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Resumo

A beta talassemia é um dos mais freglentes distirbios genéticos no mundo.

Esimase que 1,5% a 3% da populacdo mundial sgja portadora do trago
talassémico. Esses portadores geralmente sdo oligo ou assintométicos e tém uma
expectativa de vida semelhante a dos ndo portadores. Entretanto, niveis elevados
de ferritina sérica tém sido observados em a guns estudos comparativos entre beta
talassemia heterozigota e ndo portadores e, alguns individuos, que nunca foram
transfundidos, apresentam sinais clinicos e laboratoriais de sobrecarga de ferro. A
fisopatologia dessa complicacdo continua em discussdo. Varios pesquisadores
tém sugerido um efeito modulador da mutacdo do gene da beta globina e
mutagdes em genes codificadores de proteinas relacionadas ao metabolismo do

ferro.  Mutagbes no gene HFE sdo as mais freqlentemente associadas a
hemocromatose hereditaria. O objetivo do presente trabalho foi avaiar a
freqiéncia das mutacbes C282Y e H63D no gene HFE em portadores de beta
talassemia heterozigota e analisar sua influéncia no metabolismo do ferro. Foram
estudados 162 portadores de beta talassemia heterozigota, residentes na cidade de
S8o Carlos ou regido, caucasbides e, acompanhados no servico de Hematologia. O
diagnostico de trago talassémico foi confirmado em todos por meio do eritrograma
e da quantificacdo da Hb A, e Hb feta por HPLC. O metabolismo do ferro foi

avaliado pelas dosagens de ferro sérico, capacidade tota de ligacdo do ferro,

ferritina e saturacdo da transferrina e, a andlise molecular das mutacGes no gene
HFE, pela técnica de PCR-RLFP. Foram realizadas andlises de correlagéo linear

de Pearson por idade e género entre hemoglobina, Hb A, VCM e contagem de



reticulécitos e os valores de saturacdo de transferrina e a ferritina sérica. As
comparagOes entre 0s grupos para avaliacéo da saturacdo de transferrina foram
feitas pelo teste t-student e, para a ferriting, pdo teste Mann Whitney. Foram
detectados 36 heterozigotos e trés homozigotos para H63D; sete heterozigotos
para C282Y e dois duplo heterozigotos. Ferritina sérica abaixo de 20 ng/mL foi
observada em 3,7% e acima de 200 ng/mL em mulheres e 300 ng/mL em homens
em 22,22% dos individuos. Desses apenas 16,7% tinham saturacéo de
transferrina acima de 45%. Dos cinco talassémicos que eram portadores de
homozigose para H63D ou duplo heterozigotos para H63D e C282Y, apenas dois
tinham ferritina acima de 500 ng/ml. N&o houve diferenca estatisticamente
significante nos valores de ferritina e saturacéo de transferrina entre os portadores
de heterozigose para H63D e os com gendtipo normal. Entretanto, a diferenca foi
estatisticamente significante entre homens e mulheres e entre as faixas etérias.
N&o foi observada correlacdo entre os parametros hematol 0gicos e os valores da
ferritinae os da saturacdo de transferrina. Os resultados obtidos confirmam a alta
freqiéncia do polimorfismo H63D e de niveis elevados de ferritina €rica nos
portadores de beta talassemia heterozigota. Todavia, ndo confirmam a influéncia
desta mutagcdo, em heterozigose, no metabolismo do ferro desses individuos, nem

sua correlacéo com os parametros hematol 6gicos.

Palavras-Chave: hemocromatose hereditaria; gene HFE; beta talassemia;

ferritina; saturacéo da transferrina, sobrecarga de ferro.



Summary

Beta thalassemia is one of the most frequent genetic disorder in the world. It is
estimated that 1.5% to 3% of the world population is athalassemia carrier. These
individuals are generally dlightly symptomatic or asymptomatic and they have a
life expectancy similar to those who are non-carriers. However, high levels of
serum ferritin have been observed in some comparative studies between
heterozygous for beta thalassemia and non-carriers, and some individuals that
were never transfused, present clinic and laboratories signs of iron overload. The
physiopathology of this disease continues in discussion. Several researchers have
suggested a modulator effect from the mutation of the beta globin gene and
mutations in genes related with the iron metabolism. Mutations of the gene HFE
are the most frequently associated to the hereditary hemochromatosis. The aim of
this study was evauate the frequency of C282Y and H63D mutations in the HFE
gene in beta thalassemia carriers, and analyze its influence in the iron metabolism.
162 beta thalassemia carriers Caucasoid, residing in the city of Sao Carlos or
region and accompanied in the Hematology service were studied. The diagnostic
of thalassemia trait was confirmed in every one through a complete erythrogram
and quantification of Hb A and Hb fetal by HPLC. The iron metabolism was
evaluated by serum iron, total iron-binding capacity, serum ferritin and percent
saturation of transferring. The molecular analysis of the mutations in the HFE
gene was made by PCR-RLFP. There were made anaysis of linear Pearson’
correlation by age and gender, among hemoglobin, Hb A, VCM and among

reticulocytes count and the values of saturation of transferrin and serum ferritin.



Comparisons between the groups for evaluation of the transferrin saturation were
done by the t-student test and for the ferritin by Mann Whitney. There were
detected 36 heterozygous and three homozygous for H63D; seven heterozygous
for C282Y and two compound heterozygous C282Y/H63D. Serum ferritin under
20 ng/ml was observed in 3,7% and it was above 200 ng/ml in women and 300
ng/ml in men in 22,22% of the subjects. From those, only 16,7% had increased of
the saturation of transferrin. From the five beta thalassemia with homozygous for
H63D and compound heterozygote H63D /C282Y/, just two had ferritin above 500
ng/ml. There wasn't a statistically significant difference of the values of ferritin
and saturation of transferrin between the carriers of heterozygous for H63D and
those with normal genotype. However, the difference was statistically significant
between men and women and among the age range. There was not correlation
between the hematological parameters and the values of ferritin and transferrin
saturation. The results confirm the elevated frequency of H63D polymorphism
and the elevated levels of serum ferritin in beta thalassemia carriers. Still, they do
not confirm the influence of this mutation in heterozygous, in the iron metabolism

of these individuals nor the correlation of the hematological parameters.

Key words: hereditary hemochromatosis; HFE gene; beta-thalassemia; ferritin,

saturation of transferrin, iron overload.
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Introduc&o 19

1 Introducédo
1.1 Beta Talassemia

A molécula de hemoglobina (Hb) Figura 1) € uma proteina conjugada
com peso molecular de aproximadamente 64500 daltons, formada por quatro
subunidades, cada uma delas composta de uma cadeia globinica e um grupo heme
(ferro e protoporfirina). Estas cadeias sdo dobradas e gjustadas para formar um
tetrémero globular. E o principal componente do citoplasma da céula vermelha,
correspondendo a 90% do peso seco da hemacia. Sua principal funcdo é
transportar o0 oxigénio dos avéolos pulmonares para os tecidos (DESSY PRIS,

1999; NUSSBAUM; McINNES; WILLARD, 2002).

Figura1l. Modelo tridimensional da estrutura quaternaria da molécula da hemoglobina*.

* Disponivel em http://www.bio.davidson.edu/Courses/M ol bi o/M ol Students/spring/2005/Heiner/

hemoglobin_ribbon_4subunits.jpg acesso em 8/01/07.
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No individuo adulto encontram: se trés tipos de hemoglobinas: ado tipo A,
formada por duas cadeias alfa e duas cadeias beta; a HbA2 com duas cadeias alfae
duas delta; a Hb fetal com duas cadeias alfa e duas gama. No periodo embrionario
sd0 produzidas também as hemoglobinas Growerl (?2e2), Grower2 @2e2) e a
Portland (721 2). A hemoglobina Grower 1 esta presente até a 4% semana de
gestacdo. Apos este periodo e até a 122 semana as hemogl obinas encontradas séo a
Portland e a Grower 2. Ao término desta semana ndo ocorre mais producéo de
hemoglobinas embrionérias, predominando a sintese da hemoglobina fetal, que se
inicia a0 redor da 42 semana. Essas mudancgas temporais sdo acompanhadas
também da mudanca no sitio principal da eritropoese (NUSSBAUM; McINNES;
WILLARD, 2002). As hemoglobinas embrionarias sdo sintetizadas no saco
vitelino entre a 32 e a 8 semana. A partir da 5% semana a producéo hepética se
inicia.

A sintese da Hb A ocorre a partir da 108 semana mantendo-se em
concentracOes proximas a 10%, até o nascimento. A Hb A, é sintetizada em
concentragdes reduzidas da 252 semana até o nascimento. NOS primeiros meses
aumenta lentamente até se estabilizar no 6° més de vida A Hb fetd é
predominante durante a vida fetal e constitui cerca de 70% da hemoglobina total
do recém nascido. Ao contrario da Hb A, diminui progressivamente até que, ao

redor do 6° més, é de aproximadamente 1%.

Embora as cadeias beta possam ser detectadas no inicio da gestacdo, sua
sintese torna-se significativa apenas perto do nascimento. Aos seis meses quase

toda a hemoglobina presente € do tipo A. A sintese das cadeias gama também
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continua apos 0 hascimento, mas, a Hb A, (a2d2) geralmente ndo contribui com

mais de 3,5% da hemoglobina total do adulto.

Os genes para as cadeias adfa ou smilares a afa (?) estdo agrupados em
uma disposicdo em tandem no cromossomo 16 (DIESSEROTH et d.,1977) e
agueles para cadeias beta ou similares a beta (G?, A?, d, e €) estdo no
cromossomo 11 (FRITSCH et al., 1980). Em cada copia do cromossomo 16
existem dois genes idénticos de alfa globina (a1l e a2) e o gene zeta. Dentro do
complexo génico da beta globina existe uma grande homologia entre os diferentes
genes, por exemplo, as globinas beta e delta diferem em apenas 10 aminoécidos
dentre os 146. Os genes dos agrupamentos alfa e beta sdo dispostos na mesma
orientagdo transcricional e, em cada grupo estédo situados na mesma ordem

sequencial na qual sdo expressos durante o desenvolvimento.

A mudanga na express8o dos varios genes de globina durante o
desenvolvimento é um exemplo classico da regulacdo ordenada da expressdo
génica desenvolvimental. Acredita-se que todos o0s genes de globina surgiram de
um gene ancestral comum, pois os dois tipos assemelham-se muito, tanto no
tamanho como na segiiéncia dos aminoacidos e na configuracédo tridimensional. A
cadeia afa possui 141 aminoécidos e a beta 146. Como séo codificadas por genes
em locos separados, uma mutagdo de ponto afeta apenas uma ou outra cadeia e
ndo ambas. A producdo de cadeias de globina similares a a e a b € equimolar

(NUSSBAUM; McINNES; WILLARD, 2002).

A beta globina é codificada por um gene estrutural, localizado no braco

curto do cromossomo 11 em uma regido de 70 kb (Figura 2). O grupamento
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contém cinco genes funcionais e um pseudogene: 5 ? - Gy — Ay —f3,d -3 3.
Antes do inicio do complexo da R globina locaiza-se a regido controladora do
I6cus (LCR), que € essencial para a expressao de todos esses genes. A seqliéncia
gendmica abrange 1600 bp, sendo que a regido transcrita esta contida em 3 exons
separados por 2 introns ou sequéncias intercaladoras (IVS). O primeiro exon
codifica os primeiros 29 aminoécidos e as duas primeiras bases do cddon 30, o
exon dois os aminoé&cidos de 31 a 104 e a terceira base do cddon 30 e o exon trés
os aminoacidos de 105 a 146. Além disso, o exon dois codifica os residuos
envolvidos na ligacdo do heme e na formacdo do dimero al3, enquanto os exons
um e trés codificam as regifes de ndo ligagdo com o heme da cadeia da beta
globina. Sequiéncias importantes para a funcdo do gene sdo encontradas na regido
promotora 5’, nas jungdes exortintron e na regido ndo traduzida 3' (3'-UTR) no

final das sequiéncias do RNA mensageiro (THEIN, 2005).

O promotor do gene da beta globina inclui trés elementos. o TATA
(posicoes -28 a -31), o CCAAT (-72 a -76) e o motivo CACCC duplicado
(proximal a posicdo -86 a -90 e distal a posicdo -101 a -105). Os elementos
CCAAT e TATA sdo encontrados na maioria dos promotores eucariotos, porém, a
seguiéncia CACCC é encontrada predominantemente nos promotores das células
eritroides e sua ligagdo ao fator semelhante Kruppel eritréide (EKLF), parece ser
crucial para a expressao do gene da beta globina (MARINI et al., 2004). Além
desses motivos, a regido anterior ao promotor do gene da 3 globina contém dois
outros ligantes do fator de transcricdo eritrdide GATA 1. Um outro acentuador

também é encontrado no intron dois na posicdo 3' do gene da beta globina e, esta



Introducéo 23

localizado a 500 a 900 bp do sitio da cauda de poli A (TRUDEL;

CONSTANTINI, 1987).

A regido 5'UTR ocupa uma regido de 50 nucleotideos entre o sitio CAP
(inicio datranscricéo) e o codon deinicio (ATG). Ha duas sequiéncias conservadas
em 5 UTR, aCTTCTG encontradas entre 8 e 13 nucleotideos abaixo do sitio CAP
(+8 e +13) e a CACCATG localizada trés nucleotideos apos o sitio de iniciacéo
(ATG). A regido 3'UTR abrange a regido entre o cddon de término (TAA) e a
cauda de poli(A). E composta de 132 nucleotideos com uma seqiiéncia
conservada, a AATAAA, localizada 20 nucleotideos antes da cauda de poli (A).
Essa seqliéncia € o sinal para a clivagem no final 3' do primeiro transcrito e
adicdo da cauda de poli A, que confere estabilidade ao RNAmM processado e

aumento da tradugdo (THEIN, 2005).

Familia do gene alfa Intron Intron

w CCART s TATA s £ Ell E-ll se Aventuador
5 1-31 32-99 100-141 3

Cromossomo 16

ERENE ENNRRNRRRR CWRRCCCWE W

£ 4 oy o o
| 30 kb |
Familia do gene beta Intlmn Intll'on
w CCAAT == TATA s E-l E-ll E-ll =5 Acentuador »
3 1-30  31-104 105-146 3
Cromossomo 11
€ Gy Ay By & B ’

} 60 kb |

Figura 2. Estrutura dos genes que codificam a afa e a beta globina, ilustrando dois dos trés

motivos presentes no promotor do gene da beta globina* .

* Disponivel em http://www.mun.ca/biology/scarr/Fgl7_19.gif acesso em 5/01/07.
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As sindromes beta talassémicas constituem um grupo de doencas
hereditéarias caracterizadas por deficiéncia genética na sintese das cadeias de beta
globina. Cerca de 200 mutacles ja foram identificadas*. Diferentes graus de
lesbes nos genes do agrupamento beta podem ocorrer como mutacdes pontuais,
pequenas delectes ou adicdes de bases tanto em regides flanqueadoras 5° ou 3" do
gene, como em regides codificadoras. Porém, somente algumas destas atingiram
freqliéncia elevada, provavelmente relacionada com a protegdo contra a maléria

(LUKES,1999; SINISCALCO et al., 1966).

As mutagbes no gene da beta globina freqlientemente causam doenca, pois
uma Unica mutagdo afeta 50% das cadeias produzidas enquanto que, na cadeia
alfa, afeta apenas 25% delas. Por outro lado, as mutagdes de beta globina ndo tém
consequiéncias pré-natais, ja que a ? globina € a principal cadeia antes do

nasci mento.

A talassemia beta tem sido descrita em varios grupos étnicos sendo
especiamente comum no Mediterraneo, Asia e algumas regides da Africa
Estima-se que 1,5% a 3% da populacdo mundial € portadora do traco talassémico
0 que corresponde a 90 a 150 milhdes de pessoas, e que aproximadamente 60.000
novos casos ocorram anualmente (LUKES,1999; GALANELLO et a., 2003). Em
regides de alta prevaléncia sua incidéncia pode acancar até 30% (CAO et 4.,

1996).

* htpp://www.globin.cse.psu.edu/
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Existem duas variantes a élicas da beta talassemia: 13° talassemia na qual

ndo ha nenhuma sintese de beta globina e 3" onde ha apenas reducdo dessa sintese.
A maioria das beta talassemias sdo causadas por mutagdes de ponto no gene ou
proximas as regides flanqueadoras. A Unica delecdo comum € parcia, de 619
pares de bases na extremidade 3' do gene, em pacientes de origem asiatica. A
maioria das mutacOes que reduz a quantidade do RNAm de [3-globina sdo de trés
tipos. mutantes de promotor, de recomposicdo do RNA e de acréscimos nas
extremidades 5' e 3'. Uma peguena porcentagem de pacientes tem mutactes sem
sentido ou mudanca de matriz de leitura na regido codificante do gene, o que leva
a sintese de polipeptideos instaveis e curtos de beta globina. Algumas variantes
estruturais de hemoglobina também prejudicam o0 processamento do RNAmMm,
como na hemoglobina E (DESSYPRIS, 1999; NUSSBAUM; MCcINNES,
WILLARD, 2002). Na regido sudeste do Brasil as mutacdes mais fregientes sdo

R° CD 39, B"IVSI-110, B IVSI-6 e B° IVSI-1 (SONATI et al., 1996).

A fisiopatologia da beta talassemia esta relacionada ao desequilibrio entre
as globinas alfa e beta. As cadeias alfa, sintetizadas normamente, acumulamse
nos eritroblastos e em seus precursores durante a hematopoese sob forma de
corpos de inclusdo, que danificam a membrana celular levando a destruicéo
prematura destas células, eritropoese ineficaz e, finamente anemia. Na beta
talassemia magor (homozigota ou mais frequentemente duplo heterozigota) a
producdo de cadeia beta é significativamente comprometida, porque ambos 0s

genes sdo mutantes. O acentuado desequilibrio de producdo dessas cadeias
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ocasiona anemia grave, hiperplasia eritroide e hematopoese extramedular

(TAKESHITA, 2002).

Os pacientes geralmente apresentam retardo de crescimento, ictericia,
hepatoesplenomegalia e expansdo da medula Ossea. Aproximadamente 80% dos
gue ndo recebem tratamento morrem antes dos cinco anos. Aqueles que recebem
apenas transfusdo sanguinea morrem antes dos trinta anos, em decorréncia de
infecgbes ou hemocromatose, e 0s que sdo tratados com transfusdes e terapia de
guelacdo do ferro, sobrevivem aém da terceira década. Nesses pacientes a
sobrecarga de ferro parece ser decorrente das repetidas transfusdes de sangue e do
aumento da absorcdo intestinal do ferro, ocasionado pela intensa eritropoese
ineficaz. Esse acumulo acarreta problemas clinicos semelhantes aos da

hemocromatose priméria (TAKESHITA, 2002).

Na talassemia minor, apenas um gene da globina beta € defeituoso. Os
portadores podem ser 8" ou 3° de acordo com a diminuigdo ou auséncia na sintese
de cadeia beta, respectivamente. O portador geramente € assintomético e seu
diagnostico realizado através de exames de rotina (TAKESHITA, 2002). A
anemia € leve ou ausente. A contagem global de eritrécitos geralmente € elevada
com reducdo acentuada do volume corpuscular médio (VCM) e da hemoglobina
corpuscular média (HCM). A concentragdo hemoglobinica corpuscuar meédia
(CHCM) é normal ou ligeiramente diminuido. O grau de reducéo do VCM parece
estar diretamente relacionado ao grau de reducdo da sintese da beta globina

(RUND et al., 1992).
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Laboratorialmente a forma minor é caracterizada por aumento da Hb A
(3,5% a 8%) e nivels discretamente aumentados ou normais de Hb Fetal. As
hemécias apresentam resisténcia osmética bastante elevada. A eritrocinética
geralmente € normal, porém, pode haver discreta diminuicdo da sobrevida dos
eritrocitos e leve eritropoese ineficaz (PEARSON et a., 1960; DESSYPRIS,
1999), ndo estando relacionada com o risco de grave sobrecarga de ferro

(PIPPARD; WAINSCOAT, 1987).

Os portadores de beta talassemia geramente evoluem sem complicacfes
clinicas relacionadas a0 defeito genético. Todavia, aguns estudos tém
demonstrado a presenca de sobrecarga de ferro em aguns desses pacientes.
Edwards et a. (1981) estudando uma familia de portadores de beta talassemia
minor encontraram cinco individuos com hemocromatose nédo transfusional, trés
criangas com idade abaixo de dez anos e dois adultos jovens. Nesse estudo apenas
os individuos homozigotos para hemocromatose tinham sobrecarga de ferro
independente da presenca ou ndo de talassemia. Fargion et al. (1982) detectaram
elevacdo dos niveis de feritina, principalmente em homens e, em 1985, os
mesmos autores sugeriram um possivel sinergismo entre a talassemia e mutagdes

em genes rel acionados a absor¢do de ferro.

Apobs a descoberta do gene HFE em 1996 as pesquisas se intensificaram e,
jd em 1997 Rees et a. relatou a ocorréncia de hemocromatose ndo transfusional
em talassemia intermediaria associada a mutacdo C282Y do gene HFE. Piperno et
al. (2000) estudando pacientes portadores de talassemia e hemocromatose

concluiram que o traco talassémico agrava o quadro clinico de hemocromatose
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apenas em homozigotos para C282Y. RuizArguilles et a. (2001), no México e
Melis et al. (2002), na Itdlia, detectaram sobrecarga de ferro em talassémicos que
possuiam outra mutacdo no gene HFE, a H63D. Maryam Jazayeri et al. (2003)
estudando pacientes iranianos com niveis elevados de ferritina ndo observaram
associagao com mutacoes do gene HFE. Os mesmos resultados foram obtidos em
iranianos por Garewa et al. (2005). Todavia, Rute Martins et a. (2004), em
pacientes portugueses, detectaram agravamento do fendtipo da beta talassemia
heterozigota quando associada a mutacdo H63D do gene HFE. Os autores

sugeriram a existéncia de um efeito sinérgico entre essas duas mutacoes.

1.2 Metabolismo do Ferro

O fero € um elemento essencial para a maioria dos seres Vivos,
indispensavel em varios processos metabdlicos. Sua principal caracteristica €
capacidade de doar e receber el étrons, sendo um importante componente de varios
citocromos e enzimas, incluindo as utilizadas na sintese do DNA. Uma importante
funcdo do ferro € a participacdo deste elemento na eritropoese. Entretanto, devido
a0 seu potencial oxi-redutor, as quantidades desse metal devem ser rigorosamente
controladas, pois, quando em excesso, podem produzir radicais livres que agridem
os lipideos, as proteinas e os acidos nucléicos celulares (ANDREWS, 2005;

FRAZER; ANDERSON, 2005).

A molécula de hemoglobina é formada de quatro subunidades, cada uma
contendo um grupo heme e um &omo de ferro capaz de se ligar a uma molécula
de oxigénio. Na medula Gssea cerca de dois gramas de hemoglobina sdo

produzidas diariamente. A quantidade de ferro absorvida e a disponivel na
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circulacdo, sdo cerca de 20 vezes menores que a necessaria. Como resultado, o
ferro ligado a transferrina é substituido vérias vezes ao dia, reciclando o ferro
armazenado. As reservas sd80 mantidas, através do ferro liberado durante o
processo de fagocitose das hemacias envelhecidas, que ocorre nos macréfagos do
sistema reticulo-endotelial. (CAVIL, 2002). A absor¢do diaria de ferro é de
aproximadamente 1 a 2 mg e, mesmo em situacbes de aumento da demanda, a
taxa raramente excede 6 mg ao dia. Para a hemoglobinizacdo de novos eritrocitos

s80 necessarios 20 a 25 mg de ferro diario.

As reservas desse eemento nos seres humanos sd0 extremamente
variaveis. Em mulheres pré-menopausa estdo ao redor de 300mg, devido as
perdas sanguineas menstruais e do aumento das necessidades nas gestacdes, e, em
adultos do sexo masculino pode acancar até um grama. Metade desse ferro é
encontrado na hemoglobina dos eritrocitos e seus precursores. Em condigdes
normais sua concentracdo organica é estavel e suficiente para satisfazer as

necessidades da eritropoese e da incorporagdo na hemoglobina

Para a manutencdo do equilibrio homeostético € necessario um controle
rigoroso da absorcao, pois, a eliminacdo é pequena, ocorrendo principa mente por
perda sanguinea e descamacao celular. Ndo existem mecanismos fisioldgicos que

regulem sua excregao.

O ferro presente nos alimentos se encontra sob duas formas. a heme e a
nd heme. A absorcdo do ferro, principamente o nd heme, € extremamente
dificil e dependente de varios fatores como a sua forma quimica, os &acidos

organicos e a secrecdo écida gastrica (MACKENZIE; GERRICK, 2005). Os
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mecanismos de regulacdo do ferro heme sdo pouco conhecidos. Sua absor¢éo no
[imen da porcéo proximal do intestino delgado ocorre pela digestdo proteolitica
da hemoglobina e mioglobina. O heme liberado € absorvido pela membrana apical
e, clivado no lisossomo pela enzima heme oxidase em hilirrubina e Fe?*. O
mecanismo de liberacdo do ferro desse compartimento para o citosol também néo

é conhecido (MACKENZIE; GARRICK, 2005).

Nas Ultimas décadas muitos estudos foram realizados para elucidar os
mecanismos que controlam o processo de absorcdo do ferro ndo heme. Porém,

somente nos ultimos anos algumas moléculas chave foram descobertas.

A primeira etapa desse mecanismo € a captagdo do ferro, presente na luz
intestinal, para o enterécito, através da membrana apical. A proteina resporsavel
por esse transporte € um transportador de metal bivalente, a DMT1. Portanto, o
ferro que em sua maioria se encontra no estado férrico (Fe**), necessita ser
reduzido para a forma ferrosa (F€**). A enzima responsavel por esse processo
parece ser uma ferroredutase, a Dcytb (ANDREWS, 2005). O DMT1 e a Dcytb
estdo presentes na membrana apical dos enterécitos maduros, nas vilosidades do
duodeno proximal, e sua regulacdo esta associada a quantidade de ferro corporal

(MACKENZIE; GARRICK, 2005).

Dentro da cglula o ferro pode ser armazenado sob a forma de ferritina e,
posteriormente perdido na descamagdo celular, ou absorvido para a corrente
sanglinea. O mecanismo de transporte para a membrana basocelular € pouco
conhecido, sendo provével que o ferro se ligue a uma chaperona o que manteria

sua solubilidade (ANDREWS, 2005). O transporte através da membrana
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basocelular para o plasma € mediado por uma proteina transportadora, a
ferroportinal, encontrada em grande quantidade no figado, baco, rins, coracao,
placenta e células duodenais, sendo também responsavel pela liberacdo do ferro
armazenado nos macréfagos e hapatocitos (DONOVAN et al., 2000). Finalmente,
na corrente sanguinea o ferro necessita ser novamente oxidado para ser captado
pela transferrina. A enzima responsavel por esse processo parece ser a hefestina.

(VULPE et a.,1999; DONOVAN, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Absor¢édo do ferro (Adaptado de BRITTENHAM et a., 2001).

O ferro ligado a transferrina é transportado, pelo sistema porta, para o
figado onde é armazenado, associado a ferritina e hemossiderina (KAWABATA
et a., 1999; FLEMING et al., 2000). A transferrina € uma proteina plasmatica que

tem a capacidade de transportar dois &omos de ferro.
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Seu transporte para dentro das células é realizado através dos receptores da
transferrina, TRF1 e TRF2, localizados na superficie celular. Cada receptor pode
se ligar a duas moléculas de transferrina. O TRF1 é expresso em todas as células
do organismo, geralmente em pequena quantidade, porém, é altamente expresso
nos precursores eritroides, linfacitos ativados, trofoblastos do sincicio placentério
e células tumorais. O TRF2 se expressa principal mente nos hepatocitos, ndo sendo
regulado pela sobrecarga de ferro hepédtico (KAWABATA et d., 2000;

FLEMING et a., 2000).

As principais células de armazenamento do ferro sdo 0os macréfagos e os
hepatdcitos, oriundos de fontes diferentes. O ferro liberado pela destruicéo dos
eritrocitos e o ferro medicamentoso sdo estocados nos macréfagos. Os hepatocitos
armazenam o ferro livre e 0 que estava ligado a transferrina.  Essas células tém
grande capacidade de armazenamento, podendo conter até 10 vezes a quantidade
normal, sem evidéncias de dano hepatocelular (ANDREWS, 2005). Em nivel
molecular, o ferro é armazenado primariamente na forma de ferritina (THEIL,
2003). Cada molécula desta proteina acomoda cerca de 4500 a&omos de ferro. A
degradacdo da ferritina forma a hemosiderina, um conglomerado de ferro néo
homogéneo com restos de produtos de membrana e proteinas. O ferro da

hemosiderina ndo consegue ser mobilizado.

A ferritina € encontrada em pequenas quantidades no plasma. Sua
concentracdo é diretamente relacionada com a quantidade de ferro armazenado e,
por isso, sua dosagem tem sido usada rotineiramente, para avaliagdo das reservas

organicas (WALTERS et al., 1973; BASSET et al., 1984). A absorcéo de ferro é
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influenciada por vérios fatores como: as reservas de ferro, a taxa de eritropoese,
hipoxia, inflamacdo e gravidez. Esses fatores atuam modificando a expresséo
duodenal daDMTL1, Dcytb e ferroportina 1. Varios mecanismos de regulacdo tém
sido sugeridos. A concentracdo de DMT1 e Dcytb é fortemente afetada pelas
quantidades de ferro nos enterécitos. Esse mecanismo de regulagdo parece ser
mediado pelas proteinas reguladoras do ferro (IRPs), que se ligam aos elementos
responsivos  (IREs) presentes no RNAmM da enzima DMTL1 intestinad,
estabilizando a molécula, e aumentando sua concentracdo enzimética. A molécula
da enzima Dcytb ndo possui dominio para ligacdo com proteinas reguladoras do
ferro, sugerindo um mecanismo de controle diferente (MACKENZIE; GARRICK,

2005; FRAZER; ANDERSON, 2005).

O mais recente e importante avanco nessa area foi o reconhecimento do
figado como érgdo central desse mecanismo. Sua acdo esta relacionada a sintese
de um pequeno peptideo de 25 aminoacidos, a hepcidina. Estudos indicam que a
hepcidina se liga diretamente a ferroportina ocasionando sua interiorizagdo e
posterior degradacéo. Nas células intestinais a auséncia da ferroportina leva a uma
diminuicdo da liberagdo do ferro para a corrente sanguinea e, conseqientemente
aumento do ferro celular e bloqueio de sua absorcdo (NEMETH et al., 2005;
WESSLING-RESNICK, 2005.) Da mesma maneira, a liberacdo do ferro dos
macroéfagos é inibida.

A sintese da hepcidina é regulada pelas quantidades de ferro, de oxigénio e
por citocinas liberadas durante processos inflamatérios. O aumento da oferta de

ferro, pela aimentacdo ou por transfusbes sanguineas, estimula sua sintese, e a
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oferta inadequada de oxigénio, com aumento compensatorio da eritropoese,
diminui a concentragdo desse hormonio, facilitando a absor¢do intestina e a

liberacéo do ferro armazenado.

Estudos recentes em portadores de sobrecarga de ferro tém identificado
trés moléculas que desempenham um papel fundamental na regulagdo da
expressao da hepcidina (PAPANIKOLAOU et a., 2004; GANZ, 2005; FRAZER,;
ANDERSON, 2005; PIETRANGELO, 2006). A primeira descritafoi a HFE, uma
proteina da superficie celular, composta de 343 aminoéacidos, cuja estrutura inclui
um grande dominio extracelular, formado de 3 ac¢as (al a a3), um Unico dominio
transmembrana e uma pequena cauda citoplasmética (FLEMING; BRITTON,
2006) (Figura4). Para estabilizacdo, transporte intracitoplasmatico e expresséo da
HFE na superficie celular e nas membranas endossomais, € necessaria a ligagéo
com a [ microglobulina, que se faz pela alca a3. Nesse mesmo dtio ocorre a
interacdo com oOTfR1. MutagOes que afetam associacdo podem ocasionar
sobrecarga de ferro. A proteina HFE é expressa em varios tecidos, principalmente
no figado, sendo pouco influenciada pelas mudancas da concentracdo do ferro
organico. Nenhum elemento responsivo ao ferro foi encontrado em seu RNAm e

nem identificado na regido promotora do gene HFE.
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Figura 4. Estrutura basica da proteina HFE*.

Outra proteina importante no metabolismo do ferro e expressa
principalmente pelas células hepéticas € o receptor de transferrina 2 (TfR2).

Mutagdes no gene que a codifica ocasionam disturbios semel hantes aos do HFE.

A Ultima proteina a ser descrita foi a hemojuvelina. Até o momento, sua
funcdo ndo foi totamente elucidada, porém individuos com mutagcbes no HJV
apresentam importante diminuicéo dos niveis de hepcidina, evoluindo com rapida
sobrecarga de ferro e acentuado dano organico (PIETRANGELO, 2006). Os
mecanismos exatos de como essas moléculas identificam a quantidade de ferro

organico e regulam a expressao da hepcidina ainda ndo foram esclarecidos.

*Disponivel em www. bio.davidson.edu/Courses/M ol bio/M ol Students/spring2005/Marcil/HFE.jpg
acesso em 15/01/06.
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1.3 Hemocr omatose Her editaria

A hemocromatose hereditaria € uma doenca caracterizada pelo acimulo
progressivo de ferro organico, acarretando danos estruturais e funcionais em
varios orgaos (PIETRANGELO, 2006; EZQUER, 2006). A primeira referéncia
dessa patologia data de 1865, na Franca, por Trousseau. Somente apos 24 anos o
termo foi usado pela primeira vez por Von Recklinghausen, em 1889, na
Alemanha, descrevendo os achados anatomopatol 6gicos de um acentuado dano
organico associado a uma coloracdo escura do tecido afetado, que ele atribuiu a
um pigmento sanguineo. Em 1935, Sheldon, revisando todos os casos publicados
na literatura médica mundial, sugeriu que doenca teria natureza “ hereditéaria’.
Finalmente, em 1970 a doenca foi reconhecida como de heranca autossdmica
recessiva relacionada ao brago curto do cromossomo seis, onde se localiza
também o grupamento génico que codifica os antigenos de histocompatibilidade
(HLA-A) e, em 1996, Feder et al., identificaram o gene HFE, localizado na regido

6p21.3.

A mutagdo C282Y, o defeito génico mais freqlentemente associado a
hemocromatose hereditéria, € caracterizada por transi¢céo de guanina para adenina
(G? A) no nucleotideo 845, ocasionando a substituicdo do aminoécido 282,
tirosina pela cisteina, na proteina (FEDER et al., 1996). Essa substituicéo acarreta
a quebra da ponte dissulfeto na alga a3 do dominio extracelular, diminuindo sua
afinidade com a 32 microglobulina e com o receptor de transferrina 1(FEDER et
a., 1997). A proteina mutante fica retida no complexo de Golgi e no reticulo

endoplasmético onde é degradada (FLEMING; BRITTON, 2006). Desta forma,
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ha uma diminuicdo da captacdo do ferro, ligado a transferrina, pelas células
criptas duodenais, levando a diminuicdo da sua concentracdo nessas células e,
portanto sinalizando para 0 aumento da expressao das proteinas reguladoras do

ferro (IRPs), daenzima DMTL1 e daferroportina. (SIAH et al.,2006).

Outro mecanismo proposto para a agdo da proteina HFE no metabolismo
do ferro é sua influéncia na regulacdo da expressdo hepética da hepcidina, cuja
concentracdo esta diminuida, em portadores de hemocromatose hereditaria apesar

das grandes quantidades de ferro no organismo (BRIDLE et al., 2003).

O polimorfismo C282Y é altamente fregiente nas populages caucasoides,
com uma frequiéncia alélica entre 10 a 15%. Em descendentes do norte europeu, a
homozigose esta presente em aproximadamente cinco de cada 1000 individuos
(PIETRANGELO, 2004; OLYNYK et al., 1999). Em outras popul agdes, como do
sul e do leste europeu, a freqiiéncia € bem menor, sendo rara em popul acdes
indigenas da Africa, na América do Sul e na Austrdia (BOMFORD, 2002).
Adams e et al., em 2005, em um estudo de quase 100.000 individuos observaram
homozigose em 0,44% dos brancos ndo hispanicos, em 0,11% dos americanos

nativos, 0,027% dos hispéanicos e em 0,014% dos negros.

No Brasil, Agostinho et a. (1999), encontraram a mutacéo C282Y e a
H63D em 1,4% e 16,3% dos caucasbides da regido sudeste, respectivamente. Em

2001, Pereira e colaboradores obtiveram resultados semel hantes.

Nos portadores de hemocromatose hereditaria descendentes do norte

europeu, cerca de 80% sdo homozigotos para a mutagcéo C282Y . Entretanto, em
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outras regides, como no sul da Europa, o0 mesmo ndo € observado.
(CASSANELLI et a. 2001, DE MARCO et 4d.2004). Na Itdia, a
hemocromatose associada ao HFE foi observada em apenas um tergco dos
portadores de sobrecarga de ferro (PIPERNO; SAMPIETRO; PIETRANGELO,

1998).

Bittencourt et al. (2002), observaram homozigose da mutacdo C282Y em
53% dos pacientes com manifestacGes clinicas de hemocromatose hereditéria,
residentes na regido nordeste do Brasil. Na regi&o sudeste, em 2006, Cancado et
al. estudando individuos também com sobrecarga de ferro observaram

homozigose da C282Y e de H63D em 11% e 17%, respectivamente.

A penetréncia do genétipo C282Y/C282Y parece ser muito baixa,
indicando que somente a homozigose ndo € suficiente para causar doenca
(WAALEN et al, 2002; SIAH et al., 2006). Véarios fatores podem influenciar a
expressdo clinica dessa doenca, dentre eles, o género, idade, doencas infecto
contagiosas, anemias hemoliticas, o consumo de acool e a associagdo com

mutacdes em outros genes relacionados a absorcdo de ferro.

Além da C282Y, outras mutaces tém sdo descritas, como a H63D e a
S65C. A mutagdo H63D € originada pela transversdo de citosina por guanina
(C? G) no nucleotideo 187, determinando a substituicéo de acido aspartico por
histidina no aminodcido de niumero 63 (FEDER et a., 1996). Esta alteracdo
acarreta uma maior dificuldade na interacdo do ferro com o receptor da
transferrina, mas ndo dtera a ligagd da HFE com a 32 microglobulina. Sua

freqiéncia alélica é muito variavel. Em alguns lugares, como a Espanha, pode ser
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extremamente elevada atingindo até 20% da populacéo (SANCHEZ et al., 1998;
MERRYWEATHER-CLARKE et al., 2000). Os efeitos clinicos desta mutacéo
parecem ser limitados (GOCHEE et a., 2002). Entretanto 1 a 2% das pessoas com

componente heterozigoto para C282Y e H63D é predisposta a expressar a doenca

(ROCHETTE et dl., 1999).

Mutagbes em outros trés genes, envolvidos no metabolismo do ferro,
podem resultar em padrdes semelhantes de acimulo de ferro: HIV, HAMP e TR,
todos com padréo de heranca autossdmico recessivo (PIETRANGELO, 2006).
Embora cada uma destas doencas tenha sido inicialmente descoberta em pacientes
homozigotos em um Unico gene, sabe-se agora, que alguns pacientes com
hemocromatose grave podem ser portadores de mutaces em mais de um gene
(LEE et d., 2001; MERRYWEATHER-CLARKE et al., 2003; JACOLOT et al.,

2004, LE GAC et d., 2004).

Todas as formas de acimulo de ferro, associadas a essas mutacdes, s&o
caracterizadas por uma inadequada sintese de hepcidina. Em 2003, Bridle et al.,
demonstraram que os niveis de hepcidina estavam inapropriadamente baixos na
hemocromatose relacionada ao HFE. Nicolas et al., no mesmo ano, corrigiram a
sobrecarga de ferro, em camundongos “knock out” para o gene HFE,
normalizando a hepcidina , confirmando o importante papel da proteina HFE na
sintese dessa proteina. Acentuada diminuicdo da expressdo hepética desse
horménio também foi observada em camundongos “knock out” para 0s genes

TIR2 e HIV (NEMETH et a., 2005; KAWABATA et al., 2005).
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A hemocromatose hereditaria juvenil é a forma mais grave da doenca e se
manifesta precocemente em ambos os sexos (CAZZOLA et a., 1998). As bidpsias
hepéticas e as autopsias destes pacientes revelam um padréo de distribuicdo do
ferro parenquimatoso semelhante ao observado nas formas relacionadas ao HFE e
a0 TfR2 (DE GOBBI et a., 2002). Os sintomas relacionados ao envolvimento
organico aparecem ja na segunda década de vida e, aém do comprometimento
hepatico, as outras complicagdes da doenca como diabetes, hipogonadismo,
cardiomiopatia, arritmia e faéncia cardiaca sGo mais freguentes que na forma
classica(LAMON et al., 1979; CAZZOLA et al., 1983). Essa forma de sobrecarga
de ferro pode ser causada por mutagdes no gene que codifica a hepcidina (HAMP)
(ROETTO et da., 2003) ou a hemojuvelina (HJV) (ROETTO et al., 1999;
PAPANIKOLAOU et a., 2004). A estreita semelhanca entre estas alteragtes
sugere que a hepcidina e a hemojuvelina sgjam componentes do mesmo sistema

de regulacéo.

Poucos casos tém sido relatados com fenétipo compativel com sobrecarga
de ferro associado a mutagcGes no gene que codifica o receptor de transferrina 2
(CAMASCHELLA et d., 2000; GIRELLI et a., 2002; HATTORI et al., 2003),
com apresentacdo e evolucdo muito semelhantes a hemocromatose hereditéria

associada ao HFE.

Um quinto tipo de sobrecarga de ferro foi clinicamente reconhecido em
1999 e esta associado a ferroportina, (PIETRANGELO et al., 1999). O gene que
codifica esta proteina foi clonado em 2001 e denominado SLC11A3 (MONTOS

et a., 2001; NJAJOU et a., 2001). A auséncia da atividade de ferroportina leva a
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retencdo anormal e acumulo de ferro, predominantemente, nos macrofagos do
figado e bago. O acometimento do parénquima é menor do que nos casos
associado ao HFE, explicando a menor gravidade desse fenétipo. Sua heranca é
autossomica dominante e, atualmente, € considerada a causa mais fregiente de

hiperferritinemia.

Inicialmente essas quatro doencas foram descritas em portadores de
mutaces em um Unico gene. Porém, vérios autores tém relatado a ocorréncia de
hemocromatose grave em portadores de mutagcbes em mais de um gene (LEE et
al., 2001; MERRYWEATHER-CLARKE et a., 2003; JACOLOT et a., 2004; LE

GAC et d., 2004).

Recentemente a hemocromatose hereditaria foi classificada em quatro
subtipos de acordo com a descricdo cronologica*. Tipo 1 ou hemocromatose
hereditéria cldssica (mutacbes no gene HFE); tipo 2 (mutacbes nos genes HAMP e
HJV; tipo 3 (mutagdes no TfR2) e tipo 4 (mutacBes no gene da ferroportina) Na
Tabela 1 estdo resumidas as principais caracteristicas dos diferentes tipos de

hemocromatose.

Essa classificagdo tem sido criticada por alguns pesquisadores por ndo
contemplar todas as formas de sobrecarga hereditaria de ferro e pela inclusdo da
doenca da ferroportina. Segundo esses autores, tal patologia deveria ser
considerada separadamente, ja que apresenta caracteristicas fisiopatologicas
completamente diferentes das demais. Além disso, as doencas relacionadas a
mutagdes simultaneas em genes diferentes ndo foram incluidas. (PIETRANGELO

et a., 2006; SWINKELE et a ., 2006).



Introdugdo

42

Tabela 1. Caracteristicas das formas hereditéarias de hemocromatose (Swinkele et al ., 2006).

HH

Gene

Tipo

Freqiéncia

Hepcidina  Gravidade

Bioguimica

Heranca

Cléssica

Juvenil

TfR2

Doenca da
Ferroportina

HFE

HJIV

HAMP

TFR2

S.C40A1

2A

2B

Freguente

Rara

Muito Rara

Muito Rara

Rara

l ++

l l .
R

L +++

Aumento da

saturacéo da

transferrinae
ferritina

Aumento da

saturagdo da

transferrinae
ferritina

Aumento da

saturagdo da

transf errinae
ferritina

Aumento da
ferritinae
leve aumento
da saturagdo da
transferrina

Autossdmica
recessiva

Autossdmica
recessiva

Autossdmica
recessiva

Autossdmica
Dominante

Os sintomas clinicos se iniciam ao redor ch quarta década de

vida e sdo inespecificos. Os mais habituais sdo fadiga, indisposicdo e dores
articulares. Nas fases avancadas, a doenca pode se manifestar com cirrose

hepatica, diabetes mellitus, hipogonadismo, cardiomiopatia, artrite,

hiperpigmentacéo da pele e carcinoma hepatocel ular.

* Online Mendelian Inheritance in Man (OMIN)
htpp//www.nchi.nlm.nih.gov/omin/ acesso em 20/12/06.
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O diagnostico, antecedendo as lesbes organicas, € fundamental
para manter a expectativa de vida dos portadores. Os exames mais utilizados para
triagem laboratoria de sobrecarga de ferro séo a saturacdo de transferrina e a
ferritina sérica.

Na hemocromatose associada a0 HFE, a elevacdo da saturagdo é o
marcador bioquimico mais precoce e freguiente, estando acima de 45% na maioria

dos pacientes (SWINKELS et al., 2006).

O nivel sérico de ferritina se correlaciona diretamente com as quantidades
de ferro armazenadas no organismo. Porém, € menos sensivel que a saturacéo para
a deteccdo de doenca e, adém disso, o aumento de sua concentragdo esta
relacionado a outras patologias como: doencas inflamatorias, neoplasias e necrose
hepatocelular (SWINKELS et al., 2006; SIAH, 2006). Entretanto, niveis séricos
de ferritina acima de 200ng/ml e 300 ng/ml, em mulheres e homens,
respectivamente, na auséncia dessas patologias, sdo indicativos do aumento das
reservas de ferro e necessita investigagdo (CAZZOLA et al., 2005;

CAMASCHELLA, 2005).

A sobrecarga de ferro € bem conhecida em portadores de
anemias crénicas gque necessitam freqlentes transfusdes sanguineas. Entretanto,
ndo € esperada nas anemias cronicas que ndo necessitem de terapia transfusional.

Em portadores de talassemia heterozigota tém sido observados
nivels elevados de ferritina, alguns evoluindo com lesdo e disfuncéo organica. A
hemocromatose € uma doenca de evolucdo lenta e assintomética por muitos anos.

O reconhecimento de grupos de risco e fatores genéticos e/ou ambientais que
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possam contribuir para sua manifestacdo € fundamental para o diagnéstico

precoce e tratamento adeguado.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avadliar a influéncia dos mutantes C282Y e H63D do gene HFE

nos niveis de ferritina sérica em portadores de beta tal assemia heterozigota.

2.2 Obj etivos Especificos
= Avaliar o perfil hematoldgico dos portadores de beta talassemia heterozigota,

residentes em S&o Carlos e regido.
= Avaliar a prevaléncia das mutagdes C282Y e H63D do gene HFE;
= Avaliar o perfil o metabolismo de ferro;

= Correlacionar as ateragOes no metabolismo de ferro com a presenca ou ndo de

mutagdes no HFE;

» Avdliar a influéncia dessas mutacfes na evolucdo clinica e laboratorial desses

pacientes.

» Avadliar a influéncia dos paréametros hematol 6gicos nos valores da saturacéo de

transferrina e da ferritina sérica

= Avaliar a correlagdo entre a concentracéo de hemoglobina, o valor do VCM, a
guantidade de A e a contagem reticulocitaria com os valores de saturacéo de

transferrina e ferritina sérica.
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3 Material e M éodo
3.1 Casuigtica

3.1.1 Amostra
A amostra utilizada na pesquisa foi recrutada a partir dos

pacientes acompanhados no servico de hematologia, localizado na cidade de S&o
Carlos e que tinham o diagndstico prévio de beta talassemia minor. Os pacientes
ndo foram selecionados e todos que compareceram a consulta médica entre margo
de 2005 e outubro de 2006 foram convidados a participar do estudo. N&o houve
distinco de género nem idade. Os critérios de inclusdo foram: residéncia em S&o
Carlos ou regido e exames laboratoriais compativeis com o diagnostico de beta
talassemia minor. Foram excluidos os portadores de processos inflamatorios ou
neoplésicos e os que apresentaram relato do uso de ferro medicamentoso nos
trinta dias que antecederam a coleta dos exames utilizados para avaliacdo do
metabolismo do ferro. Dos 316 cadastrados, 166 consentiram em participar e,

desses, 162 preencheram os critérios de inclusao.

O sangue periférico foi coletado sem determinacdo de horario e de jejum,
por profissional qualificado e com material descartdvel. A confirmacdo da beta
talassemia foi realizada no Laboratorio de Hemoglobinopatias e Genética de
Doengas Hematoldgicas do IBILCE - UNESP. Os eritrogramas, as contagens
reticulocitérias, as andlises do sangue periférico e os testes bioguimicos foram

realizados no Laboratdrio de Andlises Clinicas Unilab de S50 Carlos.

O diagnéstico de beta taassemia heterozigota foi confirmada nos

individuos que apresentavam concentracdo de hemoglobina acima de 9,0g/dl,
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volume corpuscular médio inferior a 80 fL, quantificacéo da Hb A2 e fetal acima
de 3,5% e 1,0%, respectivamente, e niveis de ferritina sérica acima de 20 ng/ml.
Os pacientes com quadro laboratorial sugestivo de beta talassemia, porém com
diminuicdo de ferritina, sO foram incluidos se as alteracbes morfologicas dos
eritrocitos persistiram apds correcao das reservas de ferro.
3.1.2 Aspectos Eticos

O projeto teve aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE), campus de Séo José
do Rio Preto, da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”
(UNESP) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesguisa com Humanos
(CONEP) do Conselho Nacional de Saude, Ministério de Salde. De acordo com a
resolugdo CNS 196/96, o recrutamento dos individuos envolvidos na pesquisa foi
realizado pela pesquisadora que forneceu, aos participantes, explicacdo detalhada

sobre arelevancia e os objetivos do trabal ho.

3.2 Metodologia

3.2.1 Confirmacéo do diagnostico de beta talassemia minor

Eritrograma

Em todas as amostras foi realizado o eritrograma, para avaliagéo
da hemoglobina e dos indices hematimétricos, utilizando o método automatizado
no equipamento Pentra 120ABX. Os valores de referéncia dos parémetros

analisados estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de referéncia para os parametros do eritrograma realizado no aparelho Pentra

120 ereferendados pelo laboratério.

Idade =12 anos Idade > 12 anos
Par &metros
Mulheres Homens
Glébulos vermel hos (10%/mm?) 3600— 5200 3700— 5900 4300— 5900
Hemoglobina (g/dL) 10,5-13,5 11,7-15,7 13,3-17,7
Hematdcrito (%) 35,0—43,0 350-47,0 40,0-52,0
VCM (fL) 70,0—-86,0 76,0—99,0 76,0—99,0
HBCM (pg) 27,0-33,0 27,0-33,0 27,0-33,0
CHCM (g/dL) 32,2-37,9 32,2-37,9 32,2-37,9
RDW (%) 11,0-15,0 11,0-15,0 11,0-15,0

Andlise do sangue periférico
Para analise morfol 6gica dos eritrécitos os esfregacos do sangue periférico foram
corados pelo método May Giemsa (DACIE; LEWIS, 1985).
Contagem de reticulécitos

A contagem reticulocitéria foi realizada pelo método do azul de crezil
brilhante, segundo Dacie, 1985, com modificagcoes.
Principio:

O reticulécito é a dltima etapa imatura do eritrdcito, e, normalmente

permanece dois dias na medula 6ssea e um no sangue periférico antes de se
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transformar na forma madura. Restos de RNA citoplasmatico e organelas, como
mitocdndrias e ribossomos, que se encontram dentro da célula, sdo corados pelo
azul de cresi| brilhante.

Procedimento:

Em um tubo de vidro foi colocado 100ul de sangue e 100ul do
corante. A mistura foi incubada em banho Maria a 37°C por 20 minutos ou em
temperatura ambiente por 60 minutos. Depois da retirada do banho foram
preparados dois esfregacos. A visudizacdo foi feita em objetiva de imerséo.
Foram contadas 500 hemacias em campos onde a distribuicdo era homogénea. O
cdculo da porcentagem foi obtido multiplicando-se 0 nimero de reticuldcitos
encontrado por 100 e dividindo-se por 500. O nimero absoluto dos reticul 6citos
foi calculado multiplicando-se a porcentagem obtida pelo nimero total de
glébulos vermelhos e dividindo-se por 100. O valor de referéncia para o nimero
absoluto de reticul 6citos foi inferior a 120000/mn.

Quantificacdo da Hb A2 e fetal

A quantificacdo das Hb A, e fetal foi feita pelo método de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com o equipamento Variant
(Bio Rad Laboratories) e Kit “beta thalassemia short”. Essa metodologia consiste
na cromatografia de troca catidnica em um sistema fechado, no qual duas bombas
de embolo duplo e uma mistura de tampdes de diluicdo, com controles de
gradientes pré-programados, passa pela coluna detectando as alteracbes de
absorbancia a 415nm. O filtro secundario de 690 nm corrige a linha de base para

efeitos provocados pela mistura de tampdes com forcas ibnicas diferentes
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(EASTMAN et a., 1996). As mudancas na absorbancia sGo monitoradas e
exibidas como um cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de
analise provenientes do detector sdo processados por um integrador embutido e
impressos no relatério da amostra com o tempo de retencéo. O tempo de retencéo
€ o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra ate 0 apice do pico da
hemoglobina. Cada hemoglobina tem um tempo de retencdo caracteristico. No
final da andlise da amostra, uma copia do cromatograma e os dados do relatorio

S80 automaticamente impressos.
Procedimento:

Em um tubo foram misturados 5uL de sangue total com 1,0 ml de solugcéo
hemolisante, fornecida no kit de andlise. Apds a hemalise total, as amostras foram
acondicionadas nos recipientes adequados e alojadas no equipamento para

realizacdo dos procedimentos de leitura das amostras pré-programadas.
I nterpretacao:

A quantificagdo das diferentes fragbes de hemoglobina em cada amostra
foi realizadaa partir dos valores de porcertagem e tempo de retencdo, comparados
com os valores de calibracéo especificos, fornecidos pelo fabricante e emitidos em
modelo préprio que inclui valores numeéricos e perfil cromatogréfico. Aos valores
de HbAO obtidos pelo HPLC foram incluidas as subfragtes de Hb A glicosilada e
Hb A acetilada, denominadas P2 e P3 respectivamente, pelo aparelho. Os valores
normais de Hb A2, de 2,0 a 3,5% e os de Hb fetal, até 1%, foram previamente

estabel ecidos pel o fabricante e referendados pelo laboratorio.
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3.2.2 Avaliagdo do metabolismo do ferro

O metabolismo do ferro foi avaliado pelas dosagens do ferro sérico,
capacidade total de ligacdo do ferro (TIBC) e ferritina sérica. O ferro sérico foi
obtido pela técnica enzimatica de dois pontos, utilizando-se o Kit Laminas Fe
VITROS Chemistry (Ortho-Clinical Diagnostics Products Johnson & Johnson) e a
ferritina pela tecnologia de quimioluminométrica direta, usando o sistema ADVIA
Centaur® . A saturacdo de transferrina foi calculada dividindo-se o ferro sérico

pela capacidade total de ligagdo do ferro e multiplicando-se por 100.

Os valores de referéncia do ferro sérico, da TIBC e da ferritina, fornecidos

pelo fabricante e referendados pelo laboratério estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de referéncia dos testes utilizados para avaliagéo do metabolismo do ferro.

Testes Homens Mulheres

Ferro sérico (ug/dL) 37-170 37-170

Capacidade total de ligagdo do ferro (ug/dL) 250— 450 250 — 450
Saturacdo de transferrina (%) 20-50 20-50
Ferritina (ng/mL) 22-322 10-291

3.2.3 Andlise molecular para as mutacdes do geneHFE

Extracdo do DNA
O DNA gendmico foi extraido de leucécitos de sangue
periférico, segundo a técnica de extracéo por fenol-cloroformio e precipitacdo por

etanol, descrita por Pena et al., 1991, com modificagoes.
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PCR-RFLP

A pesquisa das mutagbes C282Y e H63D do gene HFE foi
redizada pelo méodo PCR-RFLP, modificado de Lynas, 1997, seguindo
protocolo estabelecido no laboratorio.

Para a identificacdo da mutacdo C282Y foram utilizados os “primers
sense” R 282 (5 CTG AGG CAC TCC TCT CAA CC 3) eo “anti-sense” L (5
GGG TAT TTC CTT CCT CCA AC 3) e para aidentificagdo da mutacdo H63D
foram utilizados os “primers sense” R 63 (5 ATC CCCAGCCTT GTT AACTG

3)eo“anti-sense” L (5 ACA TGG TTA CCT GTT GC 3).

Para amplificacdo, foram utilizados 5 pL de DNA numa reagdo de PCR
contendo tampao de 1X (Invitrogen), 1,6 mM de MgCh, 0,2 mM de dATP, dCTP,
dGTP, dTTP, uma unidade de taq polimerase (Invitrogen) e 0,25 UM de cada
“primer” . Os produtos foram amplificados em termociclador | Cycler (Bio-Rad)
com desnaturacdo inicial de 95°C por 3 minutos, 32 ciclos de 95°C por 45
segundos, acrescidos de 58°C, por 30 segundos e 72°C por 1 minuto com extensao

final de 72°C por 5 minutos.

A digestdo enzimética dos produtos amplificados foi obtida com a
utilizacdo das enzimas Bcl |, para a mutagdo H63D e, Rsal para a C282Y. As
analises dos produtos de amplificacéo e de digestdo para H63D foram realizadas
em gel de agarose a 2%, em corrida de 80 volts por 30 minutos, corados com
brometo de etidio 0,2%. As analises dos produtos de digestdo para C282Y foram
realizadas em gel de poliacrilamida, em corrida de 80 volts por 70 minutos,

corados com solucéo de nitrato de prata (Figurab).
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Ampliagio do polimorfismo C282Y Ampliacdo do polimorfismo H63D
Fragmento ampliado Fragmento ampliado
— 441 pb -« —» 496 pb «—
Digestiio com a enzima Rsa / Digestdo com a enzima Bel |
Alelo normal Alelo normal
296 pb 145 pb 352 pb 144 pb
Alelo mutante C282Y Alelo mutante H63D
296 pb 29pb 116pb 496 pb
Padrio eletroforético dos fragmentos digeridos Padrio eletroforético dos fragmentos digeridos
NN NM MM NN NM MM
—— — | 280pb S
—— 145 pb —— 3s2pb
— — 116 pb
— 299b —— 144ph
A _ B

Figura 5. Representacdo esquematica dos produtos de amplificacdo e digestdo dos polimorfismos
C282Y e H63D.

3.2.4 Anélise estatistica dos dados

Foram comparados pelo teste t-student os resultados dos
parametros hematol6gicos obtidos em criangas e adultos. Os valores entre 0s
géneros também foram analisados pelo mesmo teste estatistico. As correlagdes por
idade e género, entre os parametros hematol 6gicos (concentragdo de hemoglobina,
Hb A2, VCM e nimero de reticul 6citos) e os valores de saturacéo de transferrina e
a ferritina sérica foram analisadas pela correlacéo linear de Pearson A existéncia
de correlacdo, entre essas variaveis e os resultados dos exames de avaliagdo do
metabolismo do ferro, foi considerada quando r = 0,70. Toda a andlise estatistica
relacionada a saturagdo de transferrina foi feita pelo teste t-student e para a
ferritina foi utilizado o teste Mann Whitney. As diferencas foram consideradas

estati sticamente significantes quando p < 0,05.
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4 Resultados
4.1 Casuistica

Foram avaliados 162 portadores de beta talassemia heterozigota,
caucasdides e residentes na cidade de S8 Carlos ou regido. A idade dos
individuos variou de 1 a 86 anos com média de 37 e desvio padrdo de 21, a
mediana foi de 33 anos, sendo 99 mulheres e 63 homens.

Para andlise do perfil hematolégico foram avaliados 154
individuos, pois do total, foram excluidos seis que apresentavam niveis de
ferritina abaixo de 20 ng/ml e dois que evoluiram com poliglobulia de causa
indeterminada. Esses individuos foram subdivididos de acordo com aidade, iguais
ou abaixo de 12 anos e maiores de 12 anos e, nos adultos também de acordo com
0 género. Esse procedimento teve o objetivo de separar os individuos que,
normalmente, tém valores hematolégicos diferentes. Desses, 143 ndo tinham
nenhuma das mutagdes estudadas no gene HFE ou eram heterozigotos para H63D
e, seus resultados foram utilizados para andlise da influéncia e da correlacdo das
variaveis hematol 6gicas nos valores da saturagdo da transferrina e da ferritina. A
contagem de reticuldcitos ndo foi realizada em trés individuos. Para as andlises
estatisticas desses resultados, os individuos de cada faixa etéria (abaixo da idade
média e igua ou acima da idade média) e género, foram subdivididos em dois
grupos, de acordo com os valores médios dos pardmetros analisados. A
caracterizacdo desse grupo esta descrita na Tabela 4. A freqiéncia das mutacdes
do gene HFE e os parametros laboratoriais relacionados ao metabolismo de ferro
foram analisados em todos os 162 individuos. Porém, em dois néo foi possivel

dosar o ferro sérico e a capacidade total de ligagcdo do ferro. Esse grupo também
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foi dividido de acordo com a idade e 0 género. Sua caracterizacéo esta ilustrada
na Tabelas.

A evolucdo laboratorial dos pacientes com genétipo mutante e sem
mutacoes e, que tinham acompanhamento médico de pelo menos um ano, também

foi analisada.

Tabela4. Caracterizagdo da amostra utilizada para determinagéo do perfil hematol 6gi co.

Género
Idade
Feminino Masculino
=12 anos 12 (7,79) 9 (5,84%)
n=21
> 12 anos 82 (53,25%) 51 (33,12%)
n=133
Total 94 (61,04%) 60 (38,96%)
n=154

Tabela5. Caracterizagdo da amostra utilizada na avaliagdo do metabolismo do ferro.

Género
Idade
Feminino Masculino

< 33 anos 46 (28,40%) 34 (20,99%)

n=280
=33 anos 53 (32,71%) 29 (17,90%)

n=282

Total 99 (61,11) 63 (38,89%)

n=162
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O pefil hematologico encontrado nos portadores de beta talassemia
heterozigota esta resumido na Tabela 6. No grupo infantil acontagem de glébulos
vermelhos variou de 5.280.000/mm?3 a 6.510.000/mmg; os niveis de hemoglobina
de 9,6 g/dL a 12,3 g/dL e a porcentagem do hematdcrito de 30,0% a 38,0%. Nas
mulheres os valores de glébulos vermelhos variaram de 4.620.000/mm? a
6.350.000/mms3; a concentracdo de hemoglobina de 9,1 g/dL a 13,3 g/dL e o
hematocrito de 27,4% a 40,2%. Nos homens variaram de 4.240.000/mm? a
7.300.000/mm3; de 9,1 g/dL a 16 g/dL e de 28,9% a 49,0%, respectivamente. As
meédias da contagem de glébulos vermelhos, da concentracdo da hemoglobina e da
porcentagem de hematdcrito foram superiores em adultos do que em criangas (p=
0,024, p= 0,013 e p= 0,000, respectivamente) e, estatisticamente maiores em

homens do que em mulheres (p= 0,000) nos trés parametros analisados.

Nas criangas os valores do VCM variaram de 53,6 fL a 63,9 fL; do
HBCM de 17,5 pg a 20,4 pg, do CHCM de 30,0g/dL a 33,8 g/dL e do RDW de
12,7% a 19,0%. Nas mulheres a variagao foi de 55,8 fL a 71,0 fL parao VCM; de
17,5pg a 22,9 pg para o HBCM; de 29,3 g/dL a 34,5 g/dL para o CHCM e de
12,7% a 20,9% para 0 RDW. Nos homens os valores de VCM, HBCM, CHCM e
RDW variaram de 55,2 fL a 71,0 fL, de 17,2 pg a 23,0 pg, de 29,1 g/dL a 35,0
g/dL e de 13,7% a 19,3%, respectivamente. Os valores de VCM e de HBCM
também foram superiores nos adultos (p= 0,000), porém ndo foram diferentes

entre homens e mulheres (p= 0,773).

Por outro lado, a média da quantidade de Hb A, foi maior em criangas (p =

0,008), ndo sendo diferente entre os géneros (p = 0,959). Em criangas variou de
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5,0% a 8,2%, nas mulheres de 3,0% a 8,7% e nos homens de 2,2% a 8,6%. Nao

houve diferenca estatisticamente significante nas médias dos valores do CHCM,

do RDW, do nimero de reticulécitos e da porcentagem de Hb fetal entre os

grupos avaliados.

Tabela 6. Par@metros hematol 6gicos obti dos nos portadores de beta talassemia heterozigota.

Idade = 12 anos Idade > 12 anos
n=21 n=133
Parametros Feminino Masculino
X +ep X +ep X +ep
Gl6bulos vermelhos (106/mm3) 5874,3+ 77,2 5451,0 + 45,1 6036,9 + 86,3
Hemoglobina (g/dL) 11,10 + 0,16 11,01+ 0,09 12,39+ 0,17
Hematdcrito (%) 34,18 + 0,48 34,15+ 0,29 38,13 + 0,52
VCM (fL) 58,16 + 0,54 62,66 + 0,38 62,85 + 0,52
HBCM (pg) 18,85 + 0,16 20,12 + 0,12 20,37 £ 0,17
CHCM (g/dL) 32,44 + 0,19 32,20 + 0,11 32,52 + 0,16
RDW (%) 16,32 + 0,25 16,04 + 0,16 16,12 + 0,16

Reticul 6citos (mm3)

Hb A, (%)

Hb Fetal (%)

138476 + 13367

6,10 + 0,15

2,26+ 0,43

146477 + 5428

5,63+ 0,08

195+ 0,21

140506 + 9751

5,62+ 0,15

1,75+ 0,34
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4.3 Anélise molecular das mutagdes C282Y e H63D do geneHFE

Foram encontrados 36 individuos heterozigotos para a mutagéo
H63D (22,22%) e sete (4,32%) para C282Y. N&o foi observado nenhum caso de
homozigose para C282Y . O restante dos resultados esta demonstrado na Tabela 7.
A figura 5 ilustra um gel de agarose a 2 % evidenciando trés homozigotos e um
heterozigoto para H63D. Na Figura 6, um gel de poliacrilamida mostrando um

heterozigoto para a mutagdo C282Y e varias outras amostras sem a mutaco.

Tabela 7. Freqliéncia das mutagdes do gene HFE nos portadores de beta talassemia heterozigota.

M utacdes -/- +/- +/+ C282Y / H63D
n =162
H63D 121 (74,70%) 36 (22,22%) 3(1,86%)
2(1,23%)
Cc282Y 153 (94,44%) 7 (4,32%) 0

- / - auséncia de mutagéo

+ /- mutagdo em heterozigose

+/ + mutag&o em homozigose
C282Y / H63D duplo heterozigoto
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Figura 6. Gel de agarose (2%) mostrando heterozigose (seta vermelha) e homozigose (seta verde)
paraH63D e, entre ambos, um individuo sem a mutag&o.

Figura 7. Gel de poliacrilamida mostrando um individuo heterozigoto para C282Y .

4.3 Avaliagdo do metabolismo do ferro

A concentracdo do ferro sérico variou de 25ug/dL a 265 pg/dL e
foi mais elevada em homens com 33 anos ou mais. A saturagcéo de transferrina
variou de 6% a 70,9%, sendo meior, também nesse grupo. Os valores de ferritina
observados variaram de 5,1 ng/mL a 2982,0 ng/mL. Foram menores em mulheres
com menos de 33 anos de idade e maiores em homens com 33 anos ou mais. Os
resultados obtidos est&o descritos na Tabela 8.

Foram detectados seis individuos com vaores de ferritina
inferiores a 20 ng/mL e 36 com valores acima de 200 ng/mL em mulheres e de
300 ng/mL em homens. Desses, 19 eram homens e 17 mulheres. Dos 29 homens
com 33 anos ou mais, 13 (44,83%) tinham ferritina acima de 300 ng/mL e das

mulheres, 28,30% apresentaram valores acima de 200 ng/mL (Tabela 9).
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A porcentagem da saturacdo da transferrina foi superior a 45%

em seis, sua correlagdo com os valores de ferritina esté ilustrada na Figura 8.

Tabela8. Avaliagdo do metabolismo do ferro nos portadores de beta talassemia heterozigota.

Idade < 33 anos

Idade = 33 anos

n =280 n=82
Par &metros Feminino Masculino Feminino Masculino
n =46 n=34 n=53 n=29
iiep Yiep iiep Xiep
Ferro (ug/dL) 98,0+ 5,6 104,8 £ 8,1 82,7+4,1 1122+ 7,1
CTL (ug/dL) 351,4 + 10,3 3244 + 4,9 3412 + 6,7 332,8 £ 10,6
Saturagdo de 28,3+1,7 31,9+23 247+ 14 340+£19
transferrina (%)
Ferritina 73,2+9.3 213,6 + 56,8 2183+ 57,0 386,4 + 59,8
(ng/mL)

Tabela9. Distribuicao da amostragem de acordo com os valores de ferritina.

Idade < 33 anos
n=80

|dade = 33anos
n=82

Par @metros
Feminino
n =46 (28,39%)

Masculino
n = 34(20,99%)

Feminino
n =53 (32,72%)

Masculino
n =29 (17,90%)

Ferritina <
20 ng/mL

2 (4,35%) 1(2,94%) 3 (5,66%) 0

Ferritina
=20 ng/mL e
=2000u=
300 ng/mL

42 (91,30%) 27 (79,41%) 35 (66,04%) 16 (55,17%)

Ferritina >
200 ng/mL
em mulheres
e> 300
ng/mL em
homens

2 (4,35%) 6 (17,65%) 15 (28,30%) 13 (44,83%)
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Ferritina acima de 500 ng/mL foi detectada em 15 individuos
(9,26%), 12 homens e trés mulheres, com idade de 18 a 79 anos, com média de 50
anos e desvio padréo de 17 (Tabela 10). Valores superiores a 1.000 ng/mL foram
observados em cinco (3,1%), quatro homens e uma mulher, com idade variando
de 18 a 73 anos.

Tabela 10. Caracteristicas gerais e dados bioquimicos dos individuos com valores de ferritina
acima de 500 ng/miL.

Tempo de
Pacientes Género Ildade Ferritina Saturagdo da acompanhamento
(anos) (ng/mL) transferrina M utacdo (anos)
(%)
JOM M 73 1.021 26,8 Ausente 3
AA M 53 1.010 44,0 Ausente <1
AAB M 32 959 39,5 Ausente 5
JEBT M 53 613 37,7 Ausente 1
JBO M 40 576 269 Ausente 4
CKM M 4 623 30,5 Ausente 2
JBM M 7 882 44,8 C282Y/H63D <1
MAFMF F 50 642 258 Ausente <1
MAS M 26 706 65,4 Ausente <1
HV M 56 1.192 21,8 Ausente <1
JRG M 51 606 62,9 Ausente <1
EPR F 64 2982 67,8 C282Y +/- 3
CRG M 18 1720 70,9 Ausente 3
ADO M 40 516 49,1 Ausente <1

CASF F 59 657 35,8 H63D +/+ 4
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Dos individuos com ferritina maior que 500 ng/mL apenas cinco
apresentavam saturacéo de transferrina acima de 45%, sendo que dois desses

tinham ferritina acima de 1000 ng/mL e saturacdo de 67,8 % e 70,9 %.

ferritina 30004 ® *®
(ng/ml)
2000+
[ ) *
° %
1000 ° o9 g
o ®
[ )
‘ .~ . ) o ®
0 & *
0 20 40 60 0

Seturagéo de transferring (%)

Figura 8. Relagcdo entre a saturacdo da transferrina e a concentracdo de ferritina em 36 individuos
com valores de ferritina acima de 200 ng/mL em mulheres e de 300 ng/L em homens.
Representado no grafico rosa os valores da saturacdo de transferrina e no azul os valores da
ferritina

As mutacOes no gene HFE foram encontradas em todos os
subgrupos avaliados, ou segja, com ferritina normal, ferritina < 20 ng/mL, ferritina
acima de 200 ng/mL em mulheres e acima de 300 ng/mL em homens, em

diferentes combinagdes genotipicas (Tabela 11).
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Tabelall. Frequéncia das mutagdes do gene HFE nos portadores de beta tal assemia heterozigota
separados pelos valores de ferritina

Ferritina> 200 ng/mL em

mulheres
Mutacdo Ferritina< 20 Ferritina normal n=17
ng/mL n =120
n=6 Ferritina > 300ng/mL em
homens
n=19
H63D - / - 3 (50%) 88 (73,33%) 30 (83,33%)
H63D + /- 3 (50%) 29 (24,17%) 4 (11,11%)
H63D +/ + 0 2 (1,67%) 1(2,78%)
Cc282Y - /- 5(83,33%) 116 (6,66%) 32 (88,89%)
Cc282Y +/- 1(6,37%) 3(2,50%) 3(8,33%)
C282Y / H63D 0 1 (0,83%) 1(2,78%)

4.4 Correlacao entre metabolismo do ferro e mutagfes no gene HFE

Os valores médios da saturacéo de transferrina, nos diferentes
grupos analisados, variaram de 21,8% + 3,6 a 34,0% £ 5,0 nos heterozigotos para
H63D e de 23,9% + 1,2 a 33,9% + 2,3 nos sem a mutacdo. As medianas da
concentracdo de ferritina variaram de 57,7 ng/mL £ 14,3 a 249,8 ng/mL + 40,4 e
de 78,0 ng/mL + 11,8 a 408,4 ng/mL + 72,4, nos grupos com e sem a mutacao,
respectivamente. Nao houve diferenca significante nos resultados desses dois
grupos (Tabelas 12 e 13). Entretanto, os valores da saturacdo de transferrina foram
estatisticamente maiores em homens do que em mulheres, na faixa etaria de 33

anos ou mais e, entre as mulheres, foi maior nas com menos de 33 anos (Tabelas
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14 e 15). O vaor mediano da ferritina no género feminino foi de 55,5 ng/mL em
mulheres com menos de 33 anos e de 116,1 ng/mL nas com idade igual ou maior
gue 33 anos (p= 0,001). Nos homens com menos de 33 anos foi de 136 ng/mL e
nos com 33 anos ou mais de 251,0 ng/mL (p = 0,001). Nos individuos com menos
de 33 anos a diferenca entre a mediana do género feminino e do masculino
também foi estatisticamente significante (p= 0,002). Portanto, os valores de
ferritina foram estati sticamente diferentes entre as idades e os géneros (Tabelas 16
e 17). A influéncia desses fatores nos valores da ferritina esté ilustrada na Figura

0.

Tabela12. Comparagdo entre os valores da saturagdo de transferrina e a presenga ou auséncia da
mutagdo H63D em 148 individuos.

Género Idade H63D X + ep Mediana p*
/-
n=33 26,9+ 1,9 24,8 0,477
< 33 anos +/-
Feminino n=10 30,1+ 4,0 345
-/-
n=237 239+1,2 23,0
=33 anos +/- 0,599
n=10 21,8+ 3,6 20,8
/-
n=21 325+33 30,0
< 33 anos +/- 0,742
Masculino n=11 31,0+ 3,1 30,9
- / -
n=22 339+23 30,9
= 33 anos +/- 0,990
n=4 34,0+£5,0 37,9

* testet -student
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Tabela13. Comparagéo entre os valores de ferritina e a presenga ou auséncia da mutagdo H63D
em 150 individuos.

Género Idade H63D X + ep Mediana p*

780+ 11,8

Feminino
169,1 + 24,6
2738 + 84,8

Masculino
4084 £ 72,4

* testede Mann Whitney

Tabela14. Avaliag8o da saturacdo de transferrina de acordo com aidade em 148 individuos.

Género Idade X + ep Mediana p*
276+17
Feminino
320+24
Masculino

* testet -student
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Tabela15. Avaliagdo da saturagdo de transferrina de acordo com o género em 148 individuos.

Idade Género X + ep Mediana p*
276+ 17 26,9
Idade < 33anos
235+1,2
Idade = 33 anos
* testet -student

Tabela16. Avaliacéo daferritina sérica de acordo com aidade em 150 individuos.

Género Idade X + ep Mediana P

729 + 9,6
Feminino

219,6 + 58,2

Masculino

* teste de Mann Whitney
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Tabelal7. Avaliagdo daferritina sérica de acordo com o género em 150 individuos.

Idade Género Mediana p*

X +ep

729+ 9,6 55,5

Idade < 33anos

159,0 + 20,3
Idade = 33 anos

* teste de Mann Whitney

ng/ml 450
400

350 /
300 /
250 —e— Feminino

/ ad —=— Masculino
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150

100
/

50

1 2 Faixaetéria

Figura 9. Demonstragdo gréfica da Influéncia daidade e do género na concentragdo daferritina.
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N&o foi possivel, devido ao pequeno numero de amostras
encontradas em cada um dos grupos, aplicar testes estatisticos para avaliar a
influéncia da mutacéo C282Y, da homozigose para H63D e da dupla heterozigose.

A idade dos individuos heterozigotos para C282Y variou de 6 a
64 anos, sendo quatro femininos e trés masculinos. Os valores de ferritina, nesse
grupo, foram extremamente heterogéneos. Dois individuos do género feminino de
53 anos apresentaram niveis de ferritina extremamente diferentes, um 84 ng/mL e
o outro 223 ng/ml. O mesmo ocorreu em dois individuos do género masculino de
54 anos (valores de ferritina de 38ng/mL e 303 ng/mL ). Nesse grupo, uma mulher
de 64 anos apresentou valores de ferritina e de saturacdo da transferrina
compativeis com hemocromatose. As caracteristicas gerais e laboratoriais desses
individuos estéo descritas nas Tabelas 18.

A mesma heterogeneidade foi observada nos trés pacientes com

homozigose para a mutacdo H63D e nos dois com dupla heterozigose (Tabela 19).

Tabela 18. Caracteristicas bioguimicas dos sete individuos comgenétipo C282Y +/ -.

Gendtipo C282Y +/-
Idade (anos) 6 27 53 53 54 %] 64
Género M F F F M M F
Saturacdo datransferrina (%) 27 381 244 243 355 233 67,8
Ferritina (ng/ml) 16 121 223 &4 303 33 2982
Tempo de acompanhamento 3 2 5 5 <1 2 3

(anos)
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Tabela 19. Caracteristicas bioquimicas de trés individuos com genétipo H63D + / + e doiscom
dupla heterozigose C282Y /H63D.

Gendtipo H63D +/ + C282Y/H63D
Idade (anos) 22 49 59 83 79
Género F F = = M
Saturacdo de transferrina (%) 45,20 34,80 35,80 19,80 44,80
Ferritina (ng/mL) 38 29 657 121 882
Tempo de acompanhamento 5 1 4 4 0
(anos)

Para andlise do efeito da concentragdo de hemoglobina, do
VCM, da quantidade de Hb A, e do numero de reticulécitos, foram utilizados
apenas os 143 individuos que eram heterozigotos para H63D ou ndo apresentavam
quaisquer das mutacles estudadas. Para andlise edtatistica, as amostras foram
separadas de acordo com o género, a faixa etéria e 0 valor médio do parametro
analisado, obtido do estudo descritivo dos resultados utilizados para determinar o
perfil hematol 6gico desses individuos.

Os resultados da saturagdo da transferrina ndo foram
influenciados pela concentracéo de hemoglobina, pedo VCM e pela contagem
reticulocitéria (Tabelas 20, 21, 22). Entretanto, a saturacdo foi maior em mulheres
com 33 anos ou mais que tinham maiores quantidades de Hb A, (p= 0,048)

(Tabela 23).
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A mediana da concentracéo de ferritina foi maior em homens
com 33 anos ou mais e que tinham contagens de reticuldcitos acima de
143000/mm® (p= 0,005) (Tabela ). Para os outros parametros hematol dgicos

ndo houve diferenca estatisticamente significante (Tabelas 24, 25 e 27).

Tabela 20. Influéncia dos niveis de hemogl obina na saturacéo de transferrinaem 141 portadores de

beta tal assemia heterozigota.

Género Idade Hemoglobina
(g/d)

< 11,50 (n=29) 272420

X +ep Mediana p*

Feminino

< 11,50 (n=30) 246+ 1,4

< 11,50 (n=10) 275+31

Masculino

< 11,50 (n=4) 337+39

* testet -student
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Tabela 21. Influéncia dos valores de VCM na saturagdo de transferrina em 141 portadores de beta

talassemia heterozigota.

Género Idade VCM (fL) Mediana p*

X tep

<62 fL (n=29) 275+2,0

Feminino

< 62fL (n=12)

<62 fL (n=23) 298 +27

Masculino

<62 fL (n=4) 268+ 5,0

* testet -student

Tabela 22. Influéncia do nimero de reticul écitos na saturagéo da transferrina em 140 portadoresde

beta talassemia heterozigota.

Género Idade  Reticulécitos (mm?) Mediana p*

X tep

< 143.000 (n=22) 286+ 2,3

Feminino

< 143.000 (nN=26) 243+ 15

< 143.000 (n=22) 282+2,1

Masculino

< 143.000 (n=14) 329+21

* testet -student
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Tabela 23. Influéncia da quantidade de Hb A, na saturagéo de transferrina em 141 portadores de

beta talassemia heterozigota.

Género Idade

Feminino

Masculino

* testet -student

A2 (%)

X tep

Mediana p*

< 5,7 (n=21)

< 5,7 (n=19)

<57 (n=11)

<57 (n=13)

=57 (n=11)

31,0£19

216+ 16

31,3+2,0

38037

Tabela 24. Influéncia dos niveis de hemoglobina na ferritina sérica em 143 portadores de beta

talassemia heterozigota.

Género Idade

Feminino

Masculino

* teste Mann Whitney

Hemoglobina
(g/dl)

X tep

Mediana p*

< 11,50 (n=30)

< 11,50 (n=30)

< 11,50 (n=10)

< 11,50 (n=4)

832+128

1779+ 244

111,2 + 36,5

495,0 + 194,0

406,5
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Tabela 25. Influéncia dos valores de VCM na ferritina sérica em 143 portadores de beta talassemia

heterozigota.

Género Idade VCM (fL) X +ep Mediana p*

< 62 fL (n=29) 732+12,1

Feminino

<62fL (n=12) 138,2+ 24,9

< 62 fL (n=24) 218,9+ 76,8

Masculino
<62 fL (n=4) 264,5+ 70,7

* teste Mann Whitney

Tabela 26. Influéncia do nimero de reticuldcitos na ferritina sérica em 140 portadores de beta

talassemia heterozigota.

Género Idade  Reticulécitos (mmd) X +ep Mediana p*

< 143.000 (n=22) 71,8+85

Feminino
< 143.000 (n=26) 146,6 + 20,5 119,7

< 143.000 (n=22) 116,3 + 17,3 108,4

< 143.000 (n=14) 2737+ 67,1

Masculino

* teste Mann Whitney
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Tabela 27. Influéncia da quantidade de Hb A, na ferritina sérica em 143 portadores de beta
talassemia heterozigota.

Género Idade A2 (%) X + ep Mediana p*
<57 (n=22) 81,3+ 15,6 55,5
< 33 anos 0,950
. =5,7 (n=20) 699+ 11,6 58,0
Feminino
< 5,7 (n=19) 126,1+ 23,6 96,0
= 33anos 0,051
=5,7 (n=25) 201,8+ 30,7 150,0
<57 (n=12) 272,0+ 134,0 146,0
< 33 anos 0,489
. =5,7 (n=21) 189,9+ 52,2 117,0
Masculino
<57 (n=13) 425,7+ 96,5 309,0
= 33anos 0,728
=5,7 (n=11) 386,2 + 89,6 210,0
*Teste Mann Whitney

O estudo ndo demonstrou correlacdo significativa entre as

concentragOes de hemoglobina e os valores de saturagdo de transferrina, sendo

gue o fator de correlacéo nos diferentes grupos variou de r = — 0,045 ar = 0,371

(Figuras 10, 11,12 e 13). O mesmo foi observado entre a concentragéo de

hemoglobina e os niveis de ferritina sérica (r de - 0,195 a 0,277) (Figuras 14, 15,

16 e 17).

O VCM também ndo se correlacionou com os vaores de

ferritina (Figuras 22, 23, 24 e 25), entretanto em homens com 33 anos ou mais,

apresentou uma fraca correlagdo com a saturagdo de transferrina (r = 0,432)

(Figuras 18, 19, 20 e 21).
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Figura 10. Correlag8o entre a hemoglobina e a saturagdo de transferrina em mulheres com menos
de 33 anos (r = 0,173).
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Figura 11. Correlacdo entre a hemoglobina e a saturacdo de transferrina em mulheres com 33 anos

ou mais (r = - 0,129).
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Figura 12. Correlagdo entre a hemoglobina e asaturacdo de transferrina em homens com menos de

33 anos (r =0,371).
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Figura 13. Correlacdo entre a hemoglobina e a saturacdo de transferrina em homens com 33 anos

ou mais (r = - 0,045).
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Figura 14. Correlagdo entre a hemoglobina e a ferritina sérica em mulheres com menos de 33 anos
(r=-0,141).

700

500 °

300+

Ferritina (ng/ml)
°

200

100

T
90 9,5 10,0 10,5 1,0 11,5 12,0 12,5
Hemoglobina(g/dL)

Figura 15. Correlacdo entre a hemoglobina e a ferritina sérica em mulheres com 33 anos ou mais
(r=-0,195).
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Figura 16. Correlagdo entre a hemoglobina e a ferritina sérica em homens com menos de 33 anos

(r =0,277).
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Figura 17. Correlago entre a hemoglobina eaferritina séricaem homens com 33 anos ou mas

(r=-0,021).
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Figura 18. Correlacéo entre 0 VCM e a saturacdo da transferrina em mulheres com menos de 33

anos (r = 0,092).
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Figura 19. Correlacdo entre o VCM e a saturagdo da transferrina em mulheres com 33 anos ou

mais (r =- 0,056).
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Figura 20. Correlacdo entre o VCM e a saturag8o da transferrina em homens com menos de 33
anos (r = 0,377).
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Figura 21. Correlacdo entre 0 VCM e a saturacdo da transferrina em homens com 33 anos ou mais
(r=0,432).
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Figura 22. Correlagéo entre 0 VCM e a ferritina séricaem mulheres com menos de 33 anos

(r = 0,055).
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Figura 23. Correlagdo entre 0 VCM e aferritina sérica em mulheres com33 anos ou mais

(r = 0,205).
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Figura 24. Correlagéo entre 0 VCM e a ferritina sérica em homens com menos de 33 anos
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Figura 25. Correlag8o entre 0 VCM e aferritina sérica em homens com 33 anosou mais

(r = 0,106).
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A correlacdo da quantidade de A, com a ferritina e com a
saturacdo da transferrina também foi fraca, sendo o maior valor de “r” observado
de 0,377 (Figurasde 26 a 33). A melhor correlacéo foi obtida com a contagem de
reticul 6citos e a saturagéo de transferrina em homens com menos de 33 anos (r =
0,507) (Figuras 34, 35, 36 e 37) e com aferritinaem homens com 33 anos ou mais

(r=0,486) (Figuras 38, 39, 40 e 41).

Saturacéo detransferrina (%)
<]

A2(%)

Figura &. Correlagdo entre a quantidade de A, e a saturagdo de transferrinaem mulheres com
menos de 33 anos (r =- 0,270).
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Figura 27. Correlacdo entre a quantidade de A , e asaturacdo de transferrinaem mulheres com 33
anos ou mais(r = 0,247).
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Figura 28. Correlagdo entre a quantidade de A e a saturag@o de transferrinaem homens com
menos de 33 anos (r =- 0,041).
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Figura 29. Correlagdo entre a quantidade de A, e a saturacéo de transferrina em homens com 33
anos oumais (r = 0,144).
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Figura 30. Correlagéo entre a quantidade de A; e a ferritina séricaem mulheres com menos de 33
anos (r =0,149).
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Figura 31 Correlago entre a quantidade de A; e a ferritina sérica em mulheres com 33 anos ou
mais (r = 0,377).
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Figura 32. Correlagdo entre a quantidade de A, e aferritina sérica em homens com menos de 33
anos (r = 0,096).
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Figura 33. Correlagdo entre a quantidade de A, e a ferritina sérica em homens com 33 anos ou

mais (r =- 0,115).
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Figura 34. Correlagdo entre a contagem de reticul dcitos e a saturacdo de transferrinaem mulheres

com menos de 33 anos (r = - 0,103).
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Figura 35. Correlagéo entre a contagem de reticul écitos e a saturacdo de transferrinaem mulheres
com 33 anos ou mais(r = - 0,125).
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Figura 36. Correlacdo entre a contagem de reticul Gcitos e a saturagdo de transferrinaem homens
com menos de 33 anos (r = 0,507).
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Figura 37. Correlagdo entre a contagem de reticul 6citos e a saturagéo de transferrina em homens
com 33 anos ou mais (r = 0,070).
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Figura 38. Correlagdo entre a contagem de reticuldcitos e a ferritina séricaem mulheres com
menos de 33 anos (r = 0,249).
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Figura 39. Correlagdo entre a contagem de reticulécitos e a ferritina séricaem mulheres com 33
anos ou mais(r = 0,021).
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Figura 40. Correlacdo entre a contagem de reticul dcitos e aferritina séricaem homens com menos
de 33 anos (r = 0,380).
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Figura 41. Correlagéo entre a contagem de reticul6citos e a ferritina séricaem homens com 33
anos ou mais (r = 0,436).

4.5 Evolucao clinica elaboratorial

Dos 162 individuos do estudo, 106 tinham acompanhamento
laboratorial de um a sete anos. Desses, 22 eram heterozigotos para H63D e 84 ndo
tinham nenhum dos polimorfismos avaliados. A evolucdo desses individuos foi
determinada pela diferenca entre a ferritina final e a inicial, dividindo-se o grupo
de acordo com o tempo de acompanhamento.

A média de idade dos heterozigotos para a mutacdo H63D, na
ocasido da Ultima coleta, foi de 38 anos no grupo com menos de quatro anos de
acompanhamento e de 27 nagueles com mais de quatro anos. Nos individuos em
polimorfismo a média de idade foi de 36 anos, em ambos 0s grupos.

A média e mediana da ferritina fina foi sempre superior a da

inicial. Os resultados estdo descritos nas Tabelas 28 e 29.
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N&o foi significante a diferenca entre os valores da ferritina final
e inicial dos heterozigotos para H63D e dos sem a mutagdo, independente do
tempo de acompanhamento (p= 0,550 e p= 0,909 para o tempo de >1 e <4 anos e

=4 e =7 anos, respectivamente) (Figuras 42 e 43).

Tabela 28. Comparagdo da evolucdo bioquimica entre os individuos com heterozigose e os sem a
mutagéo H63D que foram acompanhados por menos de quatro anos.

Ferritinasérica (ng/mL) Ferritinasérica
Idade X + ep (ng/mL)
Tempo (anos) - Mediana
=1<4anos n
X tep Inicial Final Inicial Final
H63D + /- 10 38,1t 46 765+20,8 96,2+20,1 68,6 105,9
H63D - / - 52 36,1+ 3,1 1625+30,2 196,6+ 399 88,4 115,2

Tabela 29. Comparagdo da evolugdo biogquimica entre os individuos com heterozigose e 0s sem a
mutagdo H63D que foram acompanhados por mais de quatro anos.

Idade Ferritinasérica (ng/mL) Ferritinasérica
(anos) X + (ng/mL)
Tempo =P Mediana
=4=7anos n X + ep
- Inicial Final Inicial Final
H63D + /- 12 26,7 £ 6,3 73,4+ 13,8 119,3 £ 29,9 634 82,9

H63D - / - 32 361+35 120,7+286 163,0+ 34,6 47,0 86,0




Resultados 93

1000 *
o]
g
£ 7501
()
«
£
=
<
2 500+
D
o
5
@ 250
O
2 X
:‘D:
0_
T T
Heterozigoto Normel

Figura 42. Representacdo gréfica das diferencas obtidas entre a ferritina final e inicia dos
individuos com heterozigose para H63D e nos sem a mutagéo com acompanhamento >1 e <4 anos.
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Figura 43. Representacdo gréfica das diferencas obtidas entre a ferritina final e inicial dos
individuos com heterozigose para H63D e nos sem a mutagdo com acompanhamento =4e=7
anos.
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5 Discussao

A beta talassemia é um das mais freqlientes afeccBes genéticas
no mundo. Em S&o Paulo, estima-se que 3% da popul acéo seja portadora do traco
talassémico (MENDES, 2004). Esses portadores geralmente sdo oligo ou
assintométicos com expectativa de vida semelhante a da populacéo normal (CAOQ,;
GALANELLO, 2005). Entretanto, a sobrecarga de ferro tem sido observada, ha
v&rios anos, em aguns desses individuos (LEWIS; LEE; HAUT, 1965;
BROWDLER; HUEHNS, 1963; WILLIANS;, SIEMSEN, 1968; MELLIS et

al.,2002; RIVA et a., 2004, PIPERNO et al., 2000).

O excesso de ferro é extremamente toxico para todas as células
do organismo, podendo ocasionar danos organicos graves e irreversiveis como:
cirrose hepética, diabetes, cardiopatia e hipogonadismo (SWINKELS et al., 2006;

PIETRANGELO, 2006).

O desequilibrio da sintese das cadeias afa e beta originando
excesso de cadeias dfa e sua conseqlente precipitacdo, acarreta dano na
membrana celular com destruicéo precoce das hemécias e eritropoese ineficaz. A
aceleracdo da eritropoese pode aumentar a absor¢do de ferro pelas células
intestinais e, em aguns casos, 0 desenvolvimento de sobrecarga de ferro.
Entretanto, na beta talassemia heterozigota as alteracBes hematoldgicas séo
discretas (PIPPARD; WAINSCOAT, 1987) e ndo justificam a ocorréncia de
importante sobrecarga de ferro. Vérios estudos tém sido realizados para
comprovar se a concomitancia com as mutagdes no gene HFE pode ser a

explicaco para esse disturbio metabdlico. Todavia, os resultados da literatura
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ainda sdo controversos (RUIZ-ARGUELLES et. Al., 2001; MARTINS et 4.,

2004).

Esse estudo andlisou 162 portadores de beta talassemia
heterozigota residentes na regido de Séo Carlos, cidade localizada no centro do
Estado de S&o Paulo, cuja colonizagdo foi essencialmente de imigrantes italianos.

O perfil hematolégico desses individuos foi semelhante ao
descrito na literatura para portadores do trago talassémico. A maioria apresentou
contagem de eritrécitos normal ou levemente aumentada, discreta diminuicéo da
concentragdo de hemoglobina, acentuada diminuicdo do VCM e do HBCM com
RDW norma ou discretamente elevado (CLARKE; HIGGINS, 2000; CAOQG,;

GALANELLO, 2005).

As médias do VCM e do HCM foram abaixo de 63 fL e de 21
pg, respectivamente, sugerindo que a maioria deles possa ser  portadora de
mutagdes do tipo ° (BERTUZZO; SONATTI; COSTA, 1997; RUND et al.,
1992), ou sgja, com auséncia de sintese de cadeias beta. Analises moleculares,

dessas amostras, serdo necessarias para confirmar hipétese.

Os niveis de hemoglobina entre homens e mulheres foram
estatisticamente diferentes, demonstrando um comportamento similar aos ndo

portadores.

Nas criangas, a concentracdo de Hb A, foi estatisticamente
superior a dos adultos, porém, ndo houve diferenca ra quantidade da Hb fetal. A

literatura € escassa nesse aspecto e ndo h4, até o momento, uma explicacdo
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biol 6gica para esse aumento, considerando- se que pel os mecanismos de regul acéo
conhecidos, 0s genes da globina, atingem seu equilibrio apds os seis meses de
nascimento, expressando-se com perfil “adulto” a partir de um ano de idade.
Fatores ambientais podem influenciar os valores de Hb Ay, como a falta de ferro,
o que ndo foi observado nesse grupo, pois foram excluidos da andlise os

individuos com valores de ferritina abaixo de 20 ng/ml.

A deficiéncia de ferro é altamente prevalente em todo o mundo,
mesmo hos paises industrializados, sendo ainda considerada um problema de
saude publica. Afeta principal mente criangas e mulheres em idade fértil e acarreta
grande morbidade com diminuigdo importante da capacidade de trabalho. Nesse
estudo, apesar do maior nimero de mulheres, foram detectados apenas seis
individuos com ferritina abaixo de 20ng/ml (3,78%). Alguns autores tém sugerido
gue a beta taassemia heterozigota possa ter um efeito protetor para essa
deficiéncia, decorrente do aumento da absor¢éo de ferro ocasionado pela maior

producdo de glébulos vermelhos (GANELLO, 1990).

Por outro lado, a hemocromatose € uma doenca grave, que
quando ndo diagnosticada, pode acarretar, em V&ios 0rgaos, graves lesdes
estruturais e funcionais. A maioria das formas adquiridas deve-se a freqUentes
transfusdes sanguineas, utilizadas para tratamento de portadores de anemias
crénicas, como as hemoglobinopatias. As formas hereditarias fregientemente
estdo relacionadas a genes que codificam proteinas envolvidas na homeostase do

ferro. Sua evolugdo normamente é lenta, podendo ser assintomatica por muitos
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anos, e acomete principamente os homens. As manifestacfes clinicas geralmente

aparecem apds a quarta década de vida.

A ferritina sérica é o método laboratorial mais simples e 0 mais
utilizado para avaliacdo da quantidade de ferro no organismo. Entretanto, o
aumento de sua concentragdo pode ocorrer em processos inflamatorios,
infecciosos e neoplasicos, dificultando sua interpretacdo. Nesse estudo, 0s
individuos com aumento da concentracdo de ferriting, s6 foram incluidos com
pelo menos duas dosagens em datas diferentes. Dos 162 avaliados, 22,22%
tinham concentracéo de ferritina sérica acima de 200 ng/ml em mulheres e de 300
ng/ml em homens, sendo que em 9,26% e em 3,1% 0s niveis estavam acima de
500 ng/mL e de 1000 ng/ml, respectivamente. Vaores acima de 1000 ng/ml

frequentemente estdo associados a algum dano organico.

Os homens foram proporcionalmente mais acometidos do que as
mulheres, sendo que, dos 29 individuos do sexo masculino com 33 anos ou mais,
44,83%, apresentaram nivels acima de 300 ng/mL. As alteragdes bioguimicas sdo
mais precoces do que as manifestacbes clinicas, mas ndo se tém estudos
evolutivos que possam determinar a idade de aparecimento das alteracOes
laboratoriais. Portanto, é fundamental o reconhecimento dos grupos de risco, para

gue possam ser mantidos em acompanhamento periddico.

A mutacdo mals comumerte associada a hemocromatose
hereditaria € a C282Y no gene HFE. Em populagdes caucasdides sua freqiiéncia
alélica é de 10% a 15%, sendo que o gendtipo homozigoto estd presente em

aproximadamente 0,5% dos individuos (WAALEN; NORDESTGAARD;
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BEUTLER, 2005). Todavia, estudos com populacbes, ndo clinicamente
selecionadas, tém mostrado que a penetrancia do gene € muito baixa, pois grande

parte dos homozigotos ndo apresenta nenhum sintoma da doenca.

Os polimorfismos do gene HFE sdo raramente associados a
morte de individuos em idade reprodutiva, sendo improvavel alguma desvantagem
seletiva (MILMAN; PEDERSEN, 2003). Por outro lado, sua alta prevaléncia
sugere um efeito seletivo positivo que, pode estar relacionado as caracteristicas
fenotipicas da hemocromatose cortra a deficiéncia de ferro, distarbio que era, no

passado, muitas vezes fatal (MILMANN, 2000; FAIRBANKS, 2000).

Em portadores de hemocromatose, essa mutacdo, esta presente
em mais de 80% dos descendentes do norte Europeu. Estudos, com pacientes de
outras regides, ndo tém encontrado a mesma frequiéncia. Nesse estudo, 4,32% dos
portadores de talassemia heterozigota eram heterozigotos para C282Y. Destes,
apenas uma mulher apresentou niveis de ferritina acima de 1000 ng/ml com
saturagdo de transferrina de 67,8%, sugerindo hemocromatose. Nenhuma
alteracéo nos testes para avaliacdo do metabolismo do ferro foi encontrada em
quatro desses pacientes. Em dois, um homem de 54 anos e uma mulher de 53
anos, os nivels foram de 303 ng/mL e 223 ng/ml, respectivamente. Ambos com
valores de saturacdo de transferrina abaixo de 45%. Em dois individuos,
masculinos com 54 anos, foram observados valores de ferritina extremamente
diferentes, um com 38 ng/mL e o outro com 303 ng/mL. Nas mulheres o0 mesmo
foi observado em duas com 53 anos, uma com 84 ng/L e a outra com 223 ng/ml.

Esses resultados demonstram a grande heterogeneidade dos portadores da
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mutacdo C282Y em heterozigose. Nenhum caso de homozigose foi detectado
nessa amostra. Os resultados obtidos confirmam que talassémicos am mutagéo
C282Y em heterozigose podem evoluir com hemocromatose. Todavia, outros
fatores devem estar envolvidos na fisiopatologia do acimulo de ferro desses

individuos

Outras mutacbes no gene HFE, associadas a hemocromatose
hereditéria, também foram descritas como a H63D e a S65C. A homozigose para
H63D foi encontrada em 1,86% dos nossos casos e a heterozigose em 22,22%.
Em dois individuos (1,23%) foram observadas ambas mutacdes, C282Y e H63D.
A freqiéncia da mutacdo H63D encontrada foi semelhante ao descrito
previamente em outra amostra brasileira (OLIVEIRA et al., 2006) e, menor que a
encontrada por Melis, em 2002, avaliando adultos italianos masculinos. Dos trés
pacientes com homozigose, dois eram aparentados, do género feminino, com
idades de 22 e 49 anos, e com testes de avaliagdo do metabolismo do ferro
normais. Ambas tinham relato grande perda sanguinea no periodo menstrual. O
outro caso, de 59 anos, também do género feminino apresentava concentracéo de

ferritina acima de 500 ng/ml e saturagdo de transferrina abaixo de 45%.

Varios grupos de pesguisa tém estudado o efeito da mutacéo
H63D em portadores de beta talassemia heterozigota. Porém, os resultados, entre
eles, sG0 discordantes. Em 2001, Ruiz Arguelles et a. observaram grave
sobrecarga de ferro em individuos com beta tal assemia heterozigota e homozigose
para H63D. Em 2002, Méllis et al. Encontraram em homozigotos para H63D e

ndo em heterozigotos, niveis mais elevados de ferritina. Porém, em 2004, Martins
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et a. estudando pacientes portugueses, encontraram diferenca significante nos
valores de ferro sérico e saturacdo de transferrina entre os heterozigotos e 0s sem
a mutacdo. Os nossos resultados demonstram a grande variabilidade individua
gue pode ocorrer entre portadores de beta talassemia heterozigota eo mesmo
gendtipo relacionado ao gene HFE e, comprovam a dificuldade de conclusbes

sobre 0 efeito dessas mutagdes no fendtipo desses individuos.

Os perfis daguel es que apresentaram dupla heterozigose também
foram heterogéneos. Foram observados dois casos, um feminino e outro
masculino com 83 e 79 anos, respectivamente. O paciente masculino tinha
importante elevagado de ferritina (882,0 ng/ml) com saturacéo de 44,8% e no outro

caso, apesar da idade, aferritina e a saturacdo eramnormais.

A grande maioria dos individuos com mutacéo no gene HFE era
heterozigota para H63D. Nesses, foi possivel andlise estatistica para avaliar a
influéncia da mutacéo, do género e da idade nos valores da ferritina sérica e da
saturacdo de transferrina. Além disso, foi possivel também andisar a influéncia
dos parametros hematol 6gicos, relacionados a gravidade da mutacéo no gene da

beta globina, nos resultados dos testes do metabolismo do ferro.

N&o houve diferenca significante entre os valores de ferritina e
saturacao de transferrina nos heterozigotos para H63D e naqueles sem a mutacéo.
Entre os géneros, a saturagdo de transferrina foi maior em
homens do que em mulheres na faixa etériaigual ou acima de 33 anos e a ferritina
foi mais elevada em homens de ambas as faixas etérias. Nos homens e nas

mulheres os valores de faritina foram mais elevados nos com 33 anos ou mais.
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As doencas hereditarias caracterizadas por acumulo de ferro
organico tém como primeira alteracéo laboratorial 0 aumento da saturacdo da
transferrina.  Entretanto, na doenca da ferroportina, cuja fisiopatologia esta mais
relacionada a uma diminuicdo da liberacdo do ferro dos macréfagos do que a um
aumento da absorcdo de ferro intestinal, a saturacdo frequentemente é normal ou
ligeiramente aumentada. Nesse estudo, apenas 16,70% das mulheres com ferritina
acima de 200 ng/mL e dos homens com valores superiores a 300 ng/mL
apresentaram concomitante aumento da saturacdo de transferrina. Portanto, o
mecanismo da elevacdo de ferritina nos portadores de beta tal assemia heterozigota

com sobrecarga de ferro pode ser diferente do habitual mente observado.

A concentracdo de hemoglobina, o VCM e a contagem de
reticulocitos ndo influenciaram nos valores da saturagéo de transferrina. Todavia,
a saturacdo de transferrina foi mais elevada em mulheres com 33 anos ou mais

com quantidades de A, acimade 5,7%.

A concentracdo de ferritina ndo foi influenciada pelos diferentes
valores da hemoglobina do VCM e da quantidade de A. Porém, os niveis de
ferritina foram maiores em homens com 33 anos ou mais e que tinham maior
numero de reticul écitos. Esses dois achados podem estar relacionados ao aumento
da absorcéo do ferro secundaria a maior producéo de eritrocitos, mas € pouco
provavel gue apenas esse mecanismo, possa explicar 0 mecanismo do aumento
acentuado da ferritina encontrado em alguns portadores de talassemia

heterozigota.
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Em nenhum dos grupos avaliados foi detectada uma boa
correlacdo entre a concentragcdo de hemoglobina, a quantidade de Hb Az, o VCM e

0s reticul 6citos com os valores de ferritina e saturacdo de transferrina.

N&o houve diferenca na evolucéo laboratorial dos portadores de
talassemia com ou sem a mutac&o, sendo que a concentragao de ferritina final foi

sempre maior que ainicial.
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6 Conclusdes

O perfil hematolégico dos portadores de beta talassemia
heterozigota da regido de Séo Carlos € semelhante ao descrito na literatura. Os
baixos valores dos indices hematimétricos sugerem que a maioria sgja portadora
de mutacOes do tipo 3°. A quantidade de Hb A, foi maior em criancas, ndo

havendo, até o momento, explicacéo biol bgica para esse achado.

A eevacdo da ferritina € freqliente nos portadores de beta
talassemia e pode alcancar valores acima de 1000 ng/mL em cerca de 3% dos
casos. Os homens sdo mais acometidos que as mulheres, sendo que quase metade
dos individuos masculinos com mais de 33 anos tem valores acima de 300 ng/mL.

A frequéncia da mutacéo C282Y foi maior do que a encontrada
em grupos ndo talassemicos. Um caso de hemocromatose foi observado,
sugerindo que em talassémicos a heterozigose para mutacdo pode acarretar

importante sobrecarga de ferro.

A freqléncia da mutacdo H63D foi de 25,3%, sendo a grande
maioria em heterozigose. Os individuos com homozigose ou duplo heterozigotos
demonstraram fenétipos heterogéneos, com vaores de ferritina extremamente

variaveis, dificultando as conclusdes sobre o efeito dessa mutacéo.

As andlises estatisticas nd demonstram diferenca
estatisticamente significante entre os valores da ferritina e da saturacdo da

transferrina nos heterozigotos e nos ndo portadores da mutacéo.

A maioria dos individuos, com ferritina elevada, ndo apresentou

aumento concomitante da saturacéo de transferrina, sugerindo um mecanismo de



Conclusdes 104

acimulo de ferro diferente do que ocorre na hemocromatose hereditéria
relacionada ao gene HFE. Outros mecanismos, ndo relacionados as reservas de

ferro organico, podem estar contribuindo para os resultados observados.

Para judtificar a heterogeneidade desses individuos outros
fatores devem estar envolvidos no mecanismo de regulacdo do metabolismo do

ferro em portadores de beta talassemia heterozigota.
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