(’ Nacwnal de Satde

_Variantes genéticas da hormona
hepcidina contribuem para aumentar os
niveis da ferritina sérica em individuos
suscetiveis de desenvolverem
sobrecarga em ferro

Bruno Silva, Lina Pita, Susana Gomes, Pedro Loureiro,
Jodo Gongalves, Paula Faustino

paula.faustino@insa-min-saude.pt

Departamento de Genética Humana, INSA.

_Introducéo

Uma das principais causas da acumulagdo progressiva e patolo-
gica de ferro no organismo tem base genética e é devida a um ex-
cesso de absorgao, ao nivel do duodeno, do ferro proveniente da
alimentac@o e ao aumento da sua libertacdo pelos macrofagos.
Esta patologia, denominada hemocromatose hereditaria (HH), esta
normalmente associada a presenca, em homozigotia, da mutacéao
C282Y (c.845G>A) no gene HFE. Existem ainda variantes comuns
deste gene, como a HB63D (c.187C>G), cuja frequéncia alélica na
populagdo portuguesa é de 15 a 20% (1), que também podem ser
encontradas em casos de sobrecarga em ferro (2).

A HH é uma doenga de baixa penetrancia e expressividade variavel.
Para a grande variabilidade do fenétipo contribuem fatores ambien-
tais (tais como 0 alcool, a hepatite, etc.) e fatores genéticos, nomea-
damente a presenca de variantes genéticas em genes relacionados
com o metabolismo do ferro. E o caso da hepcidina (codificada
pelo gene HAMP), uma hormona hepética que desempenha um
papel fundamental na manutengdo da homeostase do ferro pois,
consoante as necessidades do organismo, modula a absor¢éo de
ferro pelo intestino assim como a sua libertagéo pelos macréfagos
e células de armazenamento. Os niveis baixos desta hormona séo
reconhecidos como a principal causa da sobrecarga de ferro obser-
vada na HH. Assim, foi sugerido que fatores genéticos que levem a
diminuigdo da expressao do gene HAMP poderéo contribuir para o
agravamento dos fendtipos de sobrecarga em ferro (3:4.5),
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_Objetivo
Sendo a hepcidina a principal hormona reguladora da homeosta-

se do ferro, pretendeu-se, neste trabalho, investigar se variantes
comuns na regido regulatéria do gene HAMP (promotor), podem
influenciar os niveis de ferritina sérica nos individuos que possuem
a variante H63D no gene HFE.

_Materiais e métodos

Participantes: 100 individuos com niveis de ferritina sérica (sFt)
<300 pg/L e sem alteracdes no gene HFE (Tabela 1, grupo controlo);
91 individuos com niveis de sFt <300 pg/L e portadores da variante
HB3D no gene HFE em heterozigotia (HD) ou em homozigotia (DD)
(Tabela 1, grupo 1); 218 individuos com um perfil de sobrecarga
em ferro, em particular com niveis de sFt 2300 pg/L e portadores
da variante H63D no gene HFE (HD ou DD) (Tabela 1, grupo 2). De
acordo com os critérios clinicos estabelecidos, nenhum individuo
possuia consumo de alcool em excesso nem infecao pelo virus da
hepatite C. Foi obtido 0 consentimento informado dos participantes.

Genotipagem: a regido proximal (1,14 kb) do promotor do gene
HAMP foi genctipada para todos os 409 individuos, por metodolo-
gia de PCR convencional seguida de sequenciagdo automatica.

Andlise de dados: Os dados foram testados para a normalidade
e variancia. A analise envolvendo os valores de sFt foi efetuada
apos transformagao logaritmica. A analise ANCOVA foi efetuada
utilizando a idade e 0 género como co-variaveis. A significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

_Resultados

A pesquisa de alteragdes no promotor do gene HAMP levou a
identificagdo de duas variantes, nc.-1010C>T (rs10414846) e nc.-
582A>G (rs10421768), que ja haviam sido previamente descritas.
Dado que nas amostras em estudo estas variantes foram encon-
tradas em associacdo (desequilibrio de linkage), apresentando
preferencialmente as combinacdes CA e TG no genoma, as anali-
ses subsequentes foram tratadas de acordo com estes haplétipos.
Foi determinada a frequéncia destes haplétipos e a sua possivel
relagdo com o nivel de sFt, na presenga ou auséncia da variante
HB63D no gene HFE (Tabela 2). Foi observado que a frequéncia do
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Tabela 1: [/} Pardmetros bioquimicos do metabolismo do ferro nos grupos de individuos estudados, divididos de acordo
com a presenga/auséncia da variante H63D no gene HFE e com os diferentes niveis de ferritina sérica.

P HFE_wt® HFE_HD ou DD® HFE_HD ou DD"
sFt® <300 pg/L sFt® 2300 pg/L
[n=100] [n=91] [n=218]
- pe L
Ferro sérico (ug/dL) 106,4 [100,1; 112,7] 1241 [114,4; 133,8] 0,003 158,0 [148,8; 167,2] <0,001
Ferritina sérica (ug/L) 82,2 [67,7; 96,7] 133,6 [114,0; 153,2] 0,001 970,4 [876,6; 1075,8] <0,001
Saturagdo da transferrina (%) 30,8 [28,6; 33,1] 39,7 [36,2; 43,2] <0,001 59,0 [565,9; 62,1] <0,001

a grupo controlo, sem a variante H63D no gene HFE e com valores normais dos pardmetros bioguimicos do metabolismo do ferro;
b individuos com a variante H63D em heterozigotia (HD) ou em homozigotia (DD); ¢ ferritina sérica; 9 teste-t [Ft foi testada como log(Ft)];

n = numero de individuos; valores apresentados como: média [IC 95%]

Tabela 2: ['2 Associagdo entre os hapldtipos do promotor do gene HAMP, a variante H63D e diferentes niveis de

ferritina sérica.

¢.-1010C>T; ¢.-582A>G Frequéncia (%) [n] Frequéncia (%) [n] p* Frequéncia (%) [n] p*
Haplétipo | CA 78,5 [157] 78,0 [142] | 69,5 [303)]
e 0903 | 0,029
TG 21,5 [43] 22,0 [40] | 30,5 [133]
Gendtipo | CA/CA 58,0 [58] 62,6 [57] | 47,7 [104]
CA/TG 41,0 [41] 30,8 [28] | <0,001 43,6 95 | <0,001
TG/TG 1,0 [] 6,6 [6] 8,7 [19]

* . N P
teste XZ; n = nimero de individuos ou alelos

haplétipo TG é significativamente superior (p=0,029) no grupo de
individuos portadores da variante H63D no gene HFE e que tém
valores de sFt >300 pg/L (30,5%, grupo 2) comparativamente com
0 grupo controlo (21,5%) e com o grupo de individuos portadores
da variante H63D com sFt <300 ug/L (22,0%, grupo 1; p=0,04Q).

De modo a confirmar a associagdo observada, dividimos os 218
individuos portadores de H63D em 2 grupos, independentemente
do seu nivel de sFt. Assim, juntaram-se, por um lado os individuos
com o gendtipo CA/CA em HAMP e, por outro lado, 0s restantes in-
dividuos com os gendtipos CA/TG e TG/TG (Figura 1). Observamos
que neste segundo grupo de individuos os valores de sFt sao signi-
ficativamente superiores (p=0,023; ajustado para idade e género).

Figura 1: [] Distribuigdo da ferritina sérica de acordo com os
gendtipos do promotor do gene HAMP em individuos
com a variante H63D em HFE.
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As amostras foram testadas para a normalidade e os valores de p obtidos por
analise ANCOVA ajustada para idade e género.
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_Discussao

A presenca, em homozigotia, da mutagéo C282Y no gene HFE é re-
conhecida como um fator de risco para o desenvolvimento de HH.
0 mesmo nao se verifica para a variante H63D, cujo significado pa-
toldgico continua por esclarecer. Neste estudo verificdmos que o
haplétipo TG no promotor do gene HAMP (definido pelas variantes
nc.-1010T e nc.-582G) é mais frequente em individuos portadores
da variante H63D no HFE que apresentam valores mais elevados
de sFt. Do mesmo modo, a variante nc.-582A>G ja tinha sido des-
crita em associagdo com fendtipos mais graves de sobrecarga em
ferro em doentes com beta-talassémia major (6). Por outro lado,
nao foi observado nenhum efeito da mesma nos parametros perifé-
ricos do metabolismo do ferro em individuos saudéveis (7). Postu-
lamos, entdo, que a variante nc.-582A>G no promotor de HAMP
tera um efeito negligenciavel em condigdes normais de homeosta-
sia do ferro, sendo a sua contribuicdo apenas relevante em condi-
coes fisiopatoldgicas do metabolismo do ferro onde é necessaria
uma maior expressao de hepcidina.

_Conclusdes

Os nossos resultados, juntamente com os obtidos por outros auto-
res (6.7), permitem-nos concluir que as variantes genéticas localiza-
das no promotor do gene HAMP, em nc.-1010 e nc.-582, participam
na regulacao do metabolismo do ferro manifestando o seu efeito em
individuos que apresentam concomitantemente outros fatores de
risco (ambientais ou genéticos) para o desenvolvimento de sobre-
carga em ferro. Deste modo, parece ser relevante a pesquisa destas
variantes em HAMP no subgrupo de individuos que apresentam a
variante H63D no gene HFE e um fendtipo de sobrecarga em ferro,
nomeadamente com niveis de sFt >300 pg/L, de maneira a poder
ser compreendida essa manifestagéo.
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