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Introducéo

Hemocromatose é uma das doencas genéticas mais freqlientes no ser humano e uma
das causas mais importantes de sobrecarga de ferro. Os objetivos deste estudo foram
determinar a frequéncia das muta¢des C282Y, H63D e S65C do gene HFE em doentes
brasileiros com sobrecarga de ferro, verificar a coexisténcia de anemia hemolitica
hereditaria, hepatite C e consumo excessivo de bebida alcodlica nestes doentes e avali-
ar a influéncia destas variaveis sobre os depdsitos de ferro do organismo. Saturagéo
da transferrina, ferritina sérica e analise das mutagdes C282Y, H63D e S65C do gene
HFE, pelo método da PCR, foram determinadas em cinqlienta doentes com sobrecarga
de ferro atendidos no Hemocentro da Santa Casa de S&o Paulo entre janeiro de 2000 e
maio de 2004. A frequiéncia de mutacéo do gene HFE nos doentes com sobrecarga de
ferro foi de 76,0% (38/50). Saturagdo da transferrina e ferritina foram significativa-
mente maiores nos doentes homozigotos para a mutacdo C282Y confirmando a corre-
lag&o entre gendtipo C282Y/C282Y e maior risco de sobrecarga de ferro. A coexisténcia
de hepatite C, consumo excessivo de bebida alcodlica ou anemia hemolitica hereditaria
estdo implicados em aumento dos estoques de ferro e constituem fator de risco adicio-
nal em pacientes com mutacéo do gene HFE para a condicéo de sobrecarga de ferro.
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A partir de 1996, aidentificaco do gene HFE e de suas
mutacOes possibilitaram o diagndstico precoce da HH, que

Os avangos técnicos e cientificos obtidos nas Ultimas
décadas, particularmente com o desenvolvimento da biolo-
giamolecular, permitiram maior conhecimento do metabolis-
mo normal do ferro, dos principaisfatoresrelacionadosasua
regulacéo bem como dos disturbios que podem resultar em
deficiéncia ou sobrecargade ferro.:

Até a década de 90, hemocromatose hereditaria (HH)
eracons deradadoencarara, acometendo predominantemente
individuos do sexo masculino, cujo diagndstico erarealiza-
do, na maioria das vezes, em doentes internados ou por au-
tépsia.®

passou a ser considerada uma das doencas genéticas mais
frequientes do ser humano, sobretudo em individuos cauca
sianos do nordeste Europeu.?+”

A constatacdo de que a prontainstitui¢go do tratamen-
to écapaz de prevenir 0 aparecimento de complicacbes orga
nicas graves e, até mesmo, reverter possiveis lesdes organi-
casfuncionaisjaestabel ecidas, proporcionando melhor qua-
lidade de vidae maior sobrevidaao doente, colocou em evi-
dénciaaimportanciade estudos popul acionais com o objeti-
vo deidentificar os doentes portadores de HH o mais preco-
cemente possivel &
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O nuimero reduzido de individuos com diagnostico de
hemocromatose frente a el evada freqiiéncia das mutacoes do
gene HFE chamou a atencdo dos pesquisadores quanto a hi-
potese de penetrancia incompleta do gene mutante.’?4De
fato, estimarse que 40,0% a 70,0% dosindividuos homozigotos
para a mutacdo C282Y desenvolverdo evidéncia laboratorial
desobrecargadeferro e que, pelo menos, 50,0% dos homens
€25,0% das mulheres com esse gendti po desenvol verao com-
plicagdes clinicas secundérias ao aciimulo de ferro.121416

A expressdo fenotipica da HH é bastante variavel e
sofre influéncia de fatores genéticos, clinicos e ambientais
gue podem interferir no metabolismo do ferro e no curso
clinico dadoenca, determinando queindividuos heterozigotos
para o gene mutante possam expressar o fenétipo de hemo-
cromatose semelhante aos individuos homozigotos.®

Osestudos brasileiros publicados estimam que apreva-
Iénciadamutacdo C282Y é cercadetrésaoito vezes menor
comparada a observada nos individuos caucasianos do nor-
deste europeu, enquanto a frequiéncia das mutacbes H63D e
S65C é semel hante entre estas popul ages.t

Entretanto, ndo encontramos nenhum trabalho que te-
nha analisado os efeitos do genétipo HFE sobre o estado de
ferro do organismo e ainfluéncia de fatores genéticos, clini-
cos ou ambientais nos doentes com mutac&o do gene HFE.

O crescente nimero de publicagBes estrangeiras de-
monstrando aimportancia deste assunto, associado a obser-
vagao do pegqueno ndmero de publicactes brasileiras, moti-
vou o desenvolvimento do presente trabal ho com aintencéo
de contribuir paramelhor conhecimento da hemocromatose
hereditériano Brasil.

Objetivos

Osobjetivos desse estudo foram determinar afrequén-
ciadas mutagdes C282Y, H63D e S65C do gene HFE em doen-
tesbrasileiros com sobrecargadeferro, verificar acoexistén-
cia de anemia hemolitica hereditéria, hepatite C e consumo
excessivo de bebida alcodlica nestes doentes, e avaliar a
influéncia dessas varidveis sobre os depdsitos de ferro do
organismo.

Casuistica e Método

Casuistica

No periodo de janeiro de 2000 a maio de 2004, foram
estudados cinguienta doentes com evidéncia laboratorial de
sobrecarga de ferro encaminhados ao Hemocentro da Santa
Casade S&o Paulo paraainvestigagdo da causa da sobrecar-
gadeferro. Quarentae oito doentes ndo referiam transfusdo
prévia de concentrado de hemécias, enquanto dois, ambos
do sexo feminino e com anemiafalciforme, relatavam transfu-
sd0 de hemécias (4 unidades e 10 unidades, repectivamente),
porém foram incluidos neste estudo porque apresentavam
valores de ferritina muito superiores aos esperados em de-
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corréncia deste fato, justificando, portanto, a suspeita de
hemocromatose.

Definicéo de sobrecarga de ferro

Definiu-se sobrecarga de ferro quando da presenca de
pel o menos duas determinacfes da saturacdo de transferrina
igual ou maior que 50,0% e 60,0% para 0 sexo feminino e
masculino, respectivamente; e/ou da ferritina sérica maior
gue 200 ng/ml parao sexo feminino ou maior que 300 ng/ml
parao sexo masculino.tt1s

Método

Todos os doentes, apds aceitarem participar deste es-
tudo, foram submetidos aos seguintes procedimentos:. his-
tériaclinica (incluindo os seguintes dados: idade, sexo, cor,
naturalidade, procedéncia, sintomas e sinais clinicos, doa-
¢80 de sangue, transfusdo de sangue, perda cronica de san-
gue, consumo excessivo de bebida alcodlica, uso prolonga-
do de medicamentos contendo ferro ou vitamina C) e exame
fisico, seguido da coleta de amostra de sangue, em jejum,
paraarealizac8o dos seguintes exames: hemogramacomple-
to com contagem de plaquetas e de reticul écitos, ferro séri-
co, capacidade total de ligacdo de ferro, ferritina, glicemia,
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase,
bilirrubinatotal efractes, el etroforese de hemoglobina, soro-
logiaparahepatite B e hepatite C, e extragdo do DNA gend-
mico a partir dos leucocitos periféricos para a andlise das
mutactes C282Y, H63D e S65C do geneHFE.

Variaveis clinicas investigadas

Grupo étnico

Quanto ao grupo étnico, os participantes foram classi-
ficados em caucasoides e ndo-caucasoides, baseando-se na
observacdo subjetiva do entrevistador, que considerou a cor
dapele, otipo do cabelo, o formato dos olhose do nariz, ea
espessura dos |abios de acordo com Boyd.? Essa classifica-
¢do foi escolhida devido a baixa acuréacia na detecgdo dos
tipos mulato claro, mulato escuro e negro e a pequena quan-
tidade de individuos da etniaamarel a existente nas amostras
estudadas. Assim, mulatos claros, mulatos escuros, pretos e
amarel os foram classificados como ndo-caucasoides.

Consumo excessivo de bebida alcodlica

Definiu-se consumo excessivo de bebida alcodlica a
ingestéo didriareferida de etanol acimade 60,0 g e durante
periodo de, pelo menos, 5 anos.?

Para calcular em gramas a quantidade diériade etanol
ingerida, utilizou-se aseguinteformula:

Quantidadeingerida/dia= (doseem ml x grau dabebidax 0,8) / 100

Os graus das bebidas sdo: cerveja4, vinho 12, conha-
que 40, rum 40, uisque 43 e cachaga 46.
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Variaveis laboratoriais estudadas

Eritrograma

O ndmero deeritrdcitos, o valor dahemoglobina, ova
lor do hematdcrito e os indices eritrocitarios foram determi-
nados utilizando-se método eletrnico, automatizado, da
marca Cell-Dyn, modelo 3000, fabricado pela Companhia
Abbott Laboratories, calibrado regularmente com controle
interno e externo.

Ferro sérico e capacidade total de ligacdo de ferro
(CTLF)

Realizou-se a dosagem do ferro sérico pelo método
colorimétrico utilizando-se reagente daCompanhiaBayer ea
dosagem da CTLF pelo método colorimétrico utilizando-se
reagente da Companhia L abtest.

indice de saturagdo da transferrina (1ST)
O indice de saturagdo datransferrinafoi calculado uti-
lizando-se a seguinte formula:

ferrosérico 5
CTLF

IST =

Ferritina sérica

Realizou-se dosagem daferritinaséricapel o método de
enzimai munoensai o com 0 emprego de reagentes da Compa-
nhia Abbott. De acordo com o fabricante, foram considera-
doscomo valoresnormais: 15 a200 ng/ml parao sexo femini-
no e 20 a300 ng/ml para o sexo masculino.

Anélise da morfologia eritrocitaria, eletroforese de
hemoglobina, dosagem quantitativa das hemoglobinas A,,
Fetal e S, pesquisa intra-eritrocitaria de corpos de Heinz e
hemoglobina H.

Em todos os participantes deste estudo realizou-se
analise da morfologia eritrocitaria em extensdo sangiinea
apos coloragdo com hematoxilina-eosina e eletroforese de
hemogl obina em acetato de celul ose utilizando-se tamp&o
TEB com pH.8¢Nos individuos com padré&o eletroforético
anormal e/ou alteracao damorfologiaeritrocitaria, realizou-
se el etroforese de hemoglobinaem pH &cido, pesguisaintra-
eritrocitériade corpos de Heinz e agregados de hemoglobina
H utilizando-se coloragdo com o azul de cresil brilhante a
1,0%, e quantificacdo das hemoglobinas A, Fetal e S.
(Naoum etal).?*

Contagem de esferocitos e curva de fragilidade
osmdtica eritrocitaria

Realizou-se contagem de esferécitos em extensdes
sanguiineas ap6s coloragdo com corante de Rosenfeld e a
curva de fragilidade osmética eritrocitéria segundo método
proposto por Dacie et al.®

Paraesferocitose hereditariautilizaram-se os seguintes
critérios: contagem aumentada de esferdcitos no sangue
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periférico (5,0%-25,0%) e curvadefragilidade osméticados
eritrécitos desviadaparaadireita.®

Critérios laboratoriais utilizados para o diagnostico
de anemia falciforme e talassemia

Para o diagnostico de anemiafalciforme utilizaram-se
0s seguintes critérios laboratoriais: presenca de hemécias
falciformes a extensdo do sangue periférico, reticulocitose
(210,0%-20,0%), diminui¢cédo da.concentracdo dahemoglobina
circulante (5,0-9,0 g/dl), hemogloblina Fetal entre 2,0% e
10,0%, ausénciadahemoglobinaA e concentragdo dahemo-
globinaSmaior que 90,0%.

Definiram-se talassemia beta menor os doentes que
apresentavam: microcitose e hipocromia a extensdo do san-
gue periférico com concentragdo da hemoglobinacirculante
normal (hemoglobinamaior que 12,0 g/dl e 13,0 g/dl parao
sexo feminino e masculino, respectivamente) ou diminuida,
concentragdo da hemoglobina A, maior que 4,0%, concen-
trac8o dahemoglobinafetal entre 0,0% e 5,0%.

Definiram-se talassemia alfa os doentes que apresen-
tavam: microcitose e hipocromiaaextensdo do sangue peri-
férico, concentragéo da hemoglobina circulante normal ou
diminuida, concentrag&o da hemoglobina A, normal (2,0-
4,0%), pesquisa positiva de corpos de Heinz e agregados
de hemoglobinaH e/ou presenca de hemoglobina H detec-
tadapelael etroforese em tampéo fosfato, pH 6,5-7,0.(Naoum
etal)®

Outras dosagens bioquimicas

Determinaram-se as concentrages e/ou atividades dos
seguintes parémetros: glicemia, aspartato aminotransferase,
alaninaaminotransferase, desidrogenase lactica, bilirrubina
total efragtes utilizando-se método enzimético col orimétrico.

Teste imunologicos

Para a pesquisa do anticorpo contra o antigeno de su-
perficie do virus B da hepatite (HbsAg) e do anticorpo con-
trao virus C da hepatite (anti-HCV) utilizou-se atécnicade
enzimaimunoensaio por microparticulas com o emprego de
reagentes de procedéncia das empresas Abbott, para o anti-
HCV, eBiomerrieux, parao HbsAg.

Extracdo do DNA

Realizou-se a extracdo do DNA gendmico a partir dos
leucocitos periféricos utilizando-se método descrito por
Miller?” modificado por Lahiri et al % e Salazar et al.

Amplificacdo do DNA

As amostras de DNA gendmico obtidas foram ampli-
ficadas pelatécnicade PCR, segundo Feder et al*® e Simonsen
et al*! com o auxilio determaciclador de temperaturadamar-
ca PTC 100 (MJ Research, Inc). O Quadro 1 descreve 0s
iniciadores especificos (primers) utilizados, aseqiiénciae o
tamanho do produto daPCR paraamplificacdo dosfragmen-
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tos dos éxons 2 e 4, onde localizam-se as trés mutagdes do
gene HFE a serem estudadas.

Os produtos das reages foram aplicados em gel de
agarose a 2,0% para realizacdo de eletroforese em tampéo
TBE (Tris-Borato-EDTA) 1x e azul de bromofenol a 1,0%,
utilizado paracorar o DNA amplificado, por 1 horaa80 volts
e55mA. A observagao daamplificacdo ocorreu apos colora-
¢80 com brometo de etidio e visualizagdo sob transiluminacao
ultravioleta.

Digesté@o do DNA amplificado com enzima de restrigdo

Paraaconfirmacdo de cadamutacéo do gene HFE, uti-
lizamos as enzimas de restri¢ao especificas conforme obser-
va-seno Quadro 2. Para cadaenzimade restricdo utilizou-se
tampéo correspondente fornecido pelo fabricante. Utilizou-
seenzimaderestricdo Hinfl daempresalnvitrogen e enzimas
Rsal e Dpnll daempresaNew England Biolabs.

Quanto ainterpretacdo dos diferentes genttipos HFE,
0s possiveis fragmentos obtidos apds as reagdes de diges-
t8o também estdo esquematizados no Quadro 2.

Avaliacdo qualitativa do ferro hepatico

Paraadeterminacado do ferro hepético utilizou-se mé-
todo histoquimico de coloragéo do ferro nao-heminico pelo
azul da Prussia (Reagdo de Perls). Avaliou-se a quantidade

dos depdsitos de ferro nos hepatdcitos pela graduagéo arbi-
trériade O (ausente) alV de acordo com Scheuer et al.*> Os
graus0 el foram considerados normais, enquanto osgrausl|

alV considerados aumento do ferro. Asbiopsiasforamrevi-
sadas por patologistas do Servico de Anatomia Patol 6gica
da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo.

Andlise estatistica

Aplicaram-se, quando apropriado, 0s seguintes testes
estatisticos: teste t de Student ndo pareado para comparacao
das médias das variaveis continuas; teste do Qui-quadrado
paracomparacao das proporcoes dasvariaveis categorizadas;
e, para comparar as freqiiéncias al élicas e genatipicas, teste
exato de Fisher, teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e o
teste de Kruskal-Wallis. Estabeleceu-se afa de 5,0% para
andlise de significancia, sendo o banco de dados processa-
do e os céculosrealizados no software SPSS, versdo 11.0.

Resultados

Foram estudados cinguienta doentes com sobrecarga
deferro, sendo 35 homense 15 mulheres, com idade mediana
de 51 anos, variando entre 35 anos e 78 anos. Todos eram
brasileiros e sem qualquer grau de parentesco.

As caracteristicas dos doentes de acordo
COM 0 SEX0 € 0 grupo étnico, e a distribuicdo

Quadro 1. Descri¢cdo dos primers utilizados, sua sequéncia e tamanho do produto
da PCR para amplificacédo de fragmentos dos éxons 2 e 4303t

Primer Seqléncia Tamanho
q do produto
Fragmento 1 (éxon 2): mutagdes H63D e S65C
'::;;;1 5'- TCA CAC TCT CTG CAG TAC CTC TTC ATG G - 3
_ 223 pb
His-R4 , .
. 5- TAC ACAGTG AACATGTGATCC CACC -3
antisensense
Fragmento 2 (éxon 4): mutagdo C282Y
(;)ésr;:es 5'-TGC CTC CTT TGG TGA AGG TGA CAC - 3'
343 pb
Cys-RS 5'- CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC - 3
antisense

Quadro 2. Mutacdes analisadas no gene HFE, enzima de restricdo correspondente
e produtos obtidos apés a digestéo de acordo com gendtipo normal,
homozigoto e do heterozigoto para cada mutagéo estudada

M Enzima de  Fragmentos obtidos apds digestéo (pares de bases)
utacédo X
restrigao Normal Homozigoto Heterozigoto
Cc282Y Rsa | 203 e 140 203,111 e 29 203, 140,111 e 29
GT/AC : P
H63D Dpn | 118 e 105 223 223,118 e 105
lGaTC :
S65C Hinf | 112, 69 181 181, 112, 69
GJlANTC ' P
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dos doentes de acordo a faixa etéria estdo de-
monstradas nastabelas 1 e 2, respectivamente.

Natabela3 observam-se osvaloresdasa-
turacdo datransferrina e da ferritina sérica dos
doentes.

A freqUiénciade mutacéo do gene HFE foi
de 76,0% (38/50). A freguiéncia dos diferentes
genodtipos HFE encontra-se natabela4. Nao se
observou nenhum doente com a mutagdo S65C
dogeneHFE.

A fregléncia alélica para as mutagoes
C282Y eH63D do gene HFE nosdoentesfoi de
43,0% e 18,0%, respectivamente, conforme ob-
serva-se natabelab.

Natabela 6 observa-se a distribuicdo dos
doentes segundo o gendtipo HFE e aidade. Os
valores dasaturacéo datransferrinaedaferritina
séricade acordo com o gendtipo HFE estéo de-
monstrados nas tabelas 7 e 8, respectivamente.

Dos cinguenta doentes estudados, 25
(50,0%) apresentavam, concomitantemente, ane-
miahemoaliticahereditaria, hepatite C ou consu-
mo excessivo de bebidaal codlica. Nenhum do-
ente apresentava sorologia reagente para o vi-
rus B da hepatite. A distribuicdo dos doentes
com uma ou mais destas variaveis de acordo
com o gendtipo HFE encontra-se na Tabela 9.
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Tabela 1. Distribuicédo dos 50 doentes de acordo com
0 Sexo e 0 grupo étnico

Tabela 6. Distribuicao dos 50 doentes segundo a
idade e o genétipo HFE

Variavel Categoria n % Valor de p*
Masculino 35 68,0
Sexo 0,02
Feminino 15 32,0
Grupo Caucasoide 43 86,0 0.01
etnico  Nzo-Caucasdide 7a 14,0 ’

n = nimero de doentes em cada grupo
a = 4 doentes mulatos, 1 preto e 2 amarelos
(* )=Teste do Qui-quadradro

Tabela 2. Distribuicao dos 50 doentes segundo a faixa etaria

Faixa etaria (anos) n %
18 a 30 2 4,0
31a50 25 50,0
51a70 22 44,0

>70 1 2,0
Total 50 100,0

n = ndmero de doentes em cada grupo

Tabela 3. Distribuicéo dos valores da saturacao da
transferrina e da ferritina sérica dos doentes

Variavel Média DeS\/JO Minimo Maximo
Padrao
Saturagdo da 60,8 17,6 20,3 90,0

Transferrina (%)

Ferritina

17204 1110,0 324,0 5265,0
(ng/ml)

Tabela 4. Frequéncia dos gendtipos HFE nos doentes

Gendtipo HFE n Frequéncia genotipica (%)
C282Y/C282Y 15 30,0
C282Y/H63D 7 14,0
H63D / H63D 1 2,0
C282Y/WT 7 14,0
H63D / WT 8 16,0
Normal 12 24,0
Total 50 100,0

n = nimero de doentes em cada grupo

Tabela 5. FreqUéncia alélica das mutacoes C282Y e H63D do
gene HFE nos doentes

Mutacao Numero Numero Frequéncia
do n de alelos de alelos alélica
gene HFE estudados mutantes (%)
c282y 50 100 43 43,0
H63D 50 100 18 18,0

n = ndmero de doentes em cada grupo
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Gendtipo ldade (anos)
HFE Mediana DP  Minima  Maxima
C282Y/C282Y 15 53,0 8,2 41,0 67,0
C282Y/H63D 7 44,0 145 250 68,0
H63D / H63D 1 44,0 - - -
C282Y/WT 7 54,0 74 44,0 67,0
H63D / WT 8 455 6,3 34,0 53,0
Normal 12 51,0 135 28,0 78,0

n = ndmero de doentes em cada grupo; WT(wild type) = Normal;
Gendtipo HFE alterado versus normal: p=0,09 (Teste t de Student e
de Kruskal-Wallis)

Tabela 7. Distribuicao dos 50 doentes de acordo com o valor da
saturacdo da transferrina e o genétipo HFE

Genotipo N Saturacdo da Transferrina (%)
HFE Média  DP  Minima Méxima
C282Y/C282Y 15 68,4 13,9 42,5 87,0
C282Y / H63D 7 59,8 17,0 32,5 85,0
H63D / H63D 1 57,0 - - -
C282Y/WT 7 60,1 12,2 36,0 70,0
H63D / WT 8 51,0 13,9 26,6 66,0

Normal 12 54,6 28,3 20,3 90,0

n = nimero de doentes em cada grupo; WT(wild type) = Normal;
DP =desvio padrao; Genétipo C282Y/C282Y versus demais geno-
tipos HFE: p=0,02 (Teste de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis)

Tabela 8. Distribuicao dos 50 doentes de acordo com
o valor da ferritina sérica e o genétipo HFE

Genotipo Ferritina (ng/ml)

HFE Média  DP  Minima Maxima
C282Y/C282Y 15 21885 13785 5500 52650
C282Y/He3D 7 17787 8612 5370 28620

H63D/H63D 1 1200,0 - - -
C282Y/WT 7 14244 4579 8900 23240
H63D / WT 8 11780 8034 5000 25000

Normal 12 1674,0 1140,0 324,0 2900,0

n = nimero de doentes em cada grupo; WT(wild type) = Normal;
DP = desvio padrao; Genétipo C282Y/C282Y versus demais geno-
tipos: p<0,01 (Teste de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis)

Dos dez (20,0%) doentes com diagndstico de anemia
hemoliticahereditaria: tréseram portadores de talassemiabeta
menor (doiscom gendtipo C282Y/C282Y eum C282Y/HE3D),
trés doentes com talassemiaalfa (dois com genétipo C282Y/
H63D eum H63D/WT), doisdoentes com esferocitose here-
ditaria(um com gendtipo C282Y/C282Y eoutro C282Y/WT) e
dois doentes com anemia falciforme (os dois com genétipo
HFE normal).
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Tabela 9. Distribuicdo dos 50 doentes de acordo o genétipo HFE e presenca de
anemia hemolitica hereditaria, hepatite C ou consumo excessivo de bebida alcodlica

Variavel
Total
Genotipo Anemia hemolica Hepatite Consumo excessivo  N=50
HFE hereditaria C de bebida alcodlica
n n n n
C282Y/C282Y
0,
n=15 3 3 0 6 (12,0%)
C282Y_/ H63D 3 0 0 3 (6,0%)
n=7
H63D£H63D 0 0 1 1.(2,0%)
n=1
CZSZI/WT 1 2 2 5 (10,0%)
n=7
HGSD_/ wr 1 1 2 4 (8,0%)
n=8
Normal
0,
=12 2 3 1 6 (12,0%)
Total 10 9 6 25
N=50 (20,0%) (18,0%) (12,0%) (50,0%)

n = nimero de doentes em cada grupo; N = nimero total de doentes

Tabela 10. Distribuigdo dos doentes com mutacdo do gene HFE classificados de
acordo com a idade e presenca ou auséncia de anemia hemolitica hereditaria
hepatite C ou consumo excessivo de bebida alcodlica

Anemia hemolitica hereditaria,
hepatite C ou consumo excessivo n
de bebida alcodlica

ldade (anos)

Média Minima Maxima
Presente 19 47,0 36,0 67,0
Ausente 19 52,0 40,0 78,0

n = nimero de individuos em cada grupo;p=0,03 (Teste t de Student)

Tabela 11. Distribuicdo dos valores da saturacéo da transferina e da ferritina sérica
dos doentes com mutacéo do gene HFE de acordo com presenga ou auséncia de
anemia hemolitica hereditéria, hepatite C ou consumo excessivo de bebida alcodlica

Anemia hemolitica

B Saturagdo da transferrina Ferritina
hereditéria, % (ng/mi)
hepatite C n
OU CONSUMO
excessivo de Média DP Min Max Média DP Min Méax

bebida alcodlica

Presente 19 629 14,1 325 850 17325 806,6 500,0 5265,0

Ausente 19 62,2 14,0 26,6 87,0 1494,0** 770,0 550,0 3352,0

n = nimero de individuos em cada grupo; DP = desvio padrédo; Min = minimo;
Max = méaximo; *p=0,98; **p=0,03 (Teste de Mann-Whitney)

Nenhum paciente com talassemiaalfa, talassemiabeta
menor ou esferocitose hereditéria haviarecebido transfusdo
de hemécias previamente a este estudo. Os dois doentes
com anemiafalciformeeram do sexo feminino. Umapaciente,
de 28 anos deidade, haviarecebido dez unidades de concen-
trado de hemécias, enquanto que a outra paciente, de 63
anos de idade, havia recebido apenas quatro unidades de
concentrado de hemécias.
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Natabela 10 observa-se adistribuicdo dos
doentes com mutagédo do gene HFE de acordo
com aidade e presenca ou auséncia de anemia
hemolitica hereditéria, hepatite C ou consumo
excessivo de bebidaal codlica.

Natabela 11 demonstra-se a distribuicéo
dasaturacéo datransferrinae daferritinasérica
dosdoentes com mutacdo do gene HFE de acor-
do com presenca ou auséncia de anemia hemo-
liticahereditaria, hepatite C ou consumo exces-
sivo de bebidaalcodlica.

A distribuic&o dos doentes sem mutacéo
do gene HFE de acordo com aidade e presenca
ou auséncia de anemia hemolitica hereditéria,
hepatite C ou consumo excessivo de bebidaal-
coolica encontra-se demonstrada na tabela 12.

Natabela 13 demonstra-se a distribuicéo
dasaturacéo datransferrinae daferritinasérica
dos doentes sem mutac&o do gene HFE de acor-
do com presenca ou auséncia de anemia hemo-
liticahereditaria, hepatite C ou consumo exces-
sivo de bebidaalcodlica.

Dos 16 doentesquerealizaram bidpsiahe-
patica por puncao transparietal ou vialaparos-
copica, todos apresentavam siderose hepatica
graulll oulV. Asprincipaiscaracteristicasclini-
cas e laboratoriais destes doentes estéo rela-
cionadas natabela 14.

Discusséo

Frequéncia das mutagdes C282Y, H63D
e S65C do gene HFE

A freqiénciade doentes com diagnostico
de HH homozigotos paraamutagdo C282Y va
riaentre 60,0% e 100,0% dependendo da popu-
lacdo estudada. 3434 A frequiénciadosdemais
genatipos segue a seguinte distribuicdo: 0,0 a
7,0% parao gendtipo C282Y/H63D; 0,0 a4,0%
parao genétipo H63D/H63D; 0,0a15,0% paraos
gendtipos heterozigotos (C282Y/WT, H63D/
WT) e0,0a21,0% com gendtipo normal 16364244

Neste estudo, afreqiiénciadamutacdo do
gene HFE nos doentes foi de 76,0%, sendo 15
(30,0%) com gendtipo C282Y/C282Y; sete
(14,0%) C282Y/H63D, um (2,0%) H63D/H63D;

sete (14,0%) C282Y /WT; oito (16,0%) H63D/WT. N&o se ob-
servou nenhum doente com amutac&o S65C do gene HFE.
Brandhagen et al.,”® estudando 82 doentes com diag-
nostico histol 6gico de sobrecarga de ferro, observaram que
85,0% deles eram homozigotos para a mutacdo C282Y do
gene HFE. Altes et al (2003), analisando 150 doentes com
evidénciabioquimicade sobrecargadeferro, observaram 44
(29,0%) doentes com mutag&o do gene HFE, sendo 24 (16,0%)
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C282Y/C282Y, 14 (9,5%) C282Y /H63D e seis(4,0%) H63D/
H63D.

Dos trabal hos brasileiros, Bittencourt et al.,* estudan-
do 15 doentes brasileiros com diagndstico histolégico de
HH, observaram 53,0% com gendtipo C282Y /C282Y, 13,5%
C282Y/WT ouH63D/WT. Buenoet al.,?* analisando oito do-
entes brasileiros com HH, observaram trés (37,5%) doentes
com genctipo C282Y/C282Y, um (12,5%) C282Y/H63D, um
(12,5%) C282Y /WT.

Tabela 12. Distribuicdo dos doentes sem mutag&o do gene HFE de acordo com a
idade e com a presen¢a ou auséncia de anemia hemolitica hereditéria,

hepatite C ou consumo excessivo de bebida alcodlica

Destaforma, observamos que afrequiénciadamutacéo
C282Y do gene HFE apresenta ampla variagdo dependendo
nao apenas da populacdo estudada, mas também dos critéri-
os adotados na selecdo de cada amostra, particularmente
quanto aos critérios utilizados para o diagndstico de sobre-
cargadeferro.

Quando o critério de selecdo dos doentesinclui o di-
agnostico histol 6gico de sobrecarga de ferro e/ou determi-
nacdo do ferro mobilizavel por sangria terapéutica, a fre-
guéncia de doentes com gendtipo C282Y/
C282Y é maior comparada aquela observada
guando os doentes sdo selecionados a partir

Anemia hemolttica hereditaria,

ldade (anos)

de parametros bioquimicos de sobrecarga de

hepatite C ou consumo excessivo n — - — ferr0-45’4?’49 _ _
de bebida alcoélica Média Minima Maxima A idade mediana dos doentes foi de 51
Presente 6 505 280 63,0 anos, variando entre 35 anos e 78 anos, com
redominio deindividuos caucasbides e do sexo
Ausente 6 51,0 28,0 78,0 p

masculino. Quanto afaixaetaria, 50,0% encon-

n = nimero de individuos em cada grupo; p = 0,99 (Teste t de Student)

Tabela 13. Distribui¢do dos valores da saturacdo da transferrina e da ferritina sérica
dos doentes sem mutacdo do gene HFE de acordo com presenga ou auséncia de

travam-se entre 31 e 50 anos e 46,0% acimade
51 anos. Estes achados corroboram com os re-
sultados observados em outros estudos brasi-
leiros?47% e estrangeiros.*®5!

anemia hemoltica hereditaria, hepatite C ou consumo excessivo de bebida alcodlica

Correlacdo genotipo-fendtipo e diagnds-
tico de hemocromatose hereditaria

Anemia hemolitica Saturag&o da transferrina Ferritina
hereditéaria, % (ng/ml)
hepatite C ou n

CONSUMO excessivo
de bebida alcodlica

Média DP Min Max Média DP

Min  Max

Didaticamente, aevolucao clinicanatural
do doente com hemocromatose apresenta trés

Presente 6 77,2

Ausente

11,7 65,0 90,0 1967,6 1392,1 324,0 5265,0
6 457# 228 20,3 87,0 1419,0 1109,0 520,0 2600,0

estédios distintos: estadio 1) HH sem sobrecar-
ga de ferro; estadio 2) HH com sobrecarga de

n = ndmero de individuos em cada grupo; DP = desvio padrdo; Min = minimo;

Max = maximo; # p<0,001; ## p=0,01 (Teste de Mann-Whitney)

ferro sem complicagOes clinicas; e estadio 3)
HH com sobrecargade ferro com complicagtes
clinicas.®

Tabela 14. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 16 doentes com siderose hepética grau lll ou V.
(Hemocentro da Santa Casa de S&o Paulo, 2000-2004)

Doente ldade Sexo Genétipo Saturag_éo da Ferritina Cirrf)_se Hepatite C Consumo exces;_ivo

(anos) Transferrina (%) ng/ml hepética de bebida alcodlica
1 42 M C282Y/C282Y 66,0 4218,0 Nao Néo Néo
2 49 M C282Y/C282Y 74,0 1411,0 Néo Nao Néo
3 45 M C282Y/C282Y 54,0 1573,0 Sim Sim Nao
4 48 M C282Y/C282Y 73,0 4000,0 Nao Nao Néo
5 55 M C282Y/C282Y 81,0 3352,0 Nao Sim Nao
6 49 F C282Y/C282Y 84,0 5265,0 Sim Néo Nao
7 55 M C282Y/C282Y 71,0 1088,0 Nao Sim Néo
8 54 F H63D / WT 66,0 2324,0 Sim Sim Nao
9 54 M C282Y /WT 68,0 1200,0 Nao Nao Nao
10 42 F () H63D / WT 57,0 2500,0 Néo Nao Néo
11 41 F® C282Y/C282Y 75,0 1883,0 Nao Néo Néo
12 49 F C282Y/C282Y 55,0 5265,0 Sim Néo Nao
13 67 M H63D / WT 36,0 1359,0 Sim Nao Nao
14 44 M H63D / WT 55,0 1573,0 Sim Sim Nao
15 51 M Normal 65,0 1180,0 Sim Sim Sim
16 47 F C282Y /WT 67,0 324,0 Néo Sim Nao

M = masculino; F = feminino; WT(wild type) = Normal; (*) = esferocitose hereditaria; (**) = talassemia alfa
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Estima-se que 40,0% a 70,0% dos individuos homo-
zigotos para C282Y desenvolverdo alguma evidéncia
laboratorial de sobrecarga de ferro (estédio 2) e que, pelo
menos, 50,0% dos homens e 25,0% das mulheres com este
gendtipo desenvolverdo complicagdes clinicas secundérias
asobrecargade ferro (estadio 3).121416

Neste estudo, a dosagem da saturacdo da transferrina
e daferritina séricaforam significativamente mais elevadas
nos doentes homozigotos para a mutacdo C282Y do gene
HFE que nos doentes com os demai's gendtipos.

Dos 16 doentes submetidos a bidpsia hepética, todos
apresentavam siderose hepéticagraus 111 ou 1V, sendo nove
(55,5%) com gendtipo C282Y/C282Y, seis (37,5%) hete-
rozigotos (doisC282Y /WT equatro H63D/WT ) eum (6,2%)
com gendtipo HFE normal.

Levando-se em consideracdo que os doentes eram se-
mel hantes quanto aidade e 0 sexo, este achado esta de acor-
do com os dados relatados na literatura e confirmam a exis-
ténciade associacdo entre homozigose paraamutacéo C282Y
do gene HFE e maior risco de sobrecargade ferro.5%

Presenca de mutacdo no gene HFE indicaaexisténcia
de alteracdo genéticarel acionada a hemocromatose e maior
predisposicdo do doente em desenvolver o fenétipo da do-
enca, entretanto, ndo é suficiente para o diagnostico de
H H _14,35,56

O diagnostico de HH baseia-se napresengado genétipo
C282Y/C282Y ou C282Y/H63D associado aelevagdo persis-
tente dosval ores da saturagéo datransferrinae/ou daferritina
sérica. Os doentes com outros possiveis genétipos HFE sdo
considerados portadores de HH desde que sgja constatada a
sobrecargadeferro, preferencialmente pel o exame histol 6gico
hepétl CO.2’7'11’30’35’37’56’57

Assim, neste estudo, o diagndstico genotipico de HH
foi confirmado em 23 (15 C282Y/C282Y esete C282Y/H63D)
dos cinquenta doentes estudados, o que corresponde a
46,0%. Entretanto, consi derando-se os doentes heterozigotos
paraas mutagdes C282Y e H63D e 0 paciente sem mutagdo
identificada, os quais apresentavam siderose hepética grau
I11/1V, chega-se a, pelo menos, 60,0% (30/50) dos doentes
com diagnéstico de HH.

Associagdo do consumo excessivo de bebida alcooli-
ca, da hepatite C e da anemia hemolitica hereditaria e influ-
éncia destas variaveis nos doentes com sobrecarga de ferro

A maioriados estudos publicados tem mostrado aim-
portancia de fatores como consumo excessivo de bebida al-
coolica, hepatite C e anemiahemoliticacronica, osquais po-
dem desempenhar papel importante na predisposicéo a so-
brecarga de ferr0_7,35,36,44,52,58,59-62

Neste estudo, os doentes com mutacéo do gene HFE e
coexisténcia de uma das variave's clinicas estudadas apre-
sentavam idade mediana menor (47 anos versus 52 anos,
p=0,03) eferritinaséricamaior (1732,5 ng/ml versus 1494,0;
p=0,03) que os doentes com mutacdo e sem nenhum fator
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clinico associado. Dos 16 doentes ndo homozigotos paraa
mutacdo C282Y ou C282Y/H63D (um H63D/H6E3D, sete
C282Y/WT e oito H63D/WT), dez (62,5%) apresentavam
algum fator clinico associado.

Estes resultados confirmam os relatados na literatura
de que acoexisténciade anemiahemoliticahereditaria, hepa-
tite C ou consumo excessivo de bebidaal codlicaestdo impli-
cados no aumento dos estoques deferro do organismo, acen-
tuando a expressdo fenotipica dos doentes com hemo-
cromatose, e salientam a importéncia do acompanhamento
dos individuos com mutagdo do gene HFE, mesmo em
heterozigose 812305

Doentes com sobrecarga de ferro sem mutacdo do
gene HFE

A freqiiénciade doentes com diagnéstico de HH ecom
gendtipo HFE normal variaentre 7,0% na popul agdo america-
na* e 21,0% napopulagéo italiana.®

Neste estudo, 12 (24,0%) doentes ndo apresentavam
nenhuma dastrés mutagdes do gene HFE. Aqueles com pelo
menos um dos fatores clinicos estudados apresentavam va-
lores significativamente mais elevados da saturacéo da
transferrinaedaferritinasérica, indicando que estesfatores,
independentemente da presenca ou auséncia de mutacéo do
gene HFE, constituem fatores de risco adicionais paraacon-
dicdo de sobrecarga de ferro.

A freguiénciade doentes brasileiros com sobrecargade
ferro sem mutagéo do gene HFE em nosso estudo é menor
gue a encontrada em dois estudos brasileiros, 4’ provavel-
mente devido ao nimero reduzido de casos nestes estudos.
Com relacdo aos estudos estrangeiros, esta freqiiéncia en-
contra-se mais proxima da observada em doentes do sul da
Europa, sobretudo dos italianos, que a observada em doen-
tes norte-americanos.

Conclusoes

A frequéncia de mutagdo do gene HFE nos doentes
com sobrecargadeferrofoi de 76,0% (38/50). A saturacdo da
transferrinaeaferritinaséricaforam significativamente maio-
res nos doentes homozigotos para a mutacdo C282Y confir-
mando acorrelacdo entre gendtipo C282Y/C282Y emaior ris-
co de sobrecarga de ferro;

Anemia hemoalitica hereditaria, hepatite C e consumo
excessivo de bebida alcodlica estéo implicados no aumento
dos estoques de ferro do organismo e constituem fatores de
risco adicionais paraacondic¢éo de sobrecargadeferro acen-
tuando a expressao fenotipica dos doentes com mutacdo do
geneHFE.

Abstract

Hemochromatosis is one of the most frequent genetic diseases in
humans and one of the most important causes of iron overload. The
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aims of this study were to determine the frequency of C282Y, H63D
and S65C mutations of the HFE gene in Brazilian patients with iron
overload, to verify the coexistence of chronic hemolytic anemia,
hepatitis C and excessive alcohol consumption and to evaluate the
influence of these variables on body iron deposits. Transferrin
saturation, serum ferritin and C282Y, H63D and S65C HFE gene
mutations (by PCR method) were determined in 50 patients with
iron overload in the Hemocentro da Santa Casa de S&o Paulo
between January 2000 and May 2004. The frequency of the HFE
gene mutations in patients with iron overload was 76.0% (38/50).
Transferrin saturation and serum ferritin were significantly higher
in homozygous patients with the C282Y mutation confirming the
correlation between the C282Y/C282Y genotype and a higher risk of
iron overload. The coexistence of chronic hemolytic anemia, hepatitis
C and excessive alcohol consumption are implicated in increased
iron deposits and constitute additional risk factors in patients with
HFE gene mutations for iron overload. Rev. bras. hematol. hemoter.
2007;29(4):351-360.

Key words: Ferritin; iron overload; mutation; heterozygous;
homozygous; hemochromatosis/genetic.
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