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RESUMO: A hemocromatose pode ser considerada uma das doencas genéticas mais comuns entre os
caucasianos descendentes de norte-europeus, sendo uma desordem do metabolismo do ferro que resulta
em absorgdo excessiva com acumulo progressivo no figado, pancreas, coragao e outros orgdos. E uma
doencga decorrente de mutagdes ocorridas no brago curto do cromossomo 6, podendo apresentar-se de
varias maneiras: pela substituicdo da cisteina pela tirosina no aminoacido 282 (C282Y), ou da substituigdo
da histidina pelo aminoacido acido aspartico na posi¢cdo 63 (H63D) e ainda uma terceira mutagéo, a S65C
decorrente da substituicdo da cisteina pela serina na posicdo 65, entre outras. A analise dos dados
demonstrou que dos 95 pacientes analisados, 53 (55,78%) ndo possuiam qualquer tipo de mutagéo; entre
os 42 portadores, 30 (31,58%) foram positivos para H63D, sendo 27 (28,42%) heterozigotos e 3 (3,15%)
homozigotos. A mutagéo C282Y estava presente em 11 pacientes (11,58%), sendo 6 (6,32%) heterozigotos
e 5 (5,26%) homozigotos para C282Y. Apenas 1 paciente (1,05%) era portador da mutagdo S65D em
heterozigose.
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1. INTRODUCAO

A hemocromatose hereditaria € uma doencga autossdmica recessiva, caracterizada
por uma desordem no metabolismo do ferro, ocorrendo absorgdo excessiva e seu
depdsito em varios tecidos, particularmente no figado, pancreas, articulagbes, coragao e
glandula pituitaria (CANCADO et al., 2006; BURT et al., 1998; MARTINELLI et al., 1999).

O gene HFE (gene para hemocromatose) foi descrito pela primeira vez em 1996,
decorrendo da substituicdo da cisteina pela tirosina no aminoacido 282, localizado no
brago curto do cromossomo 6 (mutagado C282Y). Existe, porém, outras mutagdes, como a
H63D, que é resultante da substituicdo da histidina pelo aminoacido acido aspartico na
posicdo 63 (BITTENCOURT et al., 2002), e ainda uma terceira mutagdo, a S65C,
decorrente da substituicdo da cisteina pela serina na posi¢gao 65 (CANCADO et al., 2006).

A proteina HFE é expressa nas células intestinais e, juntamente com a [32-
microglobulina, estdo envolvidas na regulacdo da afinidade do receptor de transferrina,
formando um complexo que controla a quantidade de ferro absorvida (BITTENCOURT et
al., 2002; HANSEN;IMPERATORE;BURKE, 2001). Quando esse complexo é
internalizado, a proteina HFE também acompanha o processo e, no interior do
endossomo, inibe a liberacdo dos atomos de ferro pelo complexo transferrina e seu
receptor (JACKOWSKI; REBELLO; FAUCZ, 2004).

' Laboratdrio Alvaro, Cascavel — Pr.
% Instituto de Investigacdo Cientifica do Parana, Cascavel — Pr.

V EPCC
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringé — Parana — Brasil



® Docentes do Curso de Farmacia, Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Cascavel - Pr.

Cada uma das mutacdes causa danos diferentes ao metabolismo celular. No caso
da C282Y, ha uma incapacidade da célula na associagdo com a [32-microglobulina,
gerando um aumento permanente na afinidade do receptor. J& na HG63D ocorre a
associagao com a [32-microglobulina, porém ocorre perda parcial da fungdo, gerando um
discreto aumento na afinidade (EASL, 2000; LE GAC; MURA;FEREC, 2001).

A hemocromatose pode ser considerada uma das doengas genéticas mais comuns
entre os caucasianos descendentes de norte europeus (EASL, 2000). A expressao da
doenga é variavel, podendo ocorrer de maneira precoce em algumas pessoas e
tardiamente em outras. As manifestagbdes clinicas sédo influenciadas pela idade, sexo,
dieta de ferro, uso de alcool, hepatite C, entre outras ainda desconhecidos
(BRANDHAGEM; FAIRBANKS; BALDUS, 2002). Caso a doenga nao seja diagnosticada e
tratada em tempo, varias manifestagdes clinicas severas podem ocorrer, principalmente
entre a quinta e sexta década de vida, como cirrose (com suscetibilidade ao
desenvolvimento de  hepatocarcinoma), diabetes, complicagcbes enddcrinas
(hipogonadismo) e artrites, diminuindo a qualidade de vida do paciente. Quanto mais cedo
diagnosticado e iniciado o tratamento, melhor a qualidade e expectativa de vida dos
pacientes (CANCADO et al., 2006).

Varios estudos em populagdes caucasianas tém concluido que cerca de 80% dos
portadores do gene sdo homozigotos para C282Y (JACKOSKI; REBELLO; FAUCZ, 2004),
e que menos de 4 a 7% das mutagbes sao heterozigotos C282Y/H63. Existe, porém,
outras mutagdes que aparecem com menor frequéncia (S65C, I105T, entre outras)
(JACKOSKI; REBELLO; FAUCZ, 2004). A prevaléncia das mutagdes C282Y e H63D em
pacientes brasileiros portadores de hemocromatose ainda € pouco conhecida. Analise
destas populagcbes tem mostrado que a frequéncia do alelo C282Y € menor nos
brasileiros, se comparados com caucasianos do norte europeu, enquanto que a mutacao
H63D tem uma maior prevaléncia, similar aquela encontrada principalmente entre os
italianos (BITTENCOURT et al., 2002). No entanto, é possivel encontrar um alelo mutante
em 4 a 7% da populagdo geral da regido nordeste do pais
(HANSON;IMPERATORE;BURKE, 2001). Devido a grande extensdo geografica brasileira,
que juntamente com as diferentes etnias que colonizaram cada regido, e a miscigenagao
entre negroides, caucasoides e amerindios, nota-se a ocorréncia de diferentes
frequéncias regionais nas mutagbes (BITTENCOURT et al.,, 2002; HANSON;
IMPERATORE;BURKE, 2001). Sendo assim, este estudo tem como objetivo analisar
frequéncia das mutagdes em pacientes portadores de hemocromatose hereditaria em
exames realizados pelo Laboratério Alvaro, Cascavel — Pr.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados resultados presentes no banco de dados do laboratério,
totalizando 95 pacientes no periodo entre janeiro de 2003 e junho de 2006, sendo as
amostras provenientes de toda a area abrangida pela entidade.

Os resultados foram obtidos pela analise de sangue periférico coletado com EDTA
e processado de acordo com a técnica de PCR/Hibridizagdo reversa da Viennalab
Haemochromatosis Strip assay B, sendo o processo composto pelo isolamento do DNA
seguindo os procedimentos e reagentes especificados pelo fabricante, amplificagado por
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) utilizando primers biotinilados e hibridizagao
de produtos de amplificagdo em uma tira de teste corada com sondas oligonucleotidicas
especificas de alelos dispostos em linhas paralelas, utilizando fosfatase alcalina-
estreptavidina e substratos de cor para a de detec¢do das sequéncias biotiniladas ligadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 95 pacientes analisados, 53 (55,78%) nao apresentaram nenhum tipo de
mutacdo; entre os portadores de mutagao, 30 (31,58%) foram positivos para H63D, dos
quais 27 (28,42%) dos pacientes mostraram-se portadores da mutagdo H63D em
heterozigose, e 3 (3,15%) em homozigose.

A mutagdo C282Y fez-se presente em 11 pacientes (11,58%), sendo 6 (6,32%)
portadores heterozigotos e 5 (5,26%) homozigotos. Apenas 1 paciente (1,05%)
identificou-se como portador da mutagdo S65D em heterozigose, conforme demonstrado
na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo das mutagdes quanto ao tipo e sexo

Tipo de mutacéo Nl]m.ero de Sexo
pacientes
Masc Fem
H63D heterozigose 27 19 8
H63D homozigose 3 3 0
C282Y heterozigose 6 3 3
C282Y homozigose 5 3 2
S65D heterozigose 1 0 1
Total 42 28 14

FONTE: Laboratorio Alvaro, 2006.

Como as amostras analisadas provém de varias cidades brasileiras, verificaram-se
algumas particularidades: a regido sul apresentou maior frequéncia de mutagéo, sendo 21
casos (50%), seguida pela regido nordeste com 10 casos (23,81%), centro-oeste 2
(4,76%), norte e sudeste, cada uma com 1 caso (2,38%) e sete casos (16,67%) nao foram
identificados quanto a origem, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tanto na regido sul, quanto na nordeste, que sdo as que possuem o0 maior numero
de pacientes portadores de mutacdo, a H63D foi a mais frequente. Respectivamente para
o sul e nordeste, foram 33,33% e 16,67% em heterozigose e 2,38% e 4,76% em
homozigose. Quanto a mutagdo C282Y, a regido nordeste apresentou somente 1 caso
(2,38%) em heterozigose. Ja a frequéncia da mesma mutagéo na regido sul foi de 4,76%
(2 casos), além dos 7,15% que foram pacientes homozigotos. Também foi da regido sul o
unico caso da mutagao S65C (2,38%). As regides norte e sudeste apresentaram somente
um caso cada (2,38%), ambas com a mutagdo C282Y em heterozigose.

Tabela 2. Distribui¢do de casos de acordo com as regides do Brasil

Regido NUmero de casos
Sul 21
Nordeste 10
Centro- oeste 2

Norte 1
Sudeste 1

FONTE: Laboratério Alvaro, 2006.

A analise dos resultados obtidos confirma a alta frequéncia de pacientes portadores
de hemocromatose com ascendéncia caucasoéide, uma vez que a regido sul foi aquela
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com maior incidéncia de mutagédo, sendo uma regido brasileira colonizada principalmente
por europeus. Partindo deste principio, inicialmente esperava-se encontrar uma
frequéncia semelhante aquela relatada para este grupo étnico, ou seja, com uma maior
prevaléncia da mutacdo C282Y, no entanto nao foi isto o que ocorreu.

A frequéncia encontrada para a mutagcao H63D foi de 31,58%, semelhante aquelas
determinadas em dois outros estudos brasileiros, 31,1% (MARTINELLI et al, 1999) e
32,6% (AGOSTINHO et al, 1999), realizados, porém na regidao sudeste do Brasil. Em
relagdo a mutagado C282Y obteve-se 11,58%, valores bem acima daqueles identificados
pelos mesmos estudos, que foram de 1,2% e 2,8% respectivamente. Esta grande
diferengca evidenciada em relagdo a regido sul e sudeste podem sim, se referir a
ascendéncia predominantemente européia da populacgéo residente na regido sul do pais.

Em relagdo aos dados encontrados referentes a regido nordeste, pode-se supor
uma possivel razdo para a segunda maior frequéncia de pacientes portadores dos genes
para hemocromatose. Todos o0s pacientes eram provenientes de algumas capitais
litordneas, e como a regido nordeste atrai turistas do mundo todo, inclusive europeus
caucasianos, sendo que muitos destes acabam residindo nestas areas, € possivel que
tenhamos uma miscigenagao e consequentemente uma maior frequéncia desta mutacéo
em partes da populagéo.

4. CONCLUSAO

As publicacdes relativas ao perfil da populagdo brasileira para hemocromatose
hereditaria (HH) ainda sdo bastante escassas.

Nossos resultados apresentaram uma concordancia com outros estudos. Por causa
de nossa miscigenagao racial, acreditamos nos que é muito importante executar um
estudo maior para definir as caracteristicas genéticas de HH em pacientes brasileiros.
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