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Resumo

A hemocromatose (HH) é uma doenca hereditaria do metabolismo do ferro que resulta na absorcédo exces-
siva de ferro e seu acimulo progressivo no figado, pancreas, coracdo e outros 6rgdos. E uma doenca
autossdmica recessiva que se expressa mais freqlientemente e com sintomas mais severos nos homens que
nas mulheres, numa relacdo estimada de 10:1. A mutagdo C282Y é descrita como a troca das bases nitrogenadas
C por A no nucleotideo 845 resultando na substituicdo do aminoacido cisteina por tirosina na posicao 282.
Apresenta-se como a mutacdo mais comum para hemocromatose, porém, com diferentes freqtiéncias
genotipicas entre as populacdes. Os estudos de prevaléncia da HH no Brasil sdo ainda muito escassos,
porém, em 4% a 7% da populacéo geral é possivel encontrar um alelo mutante. A analise da freqiiéncia da
mutacdo C282Y na populacdo paranaense é necessaria visto que se trata da mais freqliente mutacdo para a
HH em caucasoides. A finalidade deste estudo é determinar a freqiiéncia da mutacdo C282Y do gene da HH
na populacdo paranaense, comparando os resultados obtidos nesta pesquisa com dados ja descritos. Para
tanto, as amostras foram submetidas a PCR seguido de eletroforese para confirmacdo da amplificacdo. Em
seguida, foram feitas as analises através da técnica de RFLP (para caracterizagdo dos controles) ou SSCP
(para a analise das amostras). A anélise da freqiiéncia da mutacdo C282Y indicou num total de 289 amos-
tras, a ocorréncia de 279 individuos homozigotos normais (96,5%), 1 individuo homozigoto mutado para a
mutacdo C282Y (0,3%) e 9 individuos heterozigotos (3,2%).
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Abstract

Hemochromatosis (HH) is a hereditary disease
of the iron metabolism that results in the
increased absorption of iron and its gradual
accumulation in the liver, pancreas, heart and
other organs. It is an autossomic recessive
disease that is expressed more frequently and
with more severe symptoms in men than in
women, in an estimated relation of 10:1. C282Y
mutation is described as the exchange of
nitrogenous bases C for A bases at nucleotides
845 resulting in the substitution of cistein for
tirosine at amino acid 282 position. It is
presented as the most common mutation for
hemochromatosis, however, with different
genotipics frequencies among populations.
The prevalence of studies HH in Brazil are
still very few, however in 4% to 7% of the
general population are possible to find one
alelo mutant. The analysis of the frequency
of C282Y mutation in the Parana population
is necessary because it is the most frequent
mutation for HH in caucasoids. The purpose
of this study is to determine the frequency of
C282Y mutation of the HH gene in the Para-
na population, and compare the obtained
results in this research with those described
in previous work. The samples had been
submitted to PCR followed by eletroforesis for
amplification confirmation. After that analyses
by the technique of RFLP (for characterization
of the controls) or SSCP had been made (for
the analysis of the samples). The analysis of
the frequency of the C282Y mutation indicated
in a amount of 289 samples, the occurrence
of 279 normal homozygotes individuals
(96,5%), 1 individual homozygote for mutation
C282Y (0,3%) and 9 individuals heterozygotes
(3,2%).

Keywords: Hemochromatosis; C282Y
mutation; HFE gene; Iron overload.

Introducéao

A hemocromatose € uma doenca heredi-
taria do metabolismo do ferro que resulta na ab-
sorcao excessiva de ferro e seu acimulo progres-
sivo no figado, pancreas, coracdo e outros 6rgdos
com posterior dano estrutural e funcional destes
(Powell et al.,1999). E uma doenca autossémica
recessiva gque se expressa de maneira mais frequien-
te, precoce e severa nos homens que nas mulhe-
res, numa relacdo estimada de 10:1 (Feder et

al.,1996), sendo que os pacientes homens desen-
volvem normalmente os sintomas entre o0s 40 e 60
anos de idade e as mulheres depois da menopau-
sa. O fato de a doenca s6 se manifestar nas mulhe-
res apos a menopausa é devido ao efeito protetor
da menstruacdo e da gravidez, onde ocorre elimi-
nacdo de ferro, ndo permitindo seu acimulo no
organismo (MOIRAND et al., 1997).

As manifestacdes clinicas dependem do
grau de sobrecarga de ferro. Nos primeiros anos
de vida ndo ha qualquer sintoma ou sinal. Porém,
apos algumas décadas, quando os depdsitos de
ferro tornam-se elevados, comecam a surgir 0s
primeiros sintomas que S0 em sua maioria muito
inespecificos e ndo apontam para henhum 6rgéo
ou sistema: fadiga, fraqueza, artralgia, impoténcia,
dor abdominal, amenorréia e perda de peso. Com
a evolucdo da sobrecarga de ferro h4 um compro-
metimento maior dos érgdos envolvidos com o risco
de desenvolver cirrose, diabetes, cardiomiopatias,
artrites, hipogonadismo, hiperpigmentacéo da pele
(Bacon et al.,1999). Estudos recentes apontam a
hemocromatose como um fator de risco para o
mal de Alzheimer (CONNOR et al., 2001) e para a
epilepsia (IKEDA, 2001).

A descoberta do gene da hemocromatose
(Feder et al.,1996) no braco curto do cromossomo
6, na regido 6p21.3 levou a importantes considera-
¢Oes sobre a doenca. Atualmente, conhecido como
HFE, o gene para HH assemelha-se aos do com-
plexo principal de histocompatibilidade humano.
O gene HFE codifica uma proteina transmembrana
de 343 aminoé&cidos que se assemelha as protei-
nas do HLA de classe I, ambas possuindo uma
regido transmembrana e trés dominios
extracelulares (a,, a, e a,) (LEBRON et al, 1998).

A proteina HFE participa da regulacdo da
afinidade do receptor de transferrina, que é a pro-
teina que transporta o ferro e esta presente em
varios tipos celulares. Uma vez sintetizada, a pro-
teina HFE forma um complexo com a b,-
microglobulina e é assim transportada para a su-
perficie da célula, onde se fixa em proximidade
com o receptor de transferrina. Seu papel € o de
regular a afinidade do receptor de transferrina,
controlando deste modo a quantidade de ferro que
é captado por cada célula.

Duas mutagdes sdo consideradas as mais
importantes devido as suas freqiiéncias em indivi-
duos que apresentam hemocromatose hereditaria:
C282Y e H63D. Recentemente foram descritas ou-
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tras mutagdes que podem estar presentes em paci-
entes que tém o diagndstico estabelecido para a
doenca, tais como: S65C, G168T, G169A, T281K,
GI3R, 1105T, C750G, entre outras.

A principal mutagéo, C282Y, presente no
terceiro éxon do gene HFE, é devida a uma transi-
¢cdo de G para A no nucleotideo 845, o qual subs-
titui uma cisteina por tirosina na posicdo 282 do
polipeptideo. Ja a mutacdo H63D, presente no éxon
2, deve-se a mudanca de C para G no nucleotideo
187 que resulta na substituicdo da histidina por
acido aspartico na posicdo 63 do polipeptideo.
Embora estas duas mutagfes sejam as principais,
C282Y ¢é a mais freqlente enquanto que H63D
parece ndo acarretar em maior risco de sobrecarga
de ferro quando aparece isoladamente. Contudo,
quando associada @ mutagdo C282Y este risco €
maior.

A mutacdo C282Y torna a proteina HFE
incapaz de se associar com a b,-microglobulina
gue, portanto, ndo é expressa na membrana celu-
lar levando a um aumento significativo e perma-
nente da afinidade do receptor de transferrina. Na
proteina com a mutacdo H63D, a associagdo com
a B,-microglobulina ocorre, mas ha uma perda
parcial de funcdo o que leva a um aumento dis-
creto da afinidade do receptor de transferrina.

A hemocromatose € uma das doencas
genéticas mais freqlientes em vérias populagoes,
afetando em média 1 em cada 200-400 individuos.
No Canada, Estados Unidos, Inglaterra, Franca,
Alemanha, Portugal entre outros paises de origem
caucasoide, cerca de 90% a 95% dos pacientes com
hemocromatose hereditaria apresentam
homozigose para a mutagdo C282Y, porém esta
relacdo sofre variacdes nas populacdes. Nos estu-
dos em individuos europeus, a homozigosidade
de C282Y em pacientes com hemocromatose va-
riou de 64% em pacientes italianos para 100% em
pacientes australianos. Em pacientes ingleses e fran-
ceses a homozigosidade para C282Y ocorre em
80% a 90%. Entretanto, a C282Y é ausente ou tem
freqUéncias alélicas baixas em populacdes ndo
caucasianas, isto é, africanas, asiaticas e popula-
cdes aborigenes australianas (MERRYWEATHER-
CLARKE et al., 1997).

No Brasil, os estudos de prevaléncia da
HH sdo ainda muito escassos, porém é possivel
encontrar um alelo mutante em 4% a 7% da popu-
lacdo geral da regido Nordeste do Pais (GOCHEE;
POWELL, 2001). Tendo em vista a heterogeneidade

genética observada no Brasil, devido a grande
mistura étnica de negroéides, caucasoides e
amerindios, a freqiiéncia da mutacdo C282Y pode
sofrer variagdo comparada a popula¢bes em ou-
tros paises. Além do que, em se tratando de um
pais geograficamente grande, nota-se a ocorréncia
de diferentes freqliéncias regionais devido as dife-
rentes etnias que colonizaram cada regiao
(Bittencourt et al.,2002). Assim, a regido Sul do
Pais com ascendéncia caucasotide deve apresentar
diferentes freqiéncias para a mutacdo C282Y quan-
do comparadas a populacdo da regido Nordeste,
por exemplo, de origem predominantemente
negréide.

A ocorréncia da mutacdo C282Y juntamen-
te com outras mutagdes como H63D e S65C em
individuos heterozigotos compostos mostram a
importancia da C282Y como quase que totalmente
determinante para a ocorréncia da hemocromatose,
pois estas quando se manifestam isoladamente
produzem fendtipos suaves da doenca e somente
associadas a C282Y conferem um aumento no ris-
co da sobrecarga de ferro. Também outras descri-
¢bes confirmam esta consideracdo como no caso
das mutacBes G168T e G169A que, quando herda-
das com a C282Y em cromossomos diferentes,
apresentam sinais da hemocromatose hereditaria
(PIPERNO et al., 2000).

Para a homozigosidade de C282Y, a ex-
pressdo fenotipica varia desde as taxas elevadas
de saturacdo de transferrina até os sintomas clini-
cos que podem mostrar-se diferentes de acordo
com o sexo e a idade do paciente. Estudos apon-
tam para uma penetrancia de 95% na sobrecarga
de ferro em homens homozigotos para C282Y com
mais de 40 anos de idade, sendo que 50% desses
homens apresentam outros sintomas. Em homens
com menos de 40 anos de idade, 80% tém sobre-
carga de ferro e 12% tém sintomas adicionais. A
sobrecarga de ferro é vista em 80% das mulheres
homozigotas para C282Y com idade superior a 40
anos, sendo que 13% dessas tém outros sintomas.
Somente 39% das mulheres com menos de 40 anos
tém sobrecarga de ferro, ndo apresentando sinto-
mas adicionais. Relacionando fendétipo e sexo, as
mulheres usualmente apresentam-se com fadiga e
pigmentacdo, visto que os homens apresentam-se
geralmente com cirrose e diabetes (MOIRAND et
al., 1997).

A hemocromatose tem um tratamento
extremamente simples baseado na retirada perio6-
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dica de sangue por flebotomia, levando a uma
expectativa de vida normal se a doenca for
diagnosticada antes do inicio de perigo severo para
os tecidos (Niederau et al., 1996) Em pacientes
identificados com a doencga, porém, sem maiores
complicacdes clinicas como cirrose hepética, a
probabilidade de sobrevivéncia € maior, juntamente
com a prevencdo das complicacdes.

A analise da frequiéncia da mutacio C282Y
na populacdo paranaense é relevante visto que se
trata da mais frequente mutagdo para a HH. Po-
rém, vale esclarecer que a auséncia de mutagdes
nao exclui o diagnostico para a doenca, pois estu-
dos mostram que cerca de 1 a 3% dos pacientes
ndo apresentam nenhuma das mutacdes em am-
bos os alelos. A auséncia de teste neonatal que
possa detectar a ocorréncia das mutagdes que le-
vam a HH provoca uma diminui¢cdo na qualidade
de vida dos individuos afetados, pois se ocorresse
um diagnéstico prévio desses individuos, o trata-
mento para normalizar os niveis de ferro preveni-
ria o desenvolvimento dos sintomas e as compli-
cacdes da doenca.

Devido a alta freqiiéncia na populagédo e
pelo tratamento simples, seria interessante iniciar
a triagem de toda a populacédo para se detectar 0s
afetados e realizar o tratamento preventivo. Varias
metodologias tém sido utilizadas na detecc¢do de
doencas hereditéarias e também na analise da HH
seria interessante o desenvolvimento de meto-
dologias que diminuissem o custo e agilizassem o
diagndstico preciso da doenca. Isto possibilitaria
uma triagem mais ampla na populacdo, permitin-
do a identificacdo precoce da doenga e mini-
mizando os custos de pacientes que sdo diagnosti-
cados tardiamente.

Materiais e métodos
Analise das amostras

Foram analisadas 289 amostras de indivi-
duos de naturalidade paranaense, cujo fendétipo
esta relacionado a origem caucaséide desta popu-
lacdo, com consentimento prévio informado, se-
guindo as normas legais. Destas, 129 amostras fo-
ram obtidas no campus da PUCPR e coletadas atra-
vés de uma picada, com lanceta automatica (Accu-
Chek®, da Softclix®,), na ponta de um dos dedos
da méo. O sangue foi depositado em papel filtro,

conservando o DNA do voluntario sem risco de
contaminacdo, com reducdo de custo e tempo da
andlise. Também se utilizaram 160 amostras de DNA
j& purificadas, com as mesmas caracteristicas étni-
cas, doadas pelo laboratério Genetika, para
complementacdo do numero de amostras.

PCR, SSCP e RFLP

Para analise do material genético fez-se
uso da técnica de PCR - Reacdo em Cadeia pela
Polimerase, que é a amplificacdo de regides espe-
cificas do DNA. Esta técnica permite a amplifica-
cdo de fragmentos desde 50 pares de bases até
mais de 3000 pares de bases. A PCR consiste em
trés fases: a) Desnaturagdo, onde por aquecimen-
to a dupla fita é aberta; b) Hibridagdo, onde
oligonucleotideos iniciadores (primers) comple-
mentares a uma seqiéncia de DNA-alvo encon-
tram esta seqUéncia especifica; ¢) Extensdo ou
Polimerizagdo da cadeia de DNA, que ocorre sob
acdo da Taq polimerase (enzima extraida de uma
bactéria termofilica, a Thermus aquaticus), a uma
temperatura de 72°C.

Para a PCR, os reagentes utilizados foram:
agua bidestilada, tampé&o de reacdo 10x [200mM Tris-
HCI (pH 8,4); 500mM KCl]; 2,5mM MgCl; 0,2mM de
cada DNTP; 50pmol de cada primer especifico para
amplificacdo do éxon 3 (C282Y 1. 5'-
CCTCTCCTCATCATCCTTCC-3’; C282Y 2: 5'-
CCCAGGGGGTACAGCCA-3) e 1,5U de Taqg DNA
Polimerase, em um volume final de 50ml. A cada
tubo foram adicionados 2ml da amostra de DNA ou
1mm? de papel filtro. Através da metodologia des-
crita por Raskin et al.(1993) as amostras foram sub-
metidas, antes da PCR propriamente dita, a 3 ciclos
prévios de aumento e diminui¢cdo da temperatura a
94°C e 4°C, a fim de promover a ruptura das célu-
las, facilitando a liberagdo do DNA. Tanto as amos-
tras de DNA quanto as de papel filtro passaram por
PCR nas seguintes condic¢des: 96°C por 3 min, para
desnaturacdo completa das amostras; em seguida a
temperatura foi reduzida para 80°C para que a Taq
Polimerase fosse adicionada. A isto se seguiram 40
ciclos de 92°C por 1’, 58°C por 30” e 72°C por 1.
ApG6s o término dos ciclos, houve uma extensdo
final a 72°C por 10 min. Ao fim da reagéo, proce-
deu-se a deteccdo do produto de PCR amplificado
através de eletroforese vertical, em 150V por uma
hora e meia em gel de poliacrilamida 10%, imerso
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em tampdo TBE 1X. Adicionou-se em cada poco
do gel 7ml do produto de PCR mais 2ml de corante
com azul de bromofenol. Aplicou-se um marcador
de massa molecular de 100pb no final do gel para
inferéncia do tamanho aproximado dos fragmentos
gerados nas PCRs. Foi detectado um fragmento de
400pb visualizado sob luz ultravioleta pela colora-
¢cdo com brometo de etidio.

A técnica de SSCP - Polimorfismo Con-
formacional de Fita Simples & uma técnica de
rastreamento de mutac¢Oes geralmente subsequen-
te a uma PCR, que permite uma detec¢do rapida e
sensivel da maior parte das mutacdes de um gene.
Ela é baseada na amplificacdo de regides especifi-
cas, seguida por desnaturacdo dos produtos e
eletroforese em gel de acrilamida (ORITA et
al.,1989). Consiste numa desnaturacéo do DNA por
calor a 92° por 4, que permite a abertura da dupla
fita e colocacdo rapida no gelo, evitando assim a
renaturacdo da dupla fita e permitindo pareamentos
na propria fita, formando estruturas tridimensionais
especificas nesta. Este produto de PCR é posteri-
ormente corrido em gel ndo desnaturante, por 28
horas, e corado com prata (SAMMONS et al.,1981).
A grande vantagem desta técnica é que quase to-
das as alteracBes na sequéncia de bases do frag-
mento amplificado, entre 50 e 400 pares de bases
podem ser detectados por desvios de mobilidade
no gel sem necessitar do uso de enzimas de restri-
cdo ou sondas alelo-especificas, com uma
confiabilidade de 98%.

A técnica de RFLP-Polimorfismo no Com-
primento de Fragmentos de Restricdo é baseada
na utilizagdo de enzimas especificas. Elas reconhe-
cem sequéncias especificas de nucleotideos, cor-
tando a fita dupla em locais denominados sitios de
restricdo. Para a mutacdo C282Y, as enzimas utili-
zadas foram SAU3AI e MBOI que foram incubadas
com o produto de PCR a uma temperatura de 42°C
overnight. A presenca do sitio de restricdo era en-
contrado em alelos mutantes conforme Figura 1.

Andlise estatistica
As freqUéncias alélicas e genotipicas fo-
ram calculadas usando a contagem direta.

Resultados e Discussao

A investigacdo da mutacdo C282Y, pre-
sente no terceiro éxon do gene HFE, indicou num

total de 289 amostras, uma frequéncia genotipica
de 96,5% homozigotos normais (n=279), 0,3%
homozigotos mutados (n=1) e 3,2% heterozigotos
(n=9). Os padrdes encontrados pela técnica SSCP
para individuos homozigotos normais ou
heterozigotos estdo representados na Figura 2.

O presente estudo demonstra a existén-
cia de diferencas regionais da mutacédo C282Y quan-
do comparada a outras populagdes de acordo com
a Tabela 1. Na populacdo de origem caucasoide, a
freqUiéncia estimada de homozigotos mutados é
de 1:300 e, portanto, na populagdo paranaense os
dados encontrados para estes individuos estdo de
acordo com a literatura. Os dados demonstram que
dos 289 individuos analisados, 1 € homozigoto
(0,3%) para a mutagdo C282Y, o que se aproxima
da proporg¢éo esperada de 1:300. Foram encontra-
dos 9 individuos heterozigotos (3,2%).

Nesta amostra da popula¢ido paranaense
96,5% dos individuos sdo homozigotos normais,
0,3% sdo homozigotos mutados e 3,2%
heterozigotos C282Y. Comparando as frequiéncias
encontradas na populagido paranaense com a po-
pulacdo da Alemanha e Italia, nota-se que estas
sdo muito semelhantes, o que se confirma com a
grande quantidade de descendentes dessas popu-
lacBes no Parana.

A sobrecarga de ferro é diagnosticada le-
vando em conta trés parametros bioquimicos: ni-
veis de ferro sérico, saturacdo de transferrina e
ferritina sérica. A HH é consequiéncia da sobrecar-
ga primaéria de ferro devida a uma absorcao exces-
siva pelas células e, na maioria dos casos, o diag-
nostico definitivo requer a realizacdo de uma
bidpsia hepatica. Porém, a recente caracterizagdo
do gene HFE e a demonstracdo de que mutacdes
neste gene estdo associadas ao desenvolvimento
da doenca, abrem a possibilidade, em alguns ca-
sos, de estabelecer um diagndstico molecular que
substitua a bidpsia hepatica. Desta forma, a bidpsia
hepética ficaria entdo restrita aos casos nos quais
houvesse suspeita significativa de uma sobrecarga
de ferro suficientemente grande que possibilitasse
a existéncia de dano hepético como cirrose ou
fibrose e o teste molecular para C282Y fosse nega-
tivo.

Embora ndo existam dulvidas de que a
mutacao C282Y cause HH, ha uma grande variabi-
lidade de manifestagbes clinicas nos individuos
homozigotos e heterozigotos explicada pela
penetrancia incompleta da mutacdo. Por isso, a
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pesquisa da mutacdo C282Y permite identificar os
homozigotos e afirmar, com grande probabilidade
de acerto, que, na auséncia de perdas sanguineas,
eles desenvolverdo sobrecarga de ferro, enquanto
que nos heterozigotos C282Y ou heterozigotos
compostos (C282Y/H63D) esse risco € menor. E
interessante enfatizar também que, outros estudos
tém mostrado que a sobrecarga de ferro em paci-
entes com HH é maior em C282Y homozigotos
guando comparada a heterozigotos compostos.
Além disso, para a mutagdo C282Y, a condi¢do de
heterozigoto composto produz fenétipos suaves
da doenca enquanto que a homozigosidade esta
relacionada a sintomas mais severos.

Tendo em vista a grande heterogeneidade
genética da populagdo do Brasil, & necessaria uma

triagem de outras fracBes desta, ja que se conclui
gue as diferentes frequiéncias da mutacdo C282Y es-
tdo relacionadas com as diferencas regionais no pais.

Através do desenvolvimento da analise do
gene HFE com a caracterizacdo da frequiéncia da
mutacdo C282Y na populagdo paranaense, perce-
be-se que o prévio diagndstico da HH através da
analise molecular seria extremamente vantajoso,
tanto no aspecto social (com menos gasto por par-
te do governo no tratamento de afetados) como
no aspecto individual (evitando o aparecimento
de sintomas clinicos em individuos afetados). Vis-
to que a freqliéncia desta mutacdo é alta, a tria-
gem da populacdo permitiria a prévia detec¢do da
doenca, aumentando, assim, a qualidade de vida
dos individuos afetados.

Tabela 1: FreqUiéncias genatipicas paraa mutacdo C282Y na popul agéo geral

Populacdo N.° C282Y homozigoto | C282Y heterozigoto
amostral
Estados Unidos n= 3353 0-1% 1,8% - 13%
Canada n=1084 0-0,3% 8,4% - 8,6%
Inglaterra n=469 0,5% — 1% 5,9% - 7,6%
Franca n=644 0-0,8% 1% - 6%
Alemanha n=268 Ausente 3,3%- 7%
[tdia n=230 Ausente 1,1% - 2,2%
Austrdia n=189 Ausente Ausente
Africa n=483 Ausente 0-0,5%
Aborigenes australianos n=93 Ausente Ausente
Brasil Regi&o Sudeste’ n=160 Ausente 4,4%
Regido Sul n=289 0,3% 3,2%

NOTA: T Populaco de Ribeiréo Preto, SP. (CALADO et al.,2000).

FONTE: HANSON et al. (2001).
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Analise da freqliéncia da mutagdo C282Y na populacdo paranaense

Figura 1: Padrdes resultantes da digestdo com enzimas de restricao.

1 2 3 4

NOTA: 1- heterozigoto; 2- homozigoto normal; 3- homozigoto mutado; 4- marcador de massa molecular de 50pb. A seta superior indica o
fragmento de 400pb, enquanto que a seta inferior indica o fragmento de 250pb. Gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio
FONTE: Os autores.

Figura 2: Padrdes encontrados para a mutacao C282Y.

|

NOTA: A seta indica o padrdo heterozigoto alelo selvagem/mutacdo C282Y. Gel de poliacrilamida 10% corado com prata. Todos o0s outros
padrdes sdo homozigotos normais alelo selvagem/selvagem
FONTE: Os autores.
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