada para saber se existe diferenca

significativa entre os grupos. Para analise dos genotipos, foi feita comparagao entre

proporgdes do teste quiquadrado (x?) ou teste exato de Fisher. A associacéo entre
as variaveis mensuradas e os fatores de interesse foi verificada, utilizando-se a
Analise de Variancia com multiplos fatores (ANOVA) one way para medidas
repetidas. Foram considerados estatisticamente significantes os resultados, cujos

valores descritos (valores de P) fossem inferiores a 0,05.
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Hereditary Hemochromatosis (HH) is a genetical disease caused by the high absorption and deposition
of iron in several organs. This accumulation results in several clinical complications such as cirrhosis,
arthritis, cardiopathies, diabetes, sexual disorders and skin darkening. The H63D and C282Y mutations
are well defined in the HH etiology. The objective of this paper will be the identification of the H63D and
C282Y mutations in the HFE protein gene and the frequency assessment of these mutations in patients
with persistent increased of serum ferritin. Out of the 183 patients studied, 51.37% showed absence of
mutation and 48.6% showed some sort of mutation: heterozygous C282Y mutation in 4.92% patients;
homozigous C282Y mutation in 1.09%; heterozygous H63D mutation in 30,6%; homozigous H63D
mutation in 8.74%; and heterozygous for the mutation in both genes in 3.28%. Due to the high
prevalence of hemochromatosis, its seriousness and easy treatment, the genetic diagnosis of HH has

become a dream, especially in the high risk group.

Key-words: Hereditary hemochromatosis, Gene HFE, Hyperferritinemia, C282Y mutation, H63D mutation

INTRODUCTION

Hereditary hemochromatosis (HH) is an inherited
autosomal recessive disorder of iron metabolism. Due to
excessive intestinal absorption, iron accumulates in
parenchymal cells of the liver, pancreas, heart and other
organs with resultant damage to their structure and
impairment of their function. It is one of the most common
genetic diseases in caucasians with a prevalence of
nearly 1 in 300 (Hanson et al., 2001; Pietrangelo, 2004;

*Corresponding author E-mail: gbcjunior@hotmail.com; CEP:
59010-180; FAX: + 55 (84) 3215-4226

Trinder et al., 2002; Whittington et al., 2002; Kowdley et
al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998).

Although, the symptoms of the disease are often
nonspecific, much of the organ damage is irreversible
once it has occurred. The patients with hemochromatosis
absorb more iron than the population in general.
However, the clinical manifestations of excessive
deposition of this metal occur when the individuals reach
ages 20 to 40, when the levels of iron accumulation reach
concentrations around 20 to 40 grams of iron (Trinder et
al.,2002). The clinical manifestations rarely appear before
the 20th birthday, when the iron stocks are still low, and a



majority of patients are symptomatical between 40 and
50 years old (Hanson et al., 2001; Pietrangelo, 2004;
Trinder et al., 2002; Whittington et al., 2002; Kowdley et
al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998).

Early detection and therapy is therefore very important
as a part of preventive medicine. The discovery of the
responsible gene HFE in 1996 by Feder et al, that found
two mutations located in the short arm of chromosome 6
related to this disease, the C282Y and H63D mutations
enabled molecular analysis to be included in the
diagnostic strategy for HH (Feder et al., 1996).

Although, the presence of the mutant gene is equally
distributed between men and women, most studies report
a higher prevalence in men than in women at a
proportion of 4 to 10:1 proportion, due to “physiological
losses” of iron present in women because of
menstruation and pregnancy (Hanson et al., 2001;
Trinder et al., 2002; Whittington et al., 2002; Kowdley et
al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998).

The C282Y mutation occurs in the exon 4 in the
nucleotide (G845A) and there is a substitution of a
cystein by a tyrosine in the position 282 of the protein,
and the H63D mutation occurs in the exon 2, in the
nucleotide 187 (C187G), which results in the substitution
of a histidine by aspartic acid in the position 63 of the
protein (Hanson et al., 2001; Ramrakhiani et al., 1998;
Feder et al., 1996).

Around 80 to 100% of individuals from North European
descendency who show clinical manifestations for HH
show homozigous state for C282Y mutation
(Ramrakhiani et al., 1998; Bacon et al., 1999). Around 11
% of heterozygous individuals (C282Y/H63D) may
develop clinical signs of hemochromatosis (Hanson et al.,
2001; Trinder et al., 2002; Whittington et al., 2002;
Kowdley et al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998). Around 5
to 6% of patients clinically diagnosed with HH do not
show identifiable mutations in the HFE gene, suggesting
that other genes are involved in the disease, especially in
some populations, like in Southern ltaly (Kowdley et al.,
2008.; Ramrakhiani et al., 1998). Every year, molecular
studies point to the molecular investigations through
genetical studies which are able to identify the C282Y
and H63D mutations in the HFE gene in individuals with
HH. The high frequency of the C282Y and H63D
mutations in individuals affected in some populations
encouraged the usage of molecular tracing techniques of
these mutations like a confirming exam to the clinical and
laboratory diagnosis of HH (Hanson et al., 2001;
Ramrakhiani et al., 1998; Feder et al., 1996).

Considering the lack of genetical studies in Brazil about
hemochromatosis, especially in the Northeast area, this
paper aimed at identifying and evaluating the HFE protein
gene and the H63D and C282Y mutations frequency in
patients with persistent hyperferritinemia and suspected
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of Hemochromatosis in Natal, state of Rio Grande do
Norte; Brazil (Natal-RN, Brazil).

PATIENTS AND METHODS
Subjects

Samples of peripheric blood were taken from 183 patients
suspected of HH and which were studied. The main criterion for
including such patients in the study was the persistent increasing of
serum ferritin in individuals aged between 18 and 70 or older, both
males and females. As to the exclusion criteria, individuals holding
hemolytical anemia, talassemy and previously report of blood
transfusion did not take part of the study.

Meanwhile we used a control group of 60 non-related individuals,
both males and females, from the Natal-RN, Brazil, without
hyperferritinemia and aging between 18 and 50 years old.

The study delimitation and its starting point occurred after its
approval by ethics committee of Universidade Federal do Rio
Grande do Norte, Brazil. The patients were informed about the
study protocol, and only those who signed the consent term took
part.

Two hundred mL of peripheric blood (PB) were collected from
every patient by venous punction after an 8-hour fasting period, at
least. Upon collecting, the PB was fractioned into 2 aliquots, one of
them in a tube with no anticoagulant destined to serum ferritin
dosage and the other in a tube containing EDTA (BD.Vacutainer
and EDTAK: 5,4 mg Plus Plastic) holding up to 5 mL for studying
the C282Y and H63D mutations in the HFE gene.

Serum ferritin dosage

The serum ferritin dosage was determined by the immune essay
method with micro particles (IMx-Abbott). It is a “sandwich” type of
technique based on capturing ferritin by micro particles sensibilized
with anti-ferritin - monoclonal antibodies. Another anti-ferritin
polyclonal antibody with phosphatase alkaline links to the captured
serum ferritin. This immune complex is transferred into a matrix of
glass fiber which links to the micro particles irreversibly. After
washings for non-complex protein removal, the 4-metil-umbeliferil-
fosfat fluorigenic substrat is added which, in the presence of
phosphatase, forms the fluorescent product whose light emission is
read by the equipment The reading intensity is proportional to the
ferritin concentration captured, turning the method a quantitative
one (Guerra-Shinohara et al, 1998). The normal serum ferritin
levels were 23.9 to 400 ng/mL in male and 11 to 300 ng/mL in
female.

DNA extraction

The genomic DNA extraction obtained from total blood was done
using a caothropic lithium agent according to the protocol described
by Loparev et al (Loparev et al, 1991). The total blood was mixed to
the same volume of sodium iodet 6M, promoting the cell lise. The
proteins and cell debris were removed by extraction with
chloroform/isoamilic alcohol in the proportion of 24:1 and the DNA
was isolated from the watery phase by adding isopropanol. The
precipitated DNA was solubilized with the addition of the tampon
Tris-EDTA (TE, Tris-HCl a 10 mM, EDTA a 1mM pH 8,0) and kept
at -20°C.
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Figure 1. Schematic representation of the evaluation of the HFE gene C282Y
mutation. After PCR amplification with specific primers, the fragment de 400 bp are
subjected to restriction with the restriction enzymes Snabl and the digestion products

57

and their genotypes are shown.

Detection of C282Y and H63D mutations

The HFE mutations were detected by PCR-RFLP analysis
according to some work originally done (Bittencourt et al,
2002).The length of the amplified fragment of exon 4 of the C282Y
HFE gene is 400 bp. The G to A transition at nucleotide 845 (amino
acid 282) creates a Snabl cleavage site and fragments of 290 and
110 bp after endonuclease digestion. In the presence of the HE3D
mutation, only the undigested 208-bp fragment is observed, since
the C to G transversion at nucleotide 187 (amino acid 63) disrupts a
Bcl cleavage site. The fourth exon of the HFE gene flanking the
Snabl recognition site for the C282Y substitution was amplified
using the following primers: 5° TGGCAAGGGTAAACAGATCC 8'
and 5 CTCAGGCACTCCTCTCAACC 3. Amplification of the
second exon of the HFE gene containing a Bcll recognition site for
HB63D was done using the primers 5'
ACATGGTTAAGGCCTGTTGC 3 and 5
GCCACATCTGGCTTGAAATT 3' (Figures 1 and 2). Approximately
800 and 200 ng of genomic DNA were used, respectively, for
amplification of of exon 2 and 4 of HFE gene, 0.6 M of each
primer in a total volume of 50 CIL containe 200mM of each dNTP
(Gibco-BRL, New yaork, NY, USA), 2 IU of Taq polymerase
(Cenbiot, Porto Alegre, RS, Brasil) and PCR buffer containing 1.5
mM magnesium chloride. The amplification was carried out in a
PCR-100 Thermal cycle (MJ Reseach Inc., Watertown, MA, USA)
and conditions were some for both amplifications: 35 cycles, each
one composed by the denaturation step at 96°C, for 2 minutes,
hybridation at 56°C, for 1 minute and extension at 72°C, for 1
minute, with a final extension of 10 minutes at 72°C.

The products amplified were digested with the Bcll and Snab/
enzymes, for the HB3D and C282Y mutations, respectively and
separated by electrophoresis in agarose gel at 2,5%. The band

visualization was done under ultra-violet (UV) light in
transluminator.

The fragments analysis of digestion was done by using a DNA-
size marker (100pb) and the individuals genotypical profiles studied
were evaluated with positive control samples, including the mutated
homozygous and heterozygous genotypes (Figures 3 and 4).

Statistical analysis

The variance analysis (ANOVA) was applied in order to know
whether there is meaningful difference between the groups. They
were done by using the STATISTICAS 6.0 software.

The variables were then analyzed descriptively. For the
quantitative analysis, it was done by observing the minimum and
maximum values and the mean and standard deviation equation.
For the qualitative variables we calculated the absolute and relative
frequencies.

RESULTS

The genotype distribution pattern and the allele frequency
of C282Y and H63D mutations in the study group HFE
gene in comparison to the control group are shown in
Table 1, that represents the allelic frequencies and the
genotypical distribution for the C282Y and H63D
mutations in the HFE gene in individuals from the control
group and the patients group. In both grups the allelic
frequency was 11 cases (4.53%) for the C282Y mutation
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Figure 2. Schematic representation of the evaluation of the HFE gene
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fragment de 209 bp are subjected to restriction with the restriction
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Table 1. Distribution of the different genotypes of the C282Y and H63D mutations in the patients groups with hyperferritinemy and in the

control group

Genotype distribution

Control N°. (%)

Patients N2. (%) Total N2. (%)

C282YWT 2(3.33) 9 (4.92) 11 (4.53)
HB63D/WT 16 (26.67) 56 (30.60) 72 (29.60)
C282Y/C282Y 0(-) 2 (1.09) 2 (0.82)
H63D/H63D 2 (3.33) 16 (8.74) 18 (7.41)
C282Y/H63D 1(1.67) 6 (3.28) 7 (2.88)
No molecular alteration (Wild Type) 39 (65.0) 94 (51.37) 133 (54.7)
Total 60 (100) 183 (100) 243 (100)

WT: Wild Type; No.: Number of patients; C282Y/WT: mutant C282Y heterozygous; C282Y/C282Y: mutant C282Y homozygous; H63D/WT: mutant
H63D heterozygous; H63D/H63D: mutant H63D homozygous; C282Y/H63D: double heterozygous.

Table 2. Representation of age average of patients with and without molecular alterations for the HFE gene

Variable Mutation Average (age) N¢ Ranger
No alteration (WT) 51.0 94 26.0 - 83.0
C282YWT 52.4 9 36.0-82.0
Age H63D/HB63D 50.9 6 36.0-72.0
H63D/WT 52.8 6 32.0-72.0
C282Y/H63D 54.0 6 38.0-83.0

Total 52.2 18 34 —-83.0

Ne. number of patients; WT: Wild Type; C282Y/WT: mutant C282Y heterozygous; C282Y/C282Y: mutant C282Y homozygous;
H63D/WT: mutant H63D heterozygous; H63D/H63D: mutant H63D homozygous; C282Y/H63D: double heterozygous.

(C282Y/Wild type) and 72 (29.6%) for the H63D mutation
(H63D/Wild type) and a total of 7 cases (6 patients and
one control group) was double heterozygous
(C282Y/H63D). The homozygous genotypes for the
C282Y was presents in 2 cases (all patients) and in 18
cases for the H63D mutation (16 patients and 2 control
groups) and 133 cases (94 patients and 39 control
groups) were normal homozygous.

We noticed that the genotype distribution in the group
studied in both mutations was similar to the control group
and there were no meaningful differences. We obseved
that the allele H63D and genotype H63D heterozygous
was the most frequent one both in the study group and
the control group, showing the frequency of these
genetical alterations in our population (Table 1).

The table 2 shows that out of the 183 patients studied,
94 individuals with average age of 51.0 years and
standard deviation of 11.4 did not show any molecular
alterations. However, 87 patients showed at least one
genetical alteration either under the homozygous state or
heterozygous state for the C282Y and H63D mutations,
with average age of 53 years. This analysis showed that
the moment of genetical study of these patients
happened only during the first clinical manifestations and
laboratory alterations and not preventively.

As to the serum ferritin values, this determination was
studied in relation to sex and presence or absence and
type of mutation of HFE gene mutation in each mutation

group, due to the reference values being different. The
minimum and maximum values for men were 400 ng/mL
and 3204 ng/mL respectively. For women, 310ng/mL for
minimum and 1322 ng/mL for maximum.

In men, the highest mean values observed of serum
ferritin were 836 ng/mL and 1113 ng/mL for the H63D
and C282Y mutation genotypes respectively and also in
double heterozygous men for both mutations were
noticed a mean of 1170 ng/mL. As to women, the highest
mean values observed were 1261 ng/mL and 556 ng/mL
in the heterozygous genotype for the C282Y and H63D
mutations, respectively (table 3).

DISCUSSION

For the last few years, several international studies have
been published in search for the genetical fundaments of
hemochromatosis. Due to its heterogeneity, it still has not
been possible to elucidate how these alleles act in
differents populations. In this paper, we analyzed the
C282Y and H63D mutations in the HFE gene in samples
from patients with persistent hyperferritinemia aiming at
trying to understand its role in the HH predisposition
(Hanson et al., 2001; Trinder et al., 2002; Whittington et
al.,2002; Kowdley et al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998;
Feder et al., 1996).
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Table 3. Correlation between the H63D and C282Y gene mutations and the serum ferritin levels

Mutation Average Ne. Ranger
No alteration (WT) 844 79 400 — 1143
C282Y/WT 844.1 ¥ 653.9 - 1143
Male H63D/H63D 836 14 410 - 1600
H63D/WT 814.1 46 401 - 1756
C282Y/H63D 1170 b 599 - 2140
C282Y/C282Y 1321 2 625 - 3204
No alteration (WT) 814.3 18 310 - 1261
C282Y/WT 1261 2 1200 - 1322
H63D/HB63D 465 2 412 - 518
Fetiile HE3D/WT 556 10 410 - 869
C282Y/H63D 890 1 890
C282Y/C282Y = 0

N2: number of patients; WT: Wild Type; C282Y/WT: mutant C282Y heterozygous; C282Y/C282Y: mutant C282Y
homozygous; H63D/WT: mutant H63D heterozygous; H63D/H63D: mutant HE3D homozygous; C282Y/H63D:

double heterozygous.

The present paper, for the first time in Natal-RN, city
from northeast of Brazil, reports the allelic and
genotypical frequencies of the C282Y and H63D
mutations in the HFE gene in individuals with persistent
hyperferritinemia.

As we evaluate our study, we notice the C282Y and
H63D mutation allelic frequency being 6% and 39.3%
respectively. In Brazil, the HH prevalence studies are
even rarer; however some studies showed an allelic
frequency smaller than that in our study that is 1.2 and
31.1% for C282Y and H63D, respectively, (Martinelli et
al., 2005), and 2.8 e 32.6% respectively (Agostinho et al.,
1999).

Comparing to our world population, our allelic
frequency was similar to that in European countries like
Portugal, Holand, France and Spain (Hanson et al, 2001;
Ryan et al., 1998; Pardo et al., 2004), once our immigrant
population had high portuguese, french and dutch
influence.

As we evaluate the genotypical frequencies for the
C282Y and H63D mutations in the HFE gene, we noticed
that in our study, the C282Y/C282Y (1.1%), C282Y/WT
(5.0), He63D/H63D (8.7), H63D/WT (31.0) and
C282Y/H63D (3.3) mutations were similar to the Portugal
population, taking into account that the frequencies were
C282Y/C282Y (1.1%), C282Y/WT (10.0), H63D/H63D
(8.0), H63D/WT (31.0) and C282Y/H63D (3.0) in that
population. Only the C282Y/WT mutation frequency was
smaller than in Brazil.

In the present paper, out of the 89 patients that showed
the C282Y and H63D mutation, a total of 26 (29.2%) had
ferritin values higher than 1000 ng/mL, highest levels
being found in male patients (Table 3). It was found that
56 (30.6%) males from this group were heterozygous for
the H63D mutation, 6 (3.28%) were double heterozygous

mutat (H63D/C282Y), 16 (8.74%) were homozygous for
H63D mutation, 9 (4.92%) were heterozygous for the
C282Y mutation, and 2 patients (1.09%) were
homozygous for the C282Y mutation with average ferritin
values of 1321 ng/mL. For the 2 females in this group, we
noticed an average ferritin value of 1261 ng/mL and
heterozygous C282Y mutation. We should mention that
all these patients had already shown some clinical
manifestation related to iron overload.

The homozygosity for the C282Y mutation is now found
in approximately 5 out of 1.000 patients from North
European descendency. Every homozygous person for
the C282Y mutation has a genetical predisposition for an
event chain which can trigger severe multiple organ
damage (Merryweather-Clarke et al.,1999; Hanson et al,
2001, Trinder et al.,, 2002; Whittington et al.,2002;
Kowdley et al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998; . Feder et
al., 1996).

As we evaluated the genotypes separately in our study,
we noticed that 4.4% of the patients studied had both
mutations which are considered important for the HH,
that is the C282Y homozygous and the double
(C282Y/H63D) heterozygous mutations, from which 1.1%
of the patients showed the homozygous C282Y mutation
and 3.3% were double heterozygous. Out of the two
mutant heterozygous patients, one is a 28-year old
Caucasian with ferritin value of 1600 ng/mL and still did
not show any clinical manifestations.

Several reports show that among men and women, the
C282Y homozygous have some tendency for high serum
ferritin, down-followed by the individuals with genotypes
C282Y/H63D (double heterozygous), H63D/HE3D,
C282Y/WT, H63D/WT and these data were practically
similar to our study, only highlighting an inversion of the
C282Y/WT genotype position with H63D/HE3D



comparing to the papers reported (Hanson et al, 2001,
Trinder et al., 2002; Whittington et al., 2002; Kowdley et
al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998; Feder et al., 1996).

In relation to penetration of the compound
heterozygous or double heterozygous, which holds the
C282Y/H63D genotype and account for approximately 5-
10% of the patients diagnosed with HH (Hanson et al,
2001, Trinder et al.,, 2002; Whittington et al., 2002;
Kowdley et al., 2008; Ramrakhiani et al., 1998; Feder et
al., 1996). In these studies, the compound heterozygous
frequency was 6.7%, being 5 males and 1 female, having
the average ferritin values for men of 1170 ng/mL, all of
them showed some clinical manifestation and one patient
showed liver cirrhosis (Feder et al., 1996; Hanson et al.,
2001).

When we compare the study group and the control
group in relation to frequency, both had similar results
and the H63D genotype had the highest frequency,
confirming what has been published in literature. Since
hemochromatosis is the most common genetical disease
in the Caucasian population’, even considering the
genetical heterogeneity seen in Brazil, our control group
showed molecular alteration for those below 40 years of
age, but we should emphasize that they still showed no
increased ferritin. As the molecular biology advances, it is
now possible to detect specific genetical alterations
responsible for several diseases, even before the
individual show any symptoms. It is important to prevent
iron overload, which happens silently and slowly, and
detect individuals who are still healthy but who will later
show or could show symptoms and signs of a hereditary
disease or an increase susceptibility to certain common
diseases of adult people.

In conclusion, with the hemochromatosis being
considered a public health matter due to its high
frequency and by how easy it is to diagnose it both
genetically and in laboratorially, as well as the treatment,
it should be investigated in its early stages in patients
suspected of such infirmity. This paper can bring some
contribution for a better understanding, penetration and
clinical expression of this disease in our population.
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Background: Hereditary hemochromatosis
(HH) is a genetic disease caused by the high
absorption and deposition of iron in several
organs. This accumulation results in sev-eral
clinical complications such as cirrhosis,
arthritis, cardiopathies, diabetes, sexual dis-
orders, and skin darkening. The H63D and
C282Y mutations are well defined in the HH
etiology. The objective of this article is
identification of the H63D and C282Y
mutations in the HFE protein gene and the
frequency assessment of these muta-tions in
patients with persistent increase of serum
ferritin in patients from Natal City from state
of Rio Grande do Norte, lo-cated in
northeastern Brazil. Results: Of the 299
patients studied for C282Y and H63D,
48.49% showed absence of mu-

tation and 51.51% showed some sort of
mutation: heterozygous C282Y mutation in
4.35% patients, homozygous C282Y muta-
tion in 2.67% patients, heterozygous H63D
mutation in 31.44% patients, homozygous
HB63D mutation in 8.03% patients, and het-
erozygous for the mutation in both genes
(C282Y/HB3D) in 5.02% patients. The
S65C mutation was studied in 112 patients
and heterozygous mutation (S65D/WT) in
2.67% of patients and double muta-tion
(H63D/S65C) in 1.78% of patients were
observed. Conclusion: Due to the high
prevalence of hemochromatosis, its
genetic  diagnosis has become a
challenge, especially in the high-risk
group. J. Clin. Lab. Anal. 00:1-8,
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INTRODUCTION

Hereditary hemochromatosis (HH) is an autosomal re-
cessive disorder of iron metabolism. Due to excessive in-
testinal absorption, iron accumulates in parenchymal cells
of the liver, pancreas, heart, and other organs with resul-
tant damage to their structure and impairment of their
function. This accumulation results in several clinical
complications such as cirrhosis, arthritis, cardiopathies,
diabetes, skin darkening, and hypogonadism. It is one of
the most common genetic diseases in Caucasians with a
prevalence of nearly one in 300 individuals (1-6).

Although the symptoms of the disease are often non-
specific, much of the organ damage is irreversible once it
has occurred. The patients with hemochromatosis absorb
more iron than the population, in general. However, the
clinical manifestations caused by excessive deposition of
this metal occur when the individuals reach at the age of
2040, and the levels of iron accumulation reach at the
concentration of around 20-40 g of iron (3). The clinical
manifestations rarely appear before 20 years of age, when
the iron stocks are still low, and a majority of patients are
symptomatically aged between 40 and 50 years (1-6).

The classical HH, also known as type I hemochromato-
sis, is associated with mutations in the HFE gene located
on chromosome 6, which encodes the HFE (high-iron)
protein, a key limiting factor of the duodenal iron absorp-
tion, interacting with the transferring receptor (TfR), and
decreasing its affinity for the transferrin (7).

The HFE-C282Y gene mutation was first described by
Feder in 1996 resulting from a guanine-to-adenine tran-
sition in position 845 of the HFE gene. About 60-80%
of the type I HH cases depend on the ethnic background
(1,5-7)

A second mutation, H63D (a histidine-to-aspartate sub-
stitution), resulting from a transversion C (cytosine) to G
in position 187 of the HFE gene, is associated with a
milder form of the disease, as this mutation leads only to
a partial decrease in the ability of the HFE protein to re-
duce the TfR affinity for transferring. Depending on the
ethnic background, this mutation represents 40-70% of
the HFE non-C282Y hemochromatosis (5, 8).

Finally, a third mutation, S65C (a serine to cysteine sub-
stitution), resulting from a tranversion A to T (thymine)
in position 193 of the HFE gene, although initially consid-
ered a polymorphism with no phenotypic effect, has been
found to be associated with milder forms of hemochro-
matosis, especially in C282Y/S65C compound heterozy-
gous individuals (5,9, 10).

Although the presence of the mutant gene is equally
distributed between men and women, most studies report
a higher prevalence in men than in women in the 4 to 10:1
proportion, due to “physiological losses” of iron that
females show because of menstruation and pregnancy
(1,3-6).
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Around 80-100% of individuals from North European
descendancy who show clinical manifestations for HH
were homozygous for the C282Y mutation (6, 8). Al-
though compound heterozygosity (C282Y/H63D) ap-
pears to be disease associated in such individuals with
suspected iron overload, cofactors should be considered
as a cause (11).

Around 5-6% of patients clinically diagnosed with
HH do not show identifiable mutations in the HFE gene,
suggesting that other genes are involved in the disease,
especially in some populations, such as in southern Italy
(5,6). Every year, molecular studies point to the molecular
investigations through genetical studies that are able to
identify the C282Y and H63D mutations in the HFE gene
in individuals with HH. The high frequency of the C282Y
and H63D mutations in individuals affecting some
populations encouraged the usage of molecular tracing
techniques of these mutations such as a confirming exam
to the clinical and laboratory diagnosis of HH (1, 6, 7).

Considering the lack of genetical studies in Brazil about
hemochromatosis, especially in the northeast area, this ar-
ticle aimed at identifying and evaluating the frequency of
mutation and determination of allele frequency of the
HFE genes H63D, C282Y, and S65C in patients with per-
sistent hyperferritinemia from Natal city from northeast
of Brazil.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Samples of peripheral blood (PB) from 299 patients
suspected of HH were studied. The main criterion for
inclusion of such patients in the study was the increase of
persistent serum ferritin in individuals aged between 18
and 89 years, both males and females. As to the exclusion
criteria, individuals with hemolytic anemia, thalassemia,
and previously did blood transfusion, did not take part in
the study.

For the control, a group of 160 healthy patients of
both sexes were selected, with serum ferritin levels within
normal limits.

The study delimitation and its starting point occurred
after its approval by ethics committee of Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, Brazil. The patients
were informed about the study protocol, and only those
who signed the consent term took part (CEP/UFRN; No.
0312.0.000-061-06).

Twenty milliliters of PB were collected from every
patient by venous puncture after an 8-h fasting pe-
riod, at least. Upon collecting, the PB was fractioned
into two aliquots, one of them in a tube without an-
ticoagulant destined to serum ferritin dosage and the
otherin a tube containing ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA-K; 5,4 mg Plus Plastic; BD.Vacutainer) holding
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up to 5 mL for studying the C282Y, S65C, and H63D
mutations.

Serum Ferritin Dosage

The serum ferritin dosage was determined by the im-
mune assay method with micro particles (Abbott IMX
immunology analyser, MA). The normal serum ferritin
levels were 15-300 ng/mL in male and 15-200 ng/mL in
female (12)

DNA Extraction

The genomic DNA extraction was obtained from total
blood according to the protocol described by Loparev
et al. (13).

Detection of C282Y, H63D, and S65C mutations

The HFE gene C282Y, H63D, and S65C mutations
were studied by polymerase chain reaction restriction
fragments length polymorphism (PCR-RFLP) assays,
as previously described (14). The fourth exon of the
HFE gene flanking the Snabl recognition site for the
C282Y substitution was amplified using the following
primers: 5-“TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3' and 5'-
CTCAGGCACTCCTCTCAACC-3". The length of the
amplified fragment of exon 4 of the C282Y HFE gene is
400 bp. The G to A transition at nucleotide 845 (amino
acid 282) creates a cleavage site and fragments of the 290
and 110 bp are generated after enzymatic restriction with
Snabl.

Amplification of the second exon of the HFE gene
containing a B¢/l recognition site for H63D was done
using the primers 5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-
3" and 5-GCCACATCTGGCTTGAAATT-3". Approxi-
mately 800 and 200 ng of genomic DNA was used, re-
spectively, for amplification of exon 2 and 4 of HFE gene,
0.6 uM of each primer in a total volume of 50 wL con-
taining 200 mM each of dNTP (Gibco-BRL, New York,
NY), 2 IU of Taq polymerase (Cenbiot, Porto Alegre, RS,
Brasil), and PCR buffer containing 1.5 mM magnesium
chloride. In the presence of the H63D mutation, only the
undigested 208-bp fragment is observed, since the C to G
transversion at nucleotide 187 (amino acid 63) disrupts a
Bcll cleavage site.

Amplification of S65C was done wusing the
primers 5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3' and
5'-GCCACATCTGGCTTGAAATT-3". Approximately
800 and 200 ng of genomic DNA was used, respectively,
for amplification of exon 2 and 4 of HFE gene, 0.6 uM
of each primer in a total volume of 50 WL containing
200 mM each of dNTP (Gibco-BRL), 2 IU of Taq poly-

merase (Cenbiot), and PCR buffer containing 1.5 mM
magnesium chloride.

The amplification was carried out in a PCR-100 Ther-
mal cycle (MJ Reseach Inc., Watertown, MA, USA) and
conditions were same for both amplifications: 35 cycles,
each one composed of the denaturation step at 96°C, for
2 min, hybridization at 56°C, for 1 min, and extension at
72°C, for 1 min, with a final extension of 10 min at 72°C.

The amplified products were digested with the Bcll,
Snabl, and Hinfl enzymes, for the H63D, C282Y, and
S65C mutations, respectively, and separated by clec-
trophoresis in agarose gel at 2.5%. The band visu-
alization was done under ultra-violet (UV) light in
transilluminator.

The analysis of restriction fragments was done by using
a DNA size marker (100 bp) and the genotypical pro-
files of the individuals studied were evaluated with pos-
itive control samples, including the absence of mutation
in both alleles or wild type (WT/WT); homozygous mu-
tant with the same mutation in both alleles for the H63D
gene (H63D/H63D) and C282Y gene (C282Y/C282Y);
heterozygous mutant with a mutation present in one al-
lele H63D/WT, C282Y/WT, and S65D/WT and double
heterozygous mutant H63D/C282Y and H63D/S65D.

Statistical Analysis and Determination of the Allele
Frequencies

The variance analysis (ANOVA) was applied in order
to know whether there is meaningful difference between
the groups. It was performed by using the STATISTICS
6.0 software.

The variables were then analyzed descriptively. For the
quantitative analysis, it was done by observing the min-
imum and maximum values and the mean and standard
deviation equation. For the qualitative variables, we cal-
culated the absolute and relative frequencies.

The determination of allele frequencies for the HFE
genes C282Y, H63D, and S65D was performed according
to the proposal by Trifa et al. (16).

RESULTS

The genotype distribution pattern and the allele fre-
quency of C282Y and H63D mutations were determined
in 299 patients with hyperferritinemia and 160 samples
from control group (Table 1). In patients with hyperfer-
ritinemia, the genotype frequency observed was as fol-
lows: 94 cases of (31.44%) H63D/WT. Of the total 299
patients with hyperferritinemia and 160 samples from
control groups, absence of H63D and C282Y mutations
was observed in 48.49% and 68.75% of cases, respectively.

The investigation of the S65D mutation was performed
in 112 patients with hyperferritinemia and 160 samples

J. Clin. Lab. Anal.
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TABLE 1. Distribution of Different Genotypes C282Y, H63D
and S65C of the HFE Protein in Patients with Hyperferritinemia
and Control Group

Control group Patient group

65

TABLE 2. Correlation between the H63D, C282Y and S65C Mu-
tations and the Serum Ferritin Levels

Serum ferritin
levels (ng/mL)

Distribution of genotypes No % Number % Mutation No Mean Range
C282Y/C282Y 0 0 8 2.67 Male No alteration (WT) 112 799.4 400-1,143
C282Y/WT 6 379 13 435 C282Y/WT 11 905.7 654-1,198
H63D/H63D 2 1.25 24 8.03 H63D/H63D 21 788 345-1,497
H63D/WT 41 25.62 94 31.44 H63D/WT 76 791.4 337-1,756
C282Y/H63D 1 0.63 15 5.02 C282Y/H63D 11 814.1 442-1 468
No mutation (WT) 110 68.75 145 48.49 C282Y/C282Y 6 1.362 625-3,204
Total (C282Y and H63D) 160 100 299 100 S65C/WT 1 515.5 515.5
S65C/WT 1 0.62 3 267 S63C/H63D 2 510.5 401-620
$65C/S65C 0 0 0 o Female No alteration (WT) 28 806.9 414-1,322
S65C/H63D 0 0 2 1.78 C282Y/WT 2 1.261 1,200-1,322
S65D/C282Y 0 0 0 0 H63D/H63D 3 538.3 412685
No mutation (WT) 159 99.38 107 95.53 H63D/WT 18 863é05 410-2,057
C282Y/H63D ks 41 536-991
Total S65D 160 100 112 100 CI82Y /C282Y M 628 $26-730
S65C/WT 2 460.1 323-597

Note: No mutation or WT (Wild Type); No (Number of pa-
tients); C282Y/WT (mutant C282Y heterozygous); C282Y/C282Y
(mutant C282Y homozygous): H63D/WT (mutant H63D heterozy-
gous); H63D/H63D (mutant H63D homozygous); C282Y/H63D
(double heterozygous); S65C/WT (mutant S63C heterozygous).

from control group. The genotypic distribution observed
was as follows: three cases (2.67%) and one case (0.62%)
were of S65D/WT, in patients with hyperferritinemia and
control group, respectively (Table 1).

With respect to the ferritin levels in PB, all patients
were investigated taking into account the sex and pres-
ence or absence of mutation to the HFE gene. The maxi-
mum measures of serum ferritin found were 3,204 ng/mL
and 2,057 ng/mL in male and female patients, respec-
tively. In male patients, the highest serum levels of ferritin
found were with average of 1,362 ng/mL with genotypes
C282Y/C282Y, and in female patients serum levels of
ferritin were 1,261 ng/mL, with genotypes C282Y/WT
(Table 2).

As observed in male patients with hyperferritinemia, fe-
male patients with other genotypes also showed elevated
levels of serum ferritin, but with average and maximum
values lower than those observed in male patients, and
the same happened also in female patients with hyperfer-
ritinemia without mutations (Table 2).

The allelic frequency for these genes in patients with
serum hyperferritinemia was 7.36% for C282Y, 26.59%
for H63D, and 2.23% for S63D (Table 3). In samples
from control group, the allelic frequencies were 2.19%
for C282Y, 14.37% for H63D, and 0.31% for S65C.

DISCUSSION

In spite of the genetics of HH and its clinical perspec-
tives are known, the statement of alleles related with this
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Note: WT (Wild Type); No (Number of patients); C282Y/WT (inu-
tant C282Y heterozygous); C282Y/C282Y (mutant C282Y homozy-
gous); H63D/WT (mutant H63D heterozygous); H63D/H63D (mutant
H63D homozygous); C282Y /H63D (double heterozygous); S65C/WT
(mutant S63C heterozygous).

disease in populations is not clear. Here, we detected that
because of the high heterogeneity HFE genes (C282Y,
H63D, and S65C), it was not possible to elucidate how
these alleles affects different populations (Tables 3 and 4).

This study, for the first time in Natal, city from north-
castern of Brazil, reports the genotypic frequencies of
C282Y, H63D, and S65C mutations in HFE gene from
individuals with hyperferritinemia and healthy controls
in order to attempt to understand their role in predispo-
sition to HH.

Population studies indicate that HH has originated
from Northern Europe. The C282Y mutation is most
common in Caucasians of North Western Europe, North
America, Australia, and New Zealand. Some studies in-
volving populations of the United States, Australia, New
Zealand, and Transilvania showed that a frequency of
homozygotes and heterozygotes for the C282Y mutation
varies between 0.2 and 3% and 7 and 14%, respectively
(15-18). The homozygosity for the C282Y mutation is
now found in approximately five out of 1,000 patients
from North European descendency (Table 4). Every ho-
mozygous person for the C282Y mutation has a genetical
predisposition for an event chain that can trigger severe
multiple organ damage (1,3-7).

The H63D mutation is two or three times more fre-
quent than C282Y mutation and the prevalence of het-
erozygous and homozygous for H63D mutation varies be-
tween 15 and 40% and 2.5 and 3.6%, respectively, and the
frequency of C282Y/H63D genotype is approximately
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TABLE 3. Allele Frequency of C282Y, H63D, and S65C HFE
Gene in Brazilian Population and in Present Study

Allele frequency (%)

Study, year, reference, Skin C282Y H63D S65C
and place color Mutation Mutation Mutation
Agostinho et al., 1999 W (1.4) (16.3) NP
2n
Campinas B 1) (7.5)
(No. =227) M (1.1 (1.1)

Calado ct al., 2000 (22) W+B+M (2.2) (14.3) NP
Ribeirao Preto
(No. = 320)

Pereira et al., 2001 (23) W 3.7 (20.3) NP
Sdo Paulo B (0.5) (6.4)

(No. = 395) M 0.7) (13.0)

Oliveira et al., 2003 (24) W (1.4) (8.6) (0.6)
Sdo Paulo B (0.0) (2.4) (0.3)
(No. = 148)

Terada et al., 2009 (25) NP 2.1 (13.6) 0.6)
Sao Paulo
(No. = 542)

Present study NP (7.36) (26.59) (2.23%)
(No. = 299)

Note: No (Number of participants in each study): W (white): B (black)
M (mulatto); NP (not performed). *This Allele frequency was only made
in 112 patients. Adapted from Cangado RD et al., 2010 (30).

2% (15, 16). Regarding the S65C mutation, the frequency
in Caucasians varies between 1% and 4% (9, 10,18, 19).

In Brazil, population studies performed by several au-
thors have also demonstrated the predominance of H63D
mutation, followed by C282Y, with the highest preva-
lence in white compared to black or mulatto population
(Table 3) (14,21-25), which was similar to that observed
in this study and also in countries with strong influence in
shaping the Brazilian population such as Portugal, Spain,
France, and Italy (20).

The Brazilian population has a great miscegenation.
During the time period from the Brazil’s discovery and
beginning of colonization to the present date, the percent-
age of the descendents of European immigrants is 58%,
40% of Africans, and 2% of Asians, besides the great influ-
ence of Amerindian (26-29). The miscegenation between
people of different ethnicities during this period was a de-
terminant factor in the genetic diversity of the population,
reflecting a large variability of results in the investigation
of biochemical, molecular, and immunological changes
such as mutation or polymorphism of genes such as an
HFE gene (21, 26-29).

Thus, some authors point out that the investigation of
the frequency of HFE mutations in the Brazilian popu-
lation, mainly in C282Y gene may present a wide range

TABLE 4. Allele Frequency of the HFE Mutations C282Y, H63D and S65C in Different Countries

Allele frequencies (%)

Country Study. year, and reference S65D C282Y H63D
Denmark Milman et al., 2004 (36) NP 5.7 13.4
Sweden Holmstrom et al.. 2002 (38) 1.6 6.2 11.4
Finns, Swedes, Swedish Saamis Beckman et al., 2001 (39) 3. 2.0 7.9
Faroe Islands Milman et al., 2005 (37) 1.0 8.0 17.5
Ireland Ryan et al., 1998 (40) NP 14.0 17.9
UK Merryweather-Clarke et al., 2000 (41) NP 8.1 15.2
France Mura ¢t al., 1999 (9) 1.95 1.7 14.0
Germany Merryweather-Clarke et al., 2000 (39) NP 3.8 13.2
Poland Moczulski et al., 2001 (42) NP 3.1 16.2
Czech Republic Cimburova M et al., 2005 (18) 1.25 34 14.9
Austria Merryweather-Clarke et al., 2000 (41) NP 3:7 129
Croatia Ristic et al., 2003 (43) 1.8 3.3 14.5
Slovenia Ristic et al., 2003 (43) 0.5 4.0 14.5
Russia Mikhailova et al., 2003 (44) 1.7 3.7 13.3
Bulgaria Merryweather-Clarke et al., 2000 (41) NP 0.0 23.0
Nothern Italy Mariani et al., 2003 (45) 1.3 3.2 134
Italy, Apulian Pietrapertosa et al., 2003 (46) 0.5 1.5 14.0
Greece Merryweather-Clarke et al., 2000 (41) NP 1.3 13.5
Nothern Spain Altes et al., 2004 (47) 1.0 3.0 20.0
Spain, Basque Merryweather-Clarke et al., 2000 (41) NP 3. 30.4
Portugal Porto et al.. 1998 (48) NP 2.8 23.0
USA, Caucasian Beutler et al., 2000 (49) 1.6 6.3 15.2
USA, Hispanic Beutler et al., 2000 (49) 0.6 2.7 12.4
USA, Asian Beutler et al., 2000 (49) 0.0 0.2 33
USA, Black Beutler et al., 2000 (49) 0.7 1.1 5.1
Transilvania, Romenia Trifactal., 2012 (17) 0.75 1.75 10.9

NP, not performed.
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of results, depending not only on the basis of population,
but also on the criteria adopted in the selection of each
sample, with such region, ethnicity, and the criteria used
for the detection of iron overload (Table 3).

Cangado et al. in 2007 (30) conducted a study on the
frequency of gene mutation C282Y, H63D, and S65D
in patients with clinical suspicion of HH in Sdo Paulo,
Brazil, showing the presence of HFE gene mutations in
76% of this group of patients with genotype being 30.0%
for C282Y/C282Y, 14.0% for C282Y/H63D, 2.0% for
H63D/H63D, and 14.0% and 16.0% for C282Y/WT and
H63D/WT, respectively; there were no cases with a mu-
tation involving the gene S65C.

Bittencourt et al. (14), in a study performed to in-
vestigate the C282Y and H63D mutations of the gene
in 15 Brazilian individuals with histologic diagnosis of
HH, observed frequency of 53.0% patients with geno-
type C282Y/C282Y and 13.5% patients with genotypes
C282Y/WT and H63D/WT.

In Latin America, some countries have conducted stud-
ies involving mutations in the HFE gene (31-35). In
Ecuador, the allele frequency for C282Y, H63D, and S65C
were 0%, 3.5%, and 4.0%, respectively (31). In a study
conducted in Venezuela by Vizzi et al. (32), the allele fre-
quency for C282Y and H63D were 3.8% and 21.1%, re-
spectively. In Argentina and Chile, the allele frequency for
C282Y and H63D was 2.6% and 6.7%, 2.4% and 23.0%,
respectively (33, 34). In a study conducted in Mexico by
Hanson et al. (35), the allele frequency for C282Y and
H63D were 0% and 13.0%, respectively.

In Natal, city from state of Rio Grande do Norte,
located in northeastern Brazil had strong genetic influ-
ence of the European peoples, mainly Portuguese, French,
Dutch, and Spanish in addition to the indigenous peoples
and Africans, constituting one of the largest regions of
Brazil with index miscegenation.

As we evaluated the genotypes separately in our study,
we noticed that 7.69% of the patients studied had both
mutations that are considered important for the HH,
which are the C282Y homozygous and the double het-
erozygous mutations (C282Y/H63D), from which 2.67%
of the patients showed the homozygous C282Y mutation
and 5.02% of the patients showed double heterozygous
mutation (Table 1).

In the present study, we observed a predominance of
mutations in the gene H63D (n = 133), 94 (31.44%) cases
were H63D/WT, 24 (8.03%) cases were H63D/H63D,
and also double heterozygote mutation (H63D/C282Y)
in 15 cases (5.02%). The mutation C282Y involving the
C282Y gene totaling 36 patients (12%) with the following
distribution: 15 cases (5.02%) were double heterozy-
gous mutant (H63D/C282Y), 13 (4.35%) cases were
C282Y/WT, and 8 (2.67%) cases were C282Y/C282Y.
The heterozygous genotype for S65C/WT was detected
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in three out of 112 patients (2.67%) and heterozygous
compounds with H63D in three cases (1.78%) (Table 1).
Our results being consistent with that described by
Brazilian authors and research from other countries
(Tables 3 and 4).

In the control of healthy individuals, genotype fre-
quency of mutation as 6 out of 160 individuals (3.75%)
with genotype C282Y/WT, 2 (1.25%) H63D/H63D, 41
(25.62%) H63D/WT, and one case (0.63%) C282Y/H63D
was observed. In this group, one case (0.62%) was found
with the S65C/WT mutation and no case was found with
C282Y/C282Y mutation (Table 1).

The allelic frequency found in our controls of healthy
individuals was 2.19%, 14.37%, and 0.31% for C282Y,
H63D, and S65C, respectively, lower than group of pa-
tients with hyperferritinemia that was 7.36%, 26.59%,
and 2.23% for genes HFE C282Y, H63D, and S65C, re-
spectively, corroborating with some international studies,
mainly in populations from Portugal, France, Spain, and
Italy (Table 4).

In this study, the frequency of the group of pa-
tients with hyperferritinemia detected the genotypic fre-
quency of mutation as being 13 cases (4.35%) with
genotype C282Y/WT, 8 (2.7%) C282Y/C282Y, 24
(8.0%) H63D/H63D, 94 (31.3%) H63D/WT, 15 (5.0%)
C282Y/H63D, 3 (2.67%) S65C/WT, and 2 (1.78%)
S65C/H63D (Table 1).

In this group, the highest levels of ferritin were found
in male patients. It was found that 76 patients (46.9%)
from this group were heterozygous for the H63D muta-
tion, 11 (6.8%) patients were double heterozygous mutant
(H63D/C282Y), 21 (13.0%) patients were homozygous
for the H63D mutation, 11 (6.8%) patients were heterozy-
gous for the C282Y mutation, and six patients (3.7%) were
homozygous for the C282Y mutation with average ferritin
value of 1,362 ng/mL.

Several reports show that among men and women, the
C282Y homozygous have some tendency for high serum
ferritin, downfollowed by the individuals with genotypes
C282Y/H63D (double heterozygous), H63D/H63D,
C282Y/WT, and H63D/WT, and these data were practi-
cally similar to our study, only highlighting an inversion
of the C282Y/WT genotype position with H63D/H63D
comparing to the papers reported (Table 2).

Approximately 5-10% of patients diagnosed with HH
presents the compound heterozygous for C282Y/H63D
(1,3-7). In these studies, the compound heterozygous fre-
quency was 5.0%, having the average ferritin values of
814.1 ng/mL for males and 841.0 ng/mL for females,
all of them showed some clinical manifestation and one
patient showed liver cirrhosis (1, 5-7). For compound
heterozygous S65C/H63D, the frequency was 1.78%,
found just in male patients with average ferritin values of
510.5 ng/mL.
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When we compare the study group and the control
group in relation to frequency, both had similar results
and the H63D genotype had the highest frequency, con-
firming what has been published in literature (Tables 3 and
4). Since hemochromatosis is the most common genetical
disease in the Caucasian population, even considering the
genetical heterogeneity seen in Brazil, our control group
showed molecular alteration for those below 40 years of
age, but we should emphasize that they still showed no
increased ferritin. As the molecular biology advances, it
is now possible to detect specific genetical alterations re-
sponsible for several diseases, even before the individual
show any symptoms. It is important to prevent iron over-
load, which happens silently and slowly, and detect indi-
viduals who are still healthy but who will or could show
symptoms and signs of a hereditary disease or an increase
susceptibility to certain common diseases of adult people.

In conclusion, with the HH is considered a public health
matter with high frequency, it should be investigated in its
early stages in patients suspected for this infirmity. This
article brings a contribution for a better understanding
of penetration and clinical expression of this gene in our
population, especially in the high-risk group, since the
H63D and C282Y mutations are well defined in the HH
etiology.
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6 COMENTARIOS, CRITICAS E SUGESTOES

Nos ultimos 150 anos, um grande numero de relatos tem sido publicado
mundialmente, em busca de um maior entendimento acerca dos fundamentos
genéticos da hemocromatose. Devido a sua heterogeneidade, ainda nio tem sido
possivel elucidar, de maneira satisfatéria, como esses alelos atuam em diferentes
populacdes.

A hemocromatose hereditaria € uma doenga autossémica recessiva e esta
caracterizada pelo aumento inapropriado da absorgdo intestinal do ferro, com
consequente acumulo progressivo desse metal em diferentes 6rgaos e tecidos,
especialmente figado, coragéo, pancreas, pele e articulagées, podendo ocasionar
lesdo celular e tecidual, fibrose e insuficiéncia funcional®'®,

Recentemente, foi definida como uma doenga resultante de uma inadequada
produgéo da hepcidina, horménio responsavel pela regulacio do ferro®.

A hemocromatose €& uma doenca relativamente comum, que afeta
individuos adultos, causa morbidez e mortalidade substanciais e pode ser prevenida
com tratamento precoce, sendo considerada um disturbio alvo classico para o
programa de selegdo. O objetivo da sele¢cdo, com base na populagdo para a
hemocromatose, € identificar os individuos que necessitam de tratamento antes do
desenvolvimento de complicagbes ou de sobrecarga de ferro. Porém, ainda se
discute sobre qual teste, bioquimico ou genético, deveria ser usado para a selegao
geral e qual populagdo deveria ser selecionada. Com relagéo ao primeiro ponto, a
saturacdo da transferrina € a forma mais aceita de selecdo bioquimica, com uma
sensibilidade de mais de 90% na maioria dos estudos, quando se considera uma
frequéncia de corte de 45% *. De uma forma alternada, o genotipo HFE tem sido
sugerido como uma estratégia inicial de selegdo para identificar os individuos e,
entédo, prosseguir com o teste para os niveis de ferritina de soro, para estabelecer o
grau de carga de ferro®.

Desde o descobrimento do gene HFE, como responsavel pela maioria dos
casos de HH, muitos trabalhos trataram o sequenciamento de novas mutagées que
pudessem explicar esses casos, nos quais ndo se observaram os gendtipos
C282Y/C282Y nem C282Y/H63D. Destes trabalhos, veio a descoberta de varias
novas mutagdes e polimorfismos. Além da mutagdo C282Y e H63D, a maioria das

novas mutagdes, descritas até o momento, € muito pouco frequente e esta restrita a
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familias ou individuos concretos, observando-se em um genoétipo heterozigético
composto com a mutagao C282Y ou H63D.

Com o avancgo da biologia molecular, hoje, é possivel detectar, com relativa
facilidade, alteragcdes genéticas especificas responsaveis por varias doencas, até
mesmo antes de o individuo manifestar qualquer sintoma. E importante prevenir a
sobrecarga de ferro que ocorre silenciosamente e lentamente e detectar individuos
ainda saudaveis que, mais tarde, poderdo apresentar manifestagdes clinicas ou
suscetibilidade aumentada para certas doencgas hereditarias. A pesquisa da mutacéo
do gene HH tem um papel importante na pratica médica, para conduzir ou guiar a
evolugéo dos pacientes e de seus familiares no diagnéstico da HH, principalmente,
no que concerne a hepatotoxicidade relacionada a sobrecarga de ferro. Além das
suas complicagdes clinicas, isto porque o diagnéstico da HH hepatica necessita, até
o momento, de equipamentos e técnicas laboratoriais de alto custo, invasivas e de
dificil execucdo. Este trabalho pode contribuir para entendermos melhor a
frequéncia, a penetrancia, a importancia do diagndstico precoce e a expressdo
clinica da doenga na nossa populagéo.

No presente trabalho, pela primeira vez, em Natal/RN, esta sendo descrita
as frequéncias alélicas e genotipicas das mutagées C282Y, S65C e H63D no gene
da proteina HFE, em individuos com suspeita clinica da HH e hiperferritinemia, com
o objetivo de compreender seu papel na predisposicdo a Hemacromatose
Hereditaria, onde, também, foram investigadas varidveis clinicas, ja descritas na
literatura e relacionadas a esta doenca. Através da identificacdo das mutacées
H63D, C282Y e S65C do gene da proteina HFE, foi avaliada a frequéncia dessas
mutagdes, bem como a correlagéo estatistica entre os genétipos das mutagdes e os
valores da ferritina.

Embora nao existam duvidas de que a mutacdo C282Y causa a HH, devido
a escassez de estudos no Brasil, ainda é controversa a penetrancia dessa mutagéo
sobre a variabilidade de manifestacdes clinicas dos individuos com HH.

A populagéo brasileira possui uma grande miscigenagao™® ', Isto se deve
a intensa imigracdo que o pais recebeu, inicialmente por portugueses e africanos e,
posteriormente, por imigrantes de outros paises europeus e asiaticos. Entre 1820 e
1975, os imigrantes, na maioria europeus, chegaram, oficialmente, ao Brasil; destes,
cerca de 70% eram portugueses e italianos, seguidos pelos espanhéis, alemaes,

sirios, libaneses e japoneses (IBGE 2000). Durante o periodo de 1500 e 1972, as
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porcentagens de imigrantes, no Brasil, ficaram em torno de 58% de europeus, 40%
de africanos e 2% de asiaticos '*'. O resultado de toda esta mistura de ragas causou
uma grande diversidade genética na populagédo brasileira, comprovada através de
alguns estudos, como, por exemplo, sobre o polimorfismo dos antigenos HLA Classe
I, onde um relato recente revelou gradientes entre brancos, mulatos e negros nas
frequéncias dos alelos e haplotipos dos ancestrais europeus, africanos e
amerindios'*’. Ressaltamos, também, uma particularidade do nosso Estado, os
imigrantes holandeses.

Em relagdo aos testes genéticos, foram estudadas as trés mutagoes
principais no gene da Proteina HFE, a mutagado S65C, C282Y e H63D. Observamos
que dos 299 pacientes estudados para C282Y e H63D, 48.49% apresentaram
auséncia de mutagédo e 51.51% apresentaram algum tipo de mutagdo: mutacéo
C282Y heterozigoto em pacientes, 4.35%; mutacdo C282Y homozigoéticos em
2.67%; mutacao H63D em heterozigose em 31.44%; homozigética HE3D mutacéo
em 8.03%, e heterozigotico para a mutagdo em ambos os genes (C282Y/H63D) em
5.02%. A mutacao S65C foi estudada em 112 pacientes e foi observada mutagéo
heterozigotica (S65D/WT) em 2.67% e mutagédo dupla heterozigética (H63D/S65C)
em 1.78% dos pacientes. Devido a alta prevaléncia de hemocromatose, sua
gravidade e facil tratamento, o diagndstico genético de HH tornou-se um desafio,
especialmente, no grupo de alto risco.

Quando avaliamos a ferritina, observamos que a média foi maior nos
pacientes homozigotos mutados para C282Y e o duplo heterozigoto nos homens,
corroborando com a literatura que esses pacientes tém maior risco de desenvolver a
HH. Niveis detectados acima do limite padrdo sédo considerados altos e podem levar
ao acumulo de ferro nos tecidos, e valores acima de 1000ng/mL podem causar
fibrose e cirrose hepatica®.

Ao analisar a faixa etaria dos pacientes, observou-se uma maior frequéncia
de pacientes com hiperferritinemia, associada a HH, naqueles com idade na faixa
etaria de 40 a 42 anos, seguida da faixa etaria de 50 a 59 anos. Em 1994, foi
relatado que a sobrecarga de ferro ocorre de forma lenta e silenciosamente, o que
torna, muitas vezes, essa doenca assintomatica nos individuos mais jovens®®. Em
torno da 42 década de vida, esses individuos ja apresentam acumulo de ferro na
concentragao de 10g a 20g em diversos 6rgéaos, tais como: o figado, o coragéo e o

tecido enddcrino dentre outros. Desta forma, nos homens, os sintomas da HH se
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manifestam, em geral, a partir da quarta ou quinta década de vida. Por essa razao, é
que o ferro tem sido atribuido por alguns autores com o “assassino silencioso”.

Em relacao ao sexo, foi demonstrado maior frequéncia no sexo masculino do
que no feminino, pois nas mulheres, perdas peridédicas de ferro, por causa da
menstruagao e gestagoes, retardam o acumulo desse metal por, aproximadamente,
uma década. Por esse motivo, nas mulheres, os sintomas, geralmente, comegam
apos a menopausa. Tal fato tem sido o motivo da explicacdo de que os sintomas da
HH serem observados com maior frequéncia duas a dez vezes mais em homens
adultos do que em mulheres®.

Cabe ressaltar, que a literatura sugere, no diagnostico laboratorial da HH,
além dos testes genéticos e os parametros bioquimicos, investigados no presente
estudo, a pesquisa da saturagdo da transferrina como um exame complementar a
dosagem da ferritina sérica, o que tornaria a avaliagdo do acumulo de ferro no
organismo mais sensivel. No entanto, a determinacdo da concentragéo da ferritina
no soro, por si s, reflete a sobrecarga de ferro de forma satisfatéria, que, quando se
apresenta em concentragado elevada, é considerada patologica®.

Ademais, a ferritina sérica tem um valor previsivel, com relagéo a existéncia
possivel de danos no figado®. Por isso, neste estudo, foi utilizada a dosagem de
ferritina como parametro para avaliar a sobrecarga de ferro. No entanto, para afastar
a possibilidade de que os valores elevados de ferritina sérica fossem em decorréncia
de processos inflamatérios, dentre os quais, infecgbes ou doengas reumaticas,
foram realizadas mais 2 vezes as dosagens de ferritina com o intervalo de 2 meses,
para, s6 entao, realizarmos os estudos moleculares.

As manifestagdes clinicas da HH séo variadas e resultam da deposigédo de
ferro em multiplos 6rgaos e dependem do grau de sobrecarga de ferro nos tecidos
ao longo dos anos. Nos primeiros anos de vida, ndo ha qualquer sintoma ou sinal.
Porém, apods algumas décadas, quando a deposigcdo de ferro torna-se elevada,
comegam a surgir os primeiros sintomas, que sdo, em sua maioria, muito
inespecificos, nao apontando para nenhum o6rgdo ou sistema: fadiga, artralgias,
impoténcia sexual nos homens, dor abdominal, amenorréia e perda de peso. Com o
aumento da sobrecarga de ferro, surgem, entdo, comprometimentos maiores dos
orgaos envolvidos, com o risco de desenvolver cirrose, diabetes, cardiomiopatias,

artrites, hipogonadismo e hiperpigmentacgéo da pele, dentre outros®.
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Ao ingressar no programa de Pdés-graduagcdo em Ciéncias da Saude da
UFRN, aumentaram meus conhecimentos, principalmente pela interdisciplinariedade
com estatistica, metodologia da pesquisa cientifica, metodologia do ensino superior,
ciclos de debates especiais em saude, redagdo de trabalho cientifico e bioética,
podendo permitir um aprimoramento de ser pesquisador, mas, acima de tudo,
respeitando os valores humanos, éticos e morais, o que foi muito importante para o
meu crescimento pessoal, intelectual e cientifico.

O conhecimento adquirido, neste doutorado, contribuiu e estimulou a
desenvolver novas técnicas laboratoriais, estudando novas mutag¢des envolvidas na
hemocromatose hereditaria, para um maior entendimento da nossa populagao, ja
que temos culturas e costumes diferentes dos paises europeus, onde se originou
essa doencga.

Recebi um grande apoio do meu orientador e do Laboratério DNA CENTER,
que foi o primeiro laboratério de Natal a trabalhar com biologia molecular para as
doengas genéticas. Sua equipe qualificada ajudou-me e incentivou-me a realizar
essa pesquisa. Esse laboratério tem convénio com a UFRN, com aulas praticas para
o conhecimento do aluno na area da biologia molecular. Sem a sua participacao,
nao teria sido possivel concluir este doutorado.

Os resultados, obtidos neste estudo, revelaram que a distribuicdo dos
genotipos das mutagdes C282Y, S65C e H63D, no gene da HH, foi similar a outros
grupos populacionais, apesar de nao haver diferencas estatisticamente significativas
dos diferentes gendtipos das mutagcdes C282Y, S65C e H63D no gene da
Hemocromatose, quando comparados o grupo de estudo em relagdo ao grupo
controle. Contudo, podemos observar que, em todos os pacientes com
hiperferritinemia e a presenga das mutagdes C282Y homozigoto mutado e o duplo
heterozigoto, foram evidenciadas manifestacées clinicas da Hemocromatose
Hereditaria. Diferentemente de alguns estudos, os pacientes, com gendtipo alterado
para a mutagao H63D, apresentaram valores elevados de ferritina sérica e
manifestagdes clinicas da Hemocromatose Hereditaria.

Através deste estudo, acreditamos haver contribuido, para que futuros
trabalhos nesta area disponham de parametros sobre os efeitos desses genétipos da
hemocromatose hereditaria em relagao aos nossos habitos de vida, aos critérios dos
exames de rotina para incluir a dosagem de ferritina como ferramenta basica, no

acompanhamento e monitoramento de uma possivel doenga de sobrecarga de ferro.
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Por conseguinte, possamos diagnosticar cada vez mais cedo e prevenir possiveis
danos irreversiveis e assim melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Concluindo, esta pesquisa me proporcionou um grande enriquecimento
intelectual, e abriu novos horizontes para continuar a pesquisar a hemocromatose

hereditaria que vem rompendo varios paradigmas ao longo desses anos.
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8 APENDICE

8.1 ANALISE DAS MUTAGOES C282Y E H63D DO GENE DA HH

A figura 8 representa um gel apos eletroforese, mostrando eficiéncia na
extragdo do DNA, bem como a integridade do mesmo. Visualizamos, ainda, produtos
de PCR apo6s amplificagdo do DNA gendémico para as regiées C282Y e H63D. De
acordo com o protocolo descrito na metodologia para C282Y, foi obtido um
fragmento de 400pb e para a mutagdo H63D um fragmento de 187pb, em gel de

agarose, quando submetida a luz ultravioleta.

01 02 03 04 05 06 O7F

DNA Genbémio —»

Produto de PCR C282Y
Produto de PCR

Figura 8 Gel de agarose 2,5% corado com brometo de etideo. Colunas 1 e 2 - DNA
Genbmico; Colunas 3 e 4 — Produto de PCR para a Mutacdo C282Y; Coluna 5-
Padrao peso molecular de 100pb; Colunas 6 e 7 Produto de PCR para a mutagéo
H63D.

A figura 9 representa a andlise do produto de amplificagdo da regido da
mutagdo C282Y e HB3D do gene HFE e dos produtos de digestdo com a enzima
Snabl e Bcll, respectivamente. Na presenga da mutagdo C282Y, no gene HFE,
foram produzidos fragmentos de 400pb, para individuos com genétipo homozigoto
normal. Nos individuos com genétipo heterozigoto, sédo observados fragmentos de
110pb, 290pb e 400pb, e nos homozigotos mutados, fragmentos de 209pb e 110pb.

Na presenga da mutagdo H63D do gene HFE, foram produzidos fragmentos
de 187pb nos individuos com gendtipo homozigoto normal, 187pb e 208pb, nos

individuos com genétipo heterozigoto e, 208pb nos individuos com genétipo mutado.
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01 02 03 04 05 06 OV 08

400pb—

290pb—> «—209pb

«—110pb
110pb—>

Figura 9 Gel de agarose 2,5% corado com brometo de etideo com produtos de
amplificacdo e de restricdo enzimatica com Snab | para a mutacdo C282Y e Bcl | da
mutacao H63D. Colunas 1, 2 e 3 evidenciamos o perfil de individuos heterozigoto,
homozogoto mutado e homozigoto normal, respectivamente, para a mutagédo C282Y.
Coluna 4 — marcador de tamanho molecular de 100pb; Coluna 5, 6, 7 e 8 individuos

heterozigoto, homozigoto mutado e homozigoto normal para a mutagdo H63D,
respectivamente.



89

9 ANEXOS

ANEXO 1
“TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO”

Titulo do Projeto: “Analises das Mutagoes C282Y e H63D no gene da proteina
HFE de pacientes com ferritina elevada”

O (a) Sr. (a). esta sendo convidado(a) a participar, voluntariamente, de uma
pesquisa que visa estudar uma doenga, denominada Hemocromatose Hereditaria e
que causa acumulo de ferro no organismo. Esta doenca ocorre pela transmisséo de
um gene mutado (pequena porgao do DNA defeituoso) dos pais para os seus filhos
e que pode causar o acumulo elevado e progressivo de ferro no organismo,
causando, com o passar do tempo, uma série de doengas graves, tais como: a
diabetes, problemas no coragdo ou doengas no figado (cirrose). Sua participagao
neste estudo, & totalmente voluntaria, podendo recusar-se a fazer parte do mesmo
ou interromper se julgar conveniente, sem prejuizo para o andamento do trabalho de

pesquisa.

Procedimentos: Neste estudo, uma pequena porg¢édo de seu sangue devera
ser coletada e analisados no laboratério DNA-Center, Natal RN. Para este fim, sera
necessario a coleta de (10 mL de sangue) periférico por pungdo venosa (dobra do
bracgo), para que sejam feitos alguns exames, tais como: dosagem de ferro sérico,
ferritina, indice de saturacao da transferrina, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, gama glutamil transferase, fosfatase alcalina e glicose e, também,
analises moleculares para detecgdo das mutagbées genéticas dos genes C288Y e
H63D (causadores da doenca).

Justificativa para realizagcao do estudo: Devido a alta prevaléncia da
hemocromatose, sua gravidade ser prevenivel e tendo em vista que a
hemocromatose é considerada um problema de saude publica, faz-se necessarioa
realizagao deste estudo, que tem como objetivo o diagnostico precoce desta
enfermidade e, com isso, evitar manifestagdes clinicas graves e aumentar a

expectativa de vida dos pacientes com esta doenga. Esperamos, também, com este
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estudo, estimular a necessidade de investigacdo familiar dos pacientes que

apresentarem esta alteragcao genética.

Beneficios e Riscos: Esse projeto sera realizado em amostras de sangue,
em pessoas com suspeita de hemocromatose e ndo envolve nenhum risco para os
pacientes, visto que o estudo sera realizado no mesmo material que € colhido
rotineiramente para o diagnéstico e acompanhamento dessa doenga. Dentre os
beneficios, pode se destacar a possibilidade de que a deteccdo precoce de
individuos com susceptibilidade genética para a Hemocromatose possibilitara a
prevencao do surgimento das manifestagdes clinicas graves, bem como o aumento
da expectativa de vida dos individuos com susceptibilidade genética para esta
doenga. A coleta de seu sangue sera feita por um profissional habilitado, através de
uma pungao venosa na dobra do brago, ap6s assepsia local, de modo similar a um
exame de sangue convencional, ndo havendo risco para a sua integridade ou saude
por esse procedimento, podendo, no entanto, ocorrer, raramente, o surgimento de

um pequeno hematoma no local da pungéao, o qual desaparecera em poucos dias.

Confidenciabilidade do estudo: Os dados de sua participagdo, nesse
estudo, serdo mantidos confidenciais. Eles serdo guardados e somente os
pesquisadores, trabalhando com a pesquisa, terdo acesso aos dados, sendo vetado
0 acesso a esses elementos estranhos a pesquisa, bem como divulgacao dos dados
que permitam sua identificacdo. Cada pessoa, participante do projeto, tera acesso
aos resultados de seus exames, bem como o seu significado, se assim o desejar em
qualquer momento de realizagdo da pesquisa ou mesmo apds a conclusdo da
mesma. Cada participante do projeto recebera um numero secreto de identificagéo,
para ser utilizado na pesquisa, o que garantird o anonimato do participante no
projeto. Se qualquer relatério ou publicagdo resultar deste trabalho, sua identificagéo
nao sera revelada. Se houver algum dano ou se algum problema ocorrer, decorrente
desse estudo, tratamento médico sera fornecido sem 6nus para os pacientes e sera
providenciado pelo Dr. Marcos Dias Ledo, dentro da estrutura do Hospital
Universitario Onofre Lopes (fone: 99822033) a qualquer hora do dia. O pesquisador
sera responsavel pelo ressarcimento de despesas e pela indenizagédo diante de

eventuais danos decorrentes da pesquisa. Este projeto foi avaliado pelo Comité de
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Etica em Pesquisa da UFRN (CEP). Informagées adicionais podem ser obtidas pelo
telefone 3215-3135.

Armazenamento (guarda) do material biolégico: Posteriormente, apds as
analises laboratoriais, 0 material biolégico remanescente: soro, o DNA extraido e os
produto de amplificagdo (PCR) serdo armazenados em um freezer a -8C, por 5 anos,
para uma eventual reavaliagéo dos resultados, ficando sob a guarda do Laboratério-
DNA-Center, ndao podendo, em hipotese alguma, ser removido do local de
acondicionamento nem cedido a terceiros. Se porventura este material for
empregado em outra pesquisa, 0 Senhor sera novamente contactado, para que seja

concedida uma nova autorizagao do uso de seu material biolégico.

Perguntas: Se houver alguma duvida, entre em contato com a
Farmacéutica-Bioquimica Gioconda Dias Rodrigues Ledo no Laboratério DNA
CENTER ou no LIAC (Laboratério Integrado de Analises Clinicas do Departamento

de Analises Clinicas e Toxicolégicas da UFRN).

Comité de Etica: Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFRN (CEP). Informagdes adicionais podem ser obtidas pelo telefone
3215-3135.
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ANEXO 2
CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO

Analises da Mutagoes C282Y e H63D no gene da proteina HFE de pacientes
com ferritina elevada

Estou de acordo com a participagdo no estudo, descrito acima. Fui
devidamente esclarecido (a) quanto aos objetivos da pesquisa, aos procedimentos,
aos quais serei submetido(a) e dos possiveis riscos que possam ocorrer.

Foram garantidos esclarecimentos sob o sigilo dos dados obtidos,
preservando o anominato de minha pessoa, e que eu, também, possa solicitar
durante o curso da pesquisa, acesso aos dados dos exames obtidos e o direito de
desistir da participagdo da mesma a qualquer momento, sem que minha desisténcia

implique em qualquer prejuizo a minha pessoa ou a minha familia.

Sujeito da pesquisa

Local e data: , / /

Compromisso do investigador:

Eu discuti as questées acima com o(a) Sujeito da Pesquisa participante do
presente estudo ou com seus responsaveis legais. E minha conviccdo que o
paciente entende os riscos, beneficios e obrigagdes relacionados com este projeto.

Pesquisador responsavel

Local e data: , / /




ANEXO 3
QUESTIONARIO - HEMOCROMATOSE

» Dados do paciente

Nome completo:

Data de Nascimento:

Idade do diagnéstico:

Sexo: F( ) M ()

Telefone:

Racga:

Familia — Numero:

Gesta- Parto

Ciclo Menstrual: S () N( )
10.Quantos dias:

© ® N O o k0N

11. Estimativa de quantidade:

> Historia clinica:

Diabetes- Hiperglicemia- resisténcia a insulina: S () N( )
Doenca hepatica: S( ) N ()

Doencga cardiovascular: S ( ) N ()

Impoténcia: S ( ) N ()

Libido:S ( ) N ()

- s

» Antecedentes pessoais patologicos:

1. Hipertenséo: S() N( )
2. Infarto: S( ) N( )
3. Anemia Hemolitica: S( ) N( )
4. Fumo: S() N( )
5. Alcool: S() N( )
6. Passado de hepatite: S() N( )
7. Dislipidemia: S() N( )



8. Hipertireoidismo:

9. Transfusao:

10. Tuberculose:
11.Doenca inflamatoria:

Artrite reumatoide:

Lupus Eritomatoso Sistémico:

Esclerose multipla:

Doenga Intestinal infecgéo crénica: S (

» Dieta:

1.  Vegetariano:

S()
S()
S()

S (
S (
S (

N N SN N

S()

N (
N (
N (

N (
N (
N (
N (

N (

S— N N N

)

2. Quantas vezes come carne vermelha ou visceras?

> Exames laboratoriais

94

Data da Coleta:

Sangue

Total

Soro

Hemograma

Plaguetas

VSH

Ferro sérico

Ferritina

CFF

ST

Hemoglobina glicosada

Bilirrubinas totais e

Fracbes

Reticulocitos

Glicemia

Fosfatase Alcalina

PCR

MUCO
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TGO

TGP

yGT

TOTG

Proteinas totais e fragcdes

Testosterona (H)

> Historia medicamentosa

1. Anti — hipertensivo  SIM ( ) NAO ( )
2. Uso de ferro em alguma fase da vida: SIM () NAO( )

> Genética

Agregacao familiar:



