Artigo de Revisdo/ Review Article

Alteragdes moleculares associadas a hemocromatose hereditaria
Molecular changes associated with hereditary hemochromatosis

Paulo C. J. L. Santos!
Rodolfo D. Cangado?
Cristiane T. Terada®

Elvira M. Guerra-Shinohara*

Introducéo

A hemocromatose hereditaria (HH) é a mais comum doenca autossémica em
caucasianos e caracteriza-se pelo aumento da absorcdo intestinal de ferro, o qual
resulta em acimulo progressivo de ferro no organismo. A classificacdo da HH é
realizada de acordo com a alteracao genética encontrada, sendo os casos divididos em
tipos 1, 2A, 2B, 3 e 4, quando a sobrecarga de ferro for associada aos genes HFE, HJV,
HAMP, TFR2 e SLC40A1, respectivamente. N&o existem estudos brasileiros que avali-
aram a presenca de mutacoes em genes relacionados a fisiopatologia da HH (genes
HJV, HAMP, TFR2 e SLC40AL1), além da pesquisa das trés mutacdes no gene HFE
(C282Y, H63D e S65C). Porém, esta descrito, nos estudos realizados no Brasil, que
alguns pacientes com sobrecarga de ferro primaria néo sdo portadores da HH tipo 1
(associada ao gene HFE). Portanto, é de suma importancia a identificacdo das carac-
teristicas genéticas dessa populagdo, uma vez que outras mutacGes nos genes HJV,
HAMP, TFR2 e SLC40A1 podem estar associadas a fisiopatologia da doenca, podendo
haver interaces entre os genes alterados, de forma que possa auxiliar no entendimen-
to da fisiopatologia da HH em pacientes brasileiros. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2009;31(3):192-202.

Palavras-chave: Hemocromatose hereditaria; sobrecarga de ferro; mutacées; HFE;
HAMP; TFR2.

que 67% encontram-se naformade hemoglobina.t A concen-
tracdo de ferro em um individuo saudéavel é bem controlada

O ferro € um elemento quimico indispensavel ao seres
humanos e praticamente encontrado em todos 0s seres vi-
vos. Esteion faz parte de proteinas e enzimasimportantes no
transporte de oxigénio (hemogl obinae mioglobina), nasinte-
sede DNA (ribonucleotideo redutase), na produgéo de ener-
giaoxidativa (citocromo, catalase e peroxidase), narespira-
¢do mitocondrial (succinato desidrogenase) e nainativacdo
deradicaislivres (xantinaoxidase). A concentracdo médiade
ferro no organismo de umindividuo adulto éde4 a5 g, sendo

por vérias proteinas participantes de sua homeostasia. A
deficiénciadeste elemento podelevar aanemiae o excesso a
toxicidade.

Metabolismo do ferro
A funcionalidade das proteinas envolvidas no meta-

bolismo de ferro é essencial para o equilibrio deste mineral
no organismo. As principais células relacionadas a home-
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HCP1: proteina de transporte do heme; DcytB: citocromo b duodenal; DMT1: transportador de metais divalente; HO: Heme oxigenase; TFR1:
receptor de transferrina 1; Steap3: proteina redutora de ferro; TFR2: receptor de transferrina 2; HJV: hemojuvelina; HFE: proteina HFE;

Compostos de ferro (ferritina, hemoglobina, heme e ferro néo ligado a transferrina).

Figura 1. Papel das proteinas associadas ao metabolismo do ferro nos enterécitos (1), eritroblastos (2), macréfagos (3) e hepatdcitos (4)
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ostasia sdo: enterécitos, eritroblastos, macréfagos e hepa-
tocitos (Figural).

Nos enterdcitos, o ferro do alimento pode estar nafor-
mainorganica(Fe*) ou como hemoglobinaou mioglobina. O
Fe* em complexo soltvel éreduzido aFe* por umaproteina
redutora chamada citocromo b duodenal (duodenal
cytochrome b - DcytB) e transportado para os enterécitos
duodenais através da DMTL1 (transportador de metais
divalentes). O heme é incorporado no enterdcito apés a di-
gestdo enzimatica da hemoglobina e da mioglobina,
presumivelmente através de uma proteina de transporte do
heme chamada de HCP1 (heme carrier protein). Dentro do
enterécito, 0 heme é degradado pelaheme oxigenase e o Fe**
éliberado.?®

Em condicles fisiolégicas, o ferro no enterécito pode
ser armazenado como ferritina, se a taxa de saturagdo de
transferrinaestiver normal ou aumentadano sangue periféri-
€0, ou pode ser transportado através damembranabasol ateral
acaminho dacirculac&o, se osval ores da saturacéo datrans-
ferrina estiverem baixos no sangue periférico. O transporte
do ferro através da membrana basolateral é mediado pela
ferroportina, que transporta Fe** ao plasma, sendo oxidado a
Fe** pela hefaesting, facilitando a ligacéo do ferro a trans-
ferrina. A hepcidinaregulaafuncdo daferroporting, inibindo
sua exportacéo de ferro; entéo, em caso de maiores concen-
tracBes de hepcidinano plasma, amaior parte do ferro absor-
vido sera retida como ferritina no enterécito e esfoliada na
luz intestinal com asfezes>®

Os eritroblastos recebem o ferro através do ciclo da
transferrina, que disponibiliza, seja via enterécitos ou
macrofagos, o mineral essencial paraaformagéo do eritrécito.
A transferrinaliga-se ao receptor detransferrinal (TFR1) na
superficie da célula, formando o complexo que invagina-se
para formar o endossomo, no qual ocorre a diminui¢cdo do
pH, induzindo a liberagdo do ferro da transferrina. Neste
momento o Fe** é convertido a Fe?*, possivelmente por uma
proteina redutora chamada STEAP3 (six-transmembrane
epithelial antigen of prostate 3), permitindo o transporte do
fon para fora dos endossomos através da DMT1. Subse-
guentemente, as apotransferrinas e os TFR1 retornam a su-
perficiedacélulaparaum ciclo posterior. O ferro é transpor-
tado principalmente para as mitocondrias para sintese do
grupo heme, afim deformar ahemoglobina. O ferro adicional
€armazenado como ferritinae hemossiderina.*

Nos macréfagosreticuloendoteliais érealizadaareci-
clagem do ferro. Estes fagocitam os eritrocitos com perda
de flexibilidade ou com defeitos intrinsecos e os digerem
em um compartimento fagolisossomal no qual ahemoglobina
€ degradada e o ferro € liberado do grupo heme, com a
participacdo daenzimaheme oxigenase. O ferro provenien-
tedoseritracitos é armazenado como ferritinaou exportado
pelaferroportinae oxidado aFe* pelaceruloplasmina, afim
defacilitar aligagdo ferro-transferrina. Também umaquanti-
dade consideravel de ferro é liberada do macr6fago como
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ferritinaou hemoglobina, mas este mecanismo néo é bem
elucidado.®

Ja os hepatdcitos realizam multiplos mecanismos em
relacdo ao metabolismo do ferro. Asvias nas quais ocorrem
os transportes dos compostos de ferro (hemoglobina, gru-
po heme, ferritinaeferro ndo-ligado atransferrina) nos hepa-
técitos ndo foram identificadas ainda. O ferro nos hepa-
tocitos € armazenado como ferritinae hemossiderinaou ex-
portado pela ferroportina. E conhecida a sintese da hep-
cidina nos hepatécitos, porém este mecanismo ndo esta
totalmente explicado. A hepcidina surgiu como a principal
reguladora da exportacdo de ferro celular, sendo que sua
forma circulante reduz a exportacéo deferro parao plasma
pela sua interagcdo com a ferroportina na superficie de
enterdcitos e macroéfagos. HFE, TFR2 e HIV podem modu-
lar aexpresséo de hepcidina.®

Sobrecarga de ferro

A sobrecargadeferro pode ser classificadaem primaria
ou secundéria. Na priméria estéo incluidas as alteragbes em
genes de proteinas relacionadas a homeostase do ferro no
organismo. E 0 que se observa nos pacientes com hemo-
cromatose hereditaria (HH), os quais apresentam aumento
inapropriado da absorcdo intestinal de ferro, namaioria das
vezes, associado a mutacdo no gene HFE.™ Sobrecarga de
ferro secundaria € observada em doencas congénitas ou ad-
quiridas que cursam com anemiahemoliticae/ou eritropoese
ineficaz e requerem mltiplas transfusdes de hemécias, como
ocorre em pacientes com talassemia beta maior, anemia
falciforme e sindrome miel odi spl asica; em doencas hemato-
| 6gicas (anemia siderobl astica, anemia de Fanconi) e doen-
¢as hepaticas (hepatite C, esteatose hepética ndo-alcodlica,
uso abusivo de bebibas alcodlicas).®

Nesta revisdo sdo abordadas apenas as alteraces ge-
néticas relacionadas a sobrecarga de ferro, ou seja, a hemo-
cromatose hereditéria.

Hemocromatose hereditaria

A HH é caracterizada pelo aumento na absor¢ao de
ferro e é frequente em caucasianos. O primeiro caso de HH
foi relatado em 1865 por Trousseau, quando descreveu um
paciente com cirrose hepatica, diabetes mellitus e hiper-
pigmentac&o da pele. Todavia, o reconhecimento da doenca
como sendo consequéncia do aumento progressivo do esto-
quedeferrofoi feito em 1889 por von Recklinghausen, sendo
o primeiro autilizar aexpressdo "hemocromatose".! Apésa
explicagao sobre a natureza hereditaria da doenga por
Sheldon, em 1935, avancos no entendimento da transmisséo
genética e das bases moleculares desta doenca ocorreram
nosanos 1970 e 1980 por Simon e colaboradores. Posterior-
mente, foi descritaaherancaautossdmicadaHH etambém a
associacao com amoléculaHLA-A do complexo principal de
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histocompatibilidade de classe | no cromossomo 6.2% Em
1996, Feder e colaboradoresidentificaram o gene HFE.*®

Ofigado éo principal sitio de armazenamento deferro.
Usualmente, 0 acimulo nos hepatdcitos resulta do excesso
de absorc¢éo deferro por viaintestinal, enquanto o acimulo
no sistemamononucl ear fagocitario decorre do aumento da
atividade macrof gica com retencéo de hemécias (autdl ogas,
nos casos de hemdlise cronica, ou heterélogas, nos casos
detransfusdo de hemécias). Naausénciade tratamento ade-
guado, o ferro em excesso deposita-se gradativamente em
varios 6rgdos ou tecidos, principamente figado, baco,
miocardio, glandulas endécrinas e medula éssea, oca-
sionando les8o celular e tecidual, fibrose e insuficiéncia
funcional .”¢

O principa mecanismo detoxicidade do ferro estarela
cionado com o ferro livre, ou sgja, ndo ligado atransferrina
(NTBI, non-transferrin-bound iron). A partir do momento no
qual a quantidade de ferro absorvido ultrapassa a capacida-
de ferroquelante do organismo, ou sgja, de armazenalo e
"neutraliz&-10", ocorre saida de ferro dos macréfagos paraa
circulagdo e, uma vez ultrapassada a capacidade de satura-
¢do datransferrinaplasmética, o ferro livre em excesso depo-
sita-se nos hepatdcitos e em outras células parenqui-
matosas.t”® A liberagdo do ion ferroso das moléculas de
ferritina no citoplasma celular leva a conversao citossolica
deste em ion férrico. O ferro livre atua como catalizador de
reacoes oxidativas e consequente sintese de radicais
superdxidoseradicaishidroxilas. A conversdo do superdxido
em H,0O, pela superoxido dismutase causa peroxidagdo de
[ipides da membrana de diversas organel as citoplasméticas,
como mitocdndrias e microssomos, com consequente dano
celular, fibrose reativa e esclerose. '™

Quanto as manifestacfes clinicas relacionadas a so-
brecarga de ferro, os sintomas iniciais sdo geralmente
inespecificos, sendo os mais comumente referidos: fadiga,
artralgialartrite, dor abdominal, diminuicdo dalibido ouim-
poténcia e perdade peso. Os sinais clinicos mais frequentes
no diagndstico sdo: hepatomegalia, esplenomegalia e
artropatia. Com o decorrer do tempo, e sem ainstituicdo de
tratamento adequado, outros sintomas e sinais somam-se
aqueles, tais como: fibrose portal, ja observada ap6s dois
anos de transfusdo; cirrose hepética e insuficiéncia hepéati-
ca; adelgacamento e hiperpigmentacéo da pele (decorrente
do aumento damelaninanas camadas basais, aliado aatrofia
da pele). Das manifestacGes enddcrinas, destacam-se hipo-
gonadismo hipogonadotréfico, diabetes mellitus (secundé-
rio ao acimul o excessivo deferro nas cél ulas betapancredticas
e ao desenvolvimento de resisténcia a insulina) e hipo-
tireoidismo. As principais ateragtes relacionadas ao hipo-
gonadismo hipogonadotrafico incluem: diminuicéo dalibido,
impoténcia, amenorréia, atrofia testicular, ginecomastia e
guedade pelos corporais. Essas ateragdes resultam primari-
amente da diminuicdo da sintese de gonadotropinas pelo
acimulo excessivo de ferro na hipdfise e no hipotalamo. O
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comprometimento cardiaco € uma das principais complica-
¢Besdasobrecargadeferro, considerado como principal res-
ponsavel pelo 6bito nos pacientes portadores de talassemia
betamaior (2/3 dos casos) etambém deimportanciaexpressi-
vanamorbimortalidade de pacientes com anemiafaciformee
mielodisplasia.l’1820

O diagnéstico de HH baseia-se na detecgéo de sobre-
carga de ferro associada a mutacéo do gene HFE ou de ou-
tros genes relacionados a homeostase do ferro.

Atéadécadade 1990, o diagndstico de HH baseava-se
fundamental mente na confirmac&o histol 6gica de sobrecar-
ga de ferro. Deste modo, preconizava-se a realizacéo de
bidpsia hepédtica como parte integrante da investigagdo do
paciente com suspeita de hemocromatose ou de flebotomia
quantitativa, nos casos em que abidpsia hepéticaeracontra-
indicada.

A biopsiahepéticaé consideradacomo o mel hor méto-
do para o diagndstico de sobrecarga de ferro, pois possibili-
ta, além da demonstragdo histoquimicado aumento de ferro
no tecido hepatico e/ou dosagem da concentracdo de ferro
no tecido hepético, a avaliagdo do grau de lesdo hepética,
quando presente. E importante salientar que a bidpsia hepa-
ticaé o Unico método confiavel paraestabelecer ou excluir a
presencade cirrose hepética que esta diretamente rel aciona-
daao prognostico e ao risco de desenvol vimento de carcino-
ma hepatocelular. Com a bidpsia, € possivel proceder a de-
monstracao histoquimica da presenca de ferro no tecido he-
patico mediante col oragdes especificas paraaquele metal (co-
loragdo de Perls). Nos pacientes com HH, o comum é obser-
var osgrauslll eV, mas graduacBes menosintensas podem
ser encontradas nos estagios iniciais da doenga.?t?*

O indice hepético deferro (IHF) é o resultado dadivi-
sdo do valor do ferro hepético, expresso em pmol/g, pela
idade do paciente em anos. Valores superiores a 1,9 sdo en-
contrados em 85% a 90% dos pacientes com HH. A cons-
tatac8o de sobrecargatecidual deferro pelabiopsiahepatica
associada a presenca de mutag@o no gene HFE, particular-
mente C282Y/C282Y, confirmao diagnéstico de HH.%2* Tem
sido definida como sobrecarga de ferro a presenca de pelo
menos duas constatactes de saturacdo datransferrinaiguais
ou superiores a 50% em mulheres e 60% em homens; e/ou
concentracoes séricas de ferritina>200 pug/L em mulherese
>300 pg/L em homens. =%

No quadro 1 estdo apresentados os critérios para diag-
nostico da sobrecarga de ferro.®

A pesquisa das mutacfes do gene HFE, sobretudo das
mutactes C282Y, H63D e S65C, é indicada paraindividuos
com valores persistentemente elevados da saturagdo da
transferrina e/ou daferriting, para individuos com aumento
do ferro tecidual e para parentes de primeiro grau de indivi-
duos com diagndstico de HH.1819

A presenca de mutacéo no gene HFE indica a exis-
ténciade alteracdo genéticarelacionadaaHH e maior pre-
disposi¢cdo ao desenvolvimento do fendtipo da doenga,
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Quadro 1. Critérios adotados para confirmar a condigéo de sobrecarga de ferro

Critérios para o diagnostico de sobrecarga de ferro (a+b.1 efou b.2 ou a+c)
a) Saturagéo da transferrina > 50% ou 60% (sexos feminino e masculino, respectivamente) e/ou ferritina > 200 ug/L ou 300 ug/L
(sexo feminino e masculino, respectivamente) em pelo menos duas ocasites diferentes e na auséncia de outras causas ou
fatores secundarios relacionados com sobrecarga de ferro

b) Aumento do ferro hepatico segundo itens b-1 e b-2 descritos abaixo:
b.1) aumento do ferro hepatico por coloragao (graus 1l ou IV);
b.2) aumento da concentragao do ferro hepatico (> 80 mmol/g ou 4500 ug de ferro/g de tecido hepatico seco) e indice de ferro
hepatico > 1,9

c) aumento do ferro mobilizavel (remogéao de pelo menos 4g de ferro por flebotomia sem que haja o desenvolvimento eritropoese
deficiente de ferro)

mas n&o € suficiente para o diagndstico de HH, poisapene- Tabela 1. Alteragdes genéticas relacionadas a fisiopatologia da
trénciado alelo mutante e a expressao fenotipicadadoenca hemocromatose hereditaria (HH)
sdo relativamente baixas, tornando bastante dificil prever Tipos de Alteragdes _—
. ~ P 25.99 Referéncias

quem desenvolvera ou ndo o quadro clinico da doenga.? HH moleculares

A maioria dos doentes com diagnoéstico de HH é 1 HFE Feder et al., 1996 15
homozigoto paraa muta;éo C282Y no gene HFE. Osdoentes 2A HJV Papanikolaou et al., 2004 36
com osdemaisgendtipos (C282Y /H63D, H63~D/H63D_, H63D/ oB HAMP Park et al., 2001 %7
WT, C282Y /WT, S65C/S65C, S65C/WT) sdo considerados Kawabata of al.. 1999
portadores de HH desde que sgja constatada a presenca de 3 TFR2 awapaia et af.,
sobrecarga de ferro.16182523 4 SLC40A1 Donovan et al., 2000 *°

Em relac8o ao tratamento daHH, aflebotomiaterapéu- HFE: codifica a proteina HFE; HJV: codifica a proteina hemo-
tica € mais segura, eficaz e mais econdmica.® Consiste da juvelina; HAMP: codifica o polipeptideo hepcidina; TFR2: codifica

remogéoinicial desangue (350 - 450 mL), umaou duasvezes a proteina TFR2; e SLC40A1: codifica a proteina ferroportina

por semana, dependendo do paciente. O objetivo é obter um

estado de deplecdo deferro, ou sgja, paraatingir concentra- porém seu mecanismo nao esta totalmente elucidado.® Uma
¢Oes séricasdeferritina<50 pg/L e saturagdo da transferrina hip6tese de que a HFE poderia regular o metabolismo do
<50%. Quando estas concentraces forem al cangadas, o pa- ferro surgiu com a descoberta de sua associag&o ao receptor
ciente pode fazer a retirada sanguinea a cada dois ou trés detransferrinal (TFRL). Este sensor de ferro no organismo
meses. E importante destacar que 0s pacientes que comegam funcionariadaseguintemaneira: aproteinaHFE, associadaa
aflebotomiaantesdoinicio dafaseirreversivel dedanosnos [2-microglobuling, seligacom receptor detransferrinal, re-
Orgaos apresentam expectativade vidanormal .*: No entanto, duzindo a afinidade deste com a transferrina, controlando,
o carcinoma hepatocelular € a causa de morte mais comum assim, a entrada de ferro no organismo.*“2 Esta hip6tese
nos doentes em estado cirrético.* Quando a flebotomia ndo sugere que ainteracdo andmalaentre TFR1 e HFE namem-
éviavel (por exemplo, devido apresencade anemiaou outras brana basolateral dos enterécitos acarretaria aumento de
doencas, tais como disfungdes cardiacas, hepaticas avan- absorcdo intestinal e, consequentemente, sobrecarga de fer-
cadas ou cirrose), agentes quelantes de ferro podem ser ro.’ A outra hip6tese sugere que a proteina HFE esteja en-
utilizados®3 volvida naregulagéo da expressdo da hepcidina.®4
A classificagdo da HH é realizada de acordo com a O gene HFE é constituido de 7 éxons e estélocalizado
alteracdo genética encontrada, sendo os casos de HH no cromossomo 6p21.3.% O produto deste gene € a proteina
divididosemtipos1, 2A, 2B, 3e4 (Tabelal).® No entanto, com 348 amino&cidos. Varias mutagdes foram descritas no
esta classificagdo ndo inclui alteracBes em outros genes gene HFE (V53M, V59M, H63H, Q127H, Q283P, P168X,
alémdosHFE, HV, HAMP, TFR2 e SLC40A 1. E168Q, E168X e W169X), porém as trés mutacbes mais
pesquisadas sdo: C282Y, H63D e S65C.*°
Hemocromatose hereditaria do tipo 1 (alteragdes A mutac8o HFE C282Y acarreta atroca datirosina
no gene HFE) por cisteina na posicdo 282 da proteina HFE. Em 1996,
Feder e colaboradores mostraram que 83% dos pacientes
A HH tipo 1, umadoencaautossdmicarecessiva, é cau- com HH apresentavam geno6tipo homozigoto mutado
sada por mutagBes no gene HFE e caracterizada por aumento 282Y'Y. Por outro lado, esta mutacédo € rara na popul agéo
naabsorcao deferro, acarretando sobrecarga. A proteinaHFE africana e asiética.*
€ expressa nos enterdcitos e hepatécitos e sua fungdo fisio- No Brasil, Agostinho e colaboradores avaliaram as
I6gica esta associada ao controle de ferro no organismo, frequéncias das mutagdes C282Y no gene HFE em 227 indivi-
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duos: 71 caucasianos, 91 mesticos, 85 descendentes de afri-
canose 75 indios parakanas. A frequénciaal élicadamutacéo
C282Y foi de 1,4% na populagéo caucasiana, de 1,1% nos
descendentes africanos, de 1,1% nos mesticos e de 0% nos
indios parakanas, confirmando que afrequénciadoalelo Y é
baixaem negros e indios.*” Outros doi s estudos confirmaram
abaixafreguénciado alelo 282Y em doadores de sangue na
cidade de S&o Paulo quando comparada a frequéncia deste
alelo na populagéo caucasiana do norte da Europa, mostran-
dofrequénciasdo alelo 282Y de 1,4% e 2,1%.%4°

O genctipo 282YY é encontrado em mais de 90% dos
doentes com HH no norte europeu e em mais de 80% dos
norte-americanos.® A ocorréncia destamutagéo, em pacien-
tesportadoresde HH, diminui do norte parao sul daEuropa,
apresentando as seguintesfrequéncias: 96% naGré-Bretanha,
64% naltdliae 39% naGrécia.5*>

A mutacdo H63D consiste na troca de histidina por
acido aspartico na posicao 63 daproteinaHFE.®®> O aleloD
tem distribuic&o mundial, com frequéncia de 20% na Euro-
pa.>* Nos dois estudos realizados com doadores de sangue
brasileiros foram encontradas frequéncias do alelo 63D de
10,8% e 13,6%.%4° A presenca do alelo 63D quando da au-
sénciade mutagdo HFE C282Y foi associadaao menor risco
de HH. Porém, quando a mutagdo HFE H63D é herdadaem
heterozigose com amutagdo C282Y (heterozigose compos-
ta), o individuo apresentarisco elevado de desenvolver HH,
sendo muitas vezes comparado ao risco de um individuo
portador de282Y'Y 525

Outramutacdo no gene HFE éaS65C, que consiste na
trocade serinapor cisteinanaposicéo 65 daproteina HFE.*®
A mutacdo S65C foi encontradaem pacientes com sobrecar-
gadeferro, porém, ndo houve diferencasignificativaentreas
frequéncias desta mutagéo em pacientes e na populagdo em
gera.%” Os doadores de sangue brasileiros estudados apre-
sentaram frequéncias do alelo 65C de 0,6% e 1,0%. %84

O mecanismo pelo qual a mutagdo HFE C282Y esta
associada a sobrecarga de ferro poderia ser explicado atra-
vés de duas hipoteses. Uma delas considera que a proteina
HFE formaum complexo com o TFR1 ediminui aafinidade
do receptor pelatransferrina.*+% Desse modo, quando haa
mutacdo C282Y, ocorre a troca de Uinico aminoécido que
interfere na ligagdo da ponte dissulfeto entre a proteina
HFE ea B2-microglobulina. Como consequénciadessaal-
teracdo, atransferrina permanece livre paraligar-se ao seu
receptor, acarretando sobrecarga de ferro.%® Esta hipétese
tem sido questionada em estudos mais recentes, pois suge-
re que aassociacdo de HFE com TFR1 ndo é essencial para
a sua funcédo.®

Outra hip6tese sugere que amutacao HFE C282Y iso-
ladamente ou em heterozigose com a mutacéo HFE H63D
estaria associada com a diminuicéo da expressdo hepética
do gene da hepcidina e aumento daferroportinaem pacien-
tescom HH, porém nao foi possivel demonstrar, no estudo,
0 mesmo efeito em camundongos nocaute parao gene HFE.#
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Outros estudos mostraram que os pacientes com HH e por-
tadores de gen6tipo HFE 282Y'Y apresentam menores con-
centragdes urinarias de hepcidina quando comparadas com
as concentracoes urindrias deste polipeptideo em individu-
os italianos saudaveis.®* Conseguentemente, com menores
concentracOes e expressdes de hepcidina, a absorcéo de
ferro viaferroportina apresenta-se aumentada, acarretando
sobrecarga de ferro.?

Hemocromatose hereditaria do tipo 2A
(alteracdes no gene hemojuvelina)

A proteinahemojuvelina (HJV) é expressano figa-
do, coragao e muscul os esquel éticos e sua fungéo ainda
€ desconhecida.**%? O gene HFE2 (usualmente chamado
de HJV), constituido de 4 éxons, codifica uma proteina
de 426 aminoécidos e foi identificado no cromossomo
1g21.%

Um estudo mostrou que pacientes portadores de mu-
tagdes no gene da HJV apresentaram menores concen-
tractes de hepcidina, podendo ser este 0 mecanismo da
sobrecarga.®® A presenca de sobrecarga de ferro e de muta-
¢do no gene daHJV caracteriza o subtipo 2A daHH, que é
uma doenca autossdmica recessiva, com frequéncia rara
dentre os demaistipos de HH e caracterizada pelagravida-
de da sobrecarga de ferro em individuos com menos de 30
anos.®® Varias mutagtes foram descritas no gene HJV, tais
como: G320V, R326X, 222N, 1281T, C80R, L101Peade ecéo
de 4pb do nucleotideo 980.%6:6+57

Hemocromatose hereditaria do tipo 2B
(alteracdes no gene HAMP)

A hepcidinaéaprincipal reguladoradahomeostase do
ferro, tendo sido demonstrado que este polipeptideo regula
aferroportina (FPN), inibindo aexportagéo deferro proveni-
ente dos enterdcitos e dos macréfagos.® Em estudos com
cultura de células foi demonstrado que ahepcidinaseligaa
FPN e, em seguida, acarretadegradacéo daproteinaexporta-
doradeferro.?

O conhecimento nos processos celulares que regulam
aproducao de hepcidina e a secrecéo nos hepatécitos ainda
€ limitado.%®™ Alguns estudos sugerem que a proteina HFE
interagecom TFR1 e TFR2, controlando asintesedahepcidina,
e que estainteracéo estariaassociadaas ateragdes nacinética
do ferro nos hepatécitos.™ Baixas concentragdes urinarias
de hepcidinaforam encontradas em pacientes portadores de
HH, associadas a mutagfes nos genes HFE, TFR2 e
HJV.#38L7273 Também na presenca de anemia e de hipdxiasdo
encontradas concentractes diminuidas de hepcidina.®® Ou-
tro estudo correlacionou 0 aumento da sintese de hepcidina
com as citocinas liberadas em processosinfecciosos einfla-
matorios.™

Estudos realizados com camundongos submetidos a
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dieta pobre em ferro mostraram que animais apresen-
taram menores concentragdes de hepcidina, enquanto ani-
mais submetidos adietaricaem ferro apresentaram maiores
concentracOes desse polipeptideo. Outro estudo descreveu
gue camundongos nocautes para o gene HFE apresentaram
baixas concentracdes de hepcidinaquando comparados com
animaiscontroles.”

O gene HAMP é constituido de 3 éxons, codificaum
polipeptideo de 84 aminoacidos e estél ocalizado no cromos-
somo 19g13. O gene é expresso no coragdo, cérebro e, emata
concentracdo, no figado.*

A HH subtipo 2B, doenca autossdmica recessiva e
muito rara, caracteriza-se pelaparticular sobrecargadeferro
grave, mais que no subtipo 2A, e é causada por mutacoes no
gene HAMP, que codifica hepcidina. O portador de HH
subtipo 2B geramente apresenta, precocemente, sintomas
cardiacos que podem dominar o curso da doenca nao trata-
da. Assim, para os casos mais avancados, a Unica opgao
terapéutica € o transplante de coracéo.”™

A causa da sobrecarga de ferro nos individuos porta-
doresdosdois subtiposde HH tipo 2 pode ser explicadapela
diminuicao das concentragOes urinarias de hepcidinaem re-
lacdo aos individuos controles.® 777

Apenas estados homozigéticos estdo associados a
sobrecarga de ferro, enquanto individuos heterozigoticos
para mutagdes na hepcidina ou hemojuvelina sdo assinto-
maticos e podem apresentar concentragcdes normais dos
parametros deferro.”>”

A delecdo da guanina na posicéo 93 do gene HAMP
(93delG) foi encontrada em duas irmas afetadas com o tipo
2B daHH, apresentando gendtipos homozigotos. Em homo-
zigose, esta delegéo resulta na formagdo do peptideo pro-
hepcidina, que tem fungéo anormal .”® Também foram descri-
tas em pacientes portadores do subtipo 2B as mutagtes
HAMP R56X e HAMP G71D.7™#&

Hemocromatose hereditaria do tipo 3 (alteragdes
no gene do receptor de transferrina 2)

A proteina TFR2 tem elevadahomologiacom aTFR1,
sendo expressa predominantemente no figado. Comparada
com aTFRL, aproteina TFR2 liga-se com transferrinacom
menor afinidade, aproximadamente 30 vezes.t1#2 Evidéncias
indicam que sua funcéo fisiolégica esta relacionada com a
absorcéo de ferro pel os hepatécitos através de um mecanis-
mo de endocitose e que funcionacomo um sensor da satura-
¢8o da transferrina no plasma, sinalizando para controlar a
sintese de hepcidina.®%

O individuo com sobrecarga de ferro causada por mu-
tagBes no gene TFR2 apresentaa HH tipo 3, mas 0 mecanis-
mo pelo qual ocorre asobrecargadeferro ndo foi totalmente
elucidado.®* No entanto, foi sugerido que a proteina TFR2,
expressa sel etivamente no figado, estariarelacionadacom a
absorcéo de ferro nos hepatdcitos através de um mecanismo
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de endocitose mediado por receptor, podendo, assim, regu-
lar a sintese de hepcidina. ™ Estudos mostraram que paci-
entes com HH associadaao gene TFR2 apresentam menores
concentracOes urinarias de hepcidinaem relagéo aos indivi-
duos controles.®”8

O gene TFR2 é constituido de 18 éxons, codificauma
proteinade 355 aminoacidos e estal ocalizado no cromossomo
70228 Varias mutagdesforam descritasno gene TFR2, tais
como: Y 250X, E60X, M 172K, R455Q e Q690P-%2

A mutacgo Y 250X foi identificadaem duasfamiliasda
Sicilia e consiste em uma mutagdo do tipo nonsense, que
acarreta a sintese de uma proteina de menor tamanho, com-
prometendo a funcdo desta.®® Outra mutagdo, Q690P, que é
do tipo missense, foi descrita em homozigose em paciente
masculino de origem portuguesa que apresentava quadro
severo de sobrecargadeferro (ferritina 34.000 pg/L ), sendo
gue esta mutagdo foi detectada também em homozigose em
duasirmas desse paciente. Nestafamilia, tanto o homem (35
anos) como umadasirmas (25 anos) apresentavam genotipos
homozigotos para TFR2 Q690P e heterozigotos para HFE
H63D. No entanto, a outra irm&, de 30 anos, apresentava
gen6tipo homozigoto mutado para TFR2 Q690P e ndo apre-
sentava o alelo mutado para a H63D. Todos os trés irméos
apresentavam val ores el evados da saturagéo de transferrina,
porém apenas 0 homem apresentava concentragdo séricade
ferritina superior a1.000 ug/L %2 A heranca em heterozigose
paraasmutacfes'Y 250X e Q690P no gene TFR2 ndofoi asso-
ciadacom o aparecimento de sintomas clinicos e a sobrecar-
gadeferro.®

Hemocromatose hereditaria do tipo 4 (alteragdes
no gene da ferroportina)

A ferroportina (FPN) é expressa naporcao basol ateral
dos enterécitos, em macréfagos e em células de Kupffer. Esta
localizagdo é consistente com sua funcéo fisiol égica de ex-
portar o ferro das células.®

A HH tipo 4 é uma doenga autossdmica dominante,
sendo causada por mutagdes no gene SLC40A L, ou sgja, €
caracterizada por alteragdes funcionais na ferroportina que
acarretam sobrecargadeferro.

O gene SLC40A1 é constituido de 8 éxons, codifica
uma proteina de 571 aminoéacidos e esta localizado no
cromossomo 2¢32.% Vérias mutagdes foram descritas nesse
gene, taiscomo: N144H,A77D, V162X, D157G Q182H, G323V,
D181V, G0V eG267D. %

Os efeitos destas mutagdes foram associados a perda
de fungéo da proteina com a diminuicdo da exportagéo de
ferro, principalmente macréfagos do sistema reticul oendo-
telial. A consequéncia é o acimulo do mineral nos tecidos,
além dadiminuicéo dadisponibilidade deferro circulante para
atransferrina, o que acarretaria, num primeiro momento, uma
forma leve de anemia. No entanto, posteriormente, podem
ocorrer sobrecarga de ferro nos tecidos, devido a liberacéo
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deferro apartir de macréfagos, e aumento compensatorio na
absorcéo de ferro, devido aanemia. Este estagio mais avan-
cado daHH tipo 4 geramente ocorre entre aterceirae aquar-
ta décadas de vida.®®

Estudos realizados no Brasil

Alguns estudos avaliaram as frequéncias das muta-
¢cOes em pacientes portadores de hepatite C cronica,*® de
cardiomiopatias,® de tal assemias, ' com hemogl obina St*
e em portadores de malaria.® Outros estudos foram realiza-
dos em pacientes portadores de sobrecarga de ferro. 27489104

Martinelli e colaboradoresavaliaram aprevalénciadas
mutacdes C282Y eH63D no gene HFE em 135 homens porta-
doresde hepatite C cronica. Destes pacientes, 6 (4,4%) apre-
sentaram amutag@o C282Y e 32 (23,7%) apresentaram HE3D.
No entanto, estas frequéncias foram semelhantes as obser-
vadas em controles saudéveis.®

Maior prevaléncia de heterozigose para a mutacéo
C282Y em pacientes com cardiomiopatiaisguémicaemrela-
¢80 aos pacientes com cardiomiopatia de etiologias ndo-
isquémicasfoi observadaem S&o Paulo.1®

O efeito das mutagdes no gene HFE em pacientes por-
tadores de alteracBes qualitativa (HbS) e quantitativa
(talassemias) das globinas, bem como em pacientes porta-
dores de maléria, foi estudado em individuos brasileiros.*®
Elevada frequénciadamutacéo C282Y no gene HFE foi ob-
servada em portadores de beta talassemia, sugerindo que
estainteracdo pode estar associada com o pior quadro clini-
co nestes pacientes.’® A frequénciado alelo Y da mutagéo
C282Y foi altaem portadoresde HbS (8,3%) quando compa-
rada as frequéncias descritas em doadores de sangue no
Brasil.»?

OdeloY damutagdo C282Y no gene HFE apresenta
distribuicdo heterogéneano Brasil. E raro naregido norte do
pais, tendo sido encontrado apenas cinco portadores de
gendtipos heterozigotos paraamutacéo C282Y no gene HFE
em 400 portadores de mal&ria e 400 doadores de sangue,'®
enquanto naregido sudeste foram descritas frequéncias deste
alelo entre 1,1% e 2,1% em doadores de sangue.**° Por sua
vez, amutacdo H63D no gene HFE érelativamente frequente,
ndo sendo observada diferenca significativa entre as
frequéncias naformaheterozigoticaem portadores de mal &
riae doadores de sangue daquelaregi&o, assim como o alelo
D néo foi associado aos sinais clinicos da doenga.1®

Bueno e col aboradores estudaram as mutagdes C282Y,
H63D e S65C no gene HFE de oito pacientes com HH, mos-
trando que trés pacientes eram homozigotos para a mutacéo
C282Y, um era heterozigoto composto (C282Y /H63D), 0 ou-
tro eraheterozigoto paraaC282Y etrésndo apresentaram as
mutacOes pesquisadas.*®

Cancado e colaboradores descreveram que 38 de 50
pacientes portadores de sobrecarga de ferro apresentaram
mutacdes no gene HFE (C282Y, H63D e S65C), com concen-
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tracOes deferritina sérica e saturagéo datransferrinasignifi-
cativamente mai ores em paci entes com gendtipo homozigoto
(282YY) paraamutacdo HFE C282Y. Também acoexisténcia
de hepatite C, 0 consumo excessivo de bebida alcodlicae a
presencade anemiahemoliticahereditariaforam associados
ao aumento dos estoques de ferro e rel acionados como fator
derisco adicional em pacientes com mutacao no gene HFE.?

Em um estudo realizado por nossa equipe nacidade de
S&o Paulo, com 542 doadores de sangue, foram encontrados
0s seguintes hapl 6ti pos paraas mutagdes C282Y /H63D/S65C,
por ordem de frequéncia: CC/HH/SS (70,1%), CC/HD/SS
(22,7%), CY/HH/SS (3,5%), CC/DD/SS (1,9%), CC/HH/SC
(1,1%) e CY/HD/SS (0,7%). A presencados alelos HFE 282Y
eHFE 63D foi associadaao maior aporte deferro nos doado-
res de sangue masculinos.”

No diagndéstico dahemocromatose hereditéria devem-
se excluir as causas secundérias; além disso, a expressao
fenotipica de sobrecarga de ferro e as repercussdes destano
organismo devem preval ecer aexpressao genotipica. % No
entanto, a pesquisa de mutacGes nos genes HIV, HAMP,
TFR2eSLC40A1, démdasmutagdes C282Y, H63D e S65C no
gene HFE, pode colaborar no entendimento dafisiopatologia
desta doenca, especia mente em estudos que avaliem o efei-
to dainteracéo entre diversas mutagdes. Como até o momen-
to ndo ha estudos no Brasil que avaliaram a presenca de
mutacBes nosgenesHJIV, HAMPB, TFR2 e SL C40A 1, conclui-
Se que estas pesquisas sejam necessarias, principa mente
em pacientes com sobrecarga de ferro priméariando associa-
daao geneHFE.

Abstract

Hereditary Hemochromatosis (HH) is the most common autosomal
disease in Caucasians. It is characterized by an increase in intesti-
nal absorption of iron, which results in a progressive accumulation
of iron in the body. The classification of HH is carried out according
to the genetic alteration found; thus cases of HH are divided into
Types 1, 2A, 2B, 3 and 4, when the iron overload is associated to the
HFE, HIV, HAMP, TFR2 and SLC40A1 genes, respectively. There is
research on the three HFE gene mutations (C282Y, H63D and S65C)
in the Brazilian population however there are no Brazilian studies
that evaluate the presence of mutations in other genes related to the
pathophysiology of HH (HJV, HAMP, TFR2 and SLC40A1 genes).
Nevertheless, studies conducted in Brazil have described that some
patients with primary iron overload are not carriers of the Type 1
HH (associated with the HFE gene). Hence, it is very important to
identify the genetic characteristics of this population, as mutations
of the HJV, HAMP, TFR2 and SLC40A1 genes may be associated
with the pathophysiology of the disease, and there may be interactions
between mutations. These findings will help in understanding the
pathophysiology of patients with HH in Brazil. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009;31(3):192-202.

Key words: Hereditary hemochromatosis; iron overload;
mutations; HFE; HAMP; TFR2.
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