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A Hemoglobina e as Hemoglobinopatias

Glébulos Vermelhos

Moléculade Hb A = a2f32

Quantitativas - Talassémias

auséncia ou diminuicao de sintese de uma cadeia
globinica, ex: B-talassémia, a-talassémia,

a Persisténcia Hereditaria de Hb F.

Hemoglobinopatias
Qualitativas - Variantes da Hemoglobina
resultantes da alteracédo da estrutura de uma

cadeia globinica, ex: Hb S (drepanocitose), Hb C,
Hb D, etc.
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As hemoglobinopatias do tipo quantitativo: exemplo da B-talassémia

Base molecular:
mutacoes/delecOes/insercoes
nos genes da beta-globina
(HBB) ou nas suas regioes
regulatorias

*Talassémia Minor ou
traco talassémico

» Talassémia Major (1 gene HBB afetado; ind.
heterozigotico)

2 genes HBB afetados (individuo homozigotico ou

composto heterozigotico) O individuo é clinicamente

* Anemia muito grave, dependente de transfusfes assintomatico.

» Esplenomegalia e Hepatomegalia

» Deformacoes 0sseas Apresenta um quadro

« Eritropoiese extramedular hematoldgico tipico:

» Sobrecarga em ferro — tratamento com guelantes Ggv 7T

do ferro VGM < 80 fL (microcitose)
* Manifestacdo em tenra idade HGM < 27 pg (hipocromia)

 Fatal HbA2 > 3,5%




As hemoglobinopatias do tipo qualitativo:
exemplo da drepanocitose ou anemia das células falciformes

Base molecular: Uma s6é mutacao no gene da beta-globina; codao 6
GAG>GTG; HBB:c.20A>T (Ac. Glutamico > Valina) — Hb S

o — -

A Hb S produz efeitos deletéerios porque, em

desoxigenacao, ha reducao da sua solubilidade
e ocorre polimerizacao.

Formam-se grandes polimeros que deformam
GV em forma de foice = drepandcitos

Hipertensdo
|  pulmonar

Dor aguda
no peito

- Anemia hemolitica cronica
caracterizada por

* hemolise crénica,

* eventos recorrentes de vaso-oclusao,
* infecOes,

» consequente falha de 6rgao

Nefropatia

Osteonecrose SR
Priapismo

Dor muscular

» Grande variabilidade nas manifestacdes clinicas

Ulceras
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N° de nascimentos de criangas afetadas de uma
hemoglobinopatia grave por 1000 nascimentos
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Distribuicao mundial das hemoglobinopatias (fonte: oMS)

As hemoglobinopatias constituem o grupo de patologias genéticas mais comuns
nas populagcdes humanas.

Segundo dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS) cerca de 250 milhdes de
pessoas em todo o Mundo séo portadoras de algum tipo de hemoglobinopatia.
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B Screening de portadores antes do casamento
A Diagnostico pré-natal
® Screening neonatal
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As hemoglobinopatias
em Portugal

Prevaléncia de portadores

A) de p-talassémia (%) e AL

B) de drepanocitose (%)

Martins et al, J Med Genet 1993 e
Inez et al, Arg INSA 1993
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A prevaléncia de portadores de Hemoglobinopatia aumenta de norte para sul (onde alguns distritos atingem
uma prevaléncia conjunta para as duas patologias superior a 2%).

Ha areas restritas onde a prevaléncia de portadores é bastante mais elevada (cerca de 5%) assim como nas
populagdes imigrantes dos PALOPSs.

Estimasse que a Incidéncia a nascenca de formas graves da doenca (SS, Sp-tal; B-tal/B-tal): 5-10 novos
casos /ano.
O n° de doentes drepanociticos é aproximadamente de 600.

O n° de doentes talassémicos graves € aproximadamente de 40.
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Frequéncia relativa das mutacgdes B-talassémicas

em Portugal

@mCD39 (C>T)
BIVS-I-1 (G>A)

B IVS-I-6 (T>C)
a1vs-1-110 (G>A)
BCD15 (TGG>TGA)
ECDS (-A)

Moutras

Faustino P et al , Arq INSA, 1997, 23:195



Pesquisa de grandes delecdes nos agrupamento génicos
globinicos

por multiplex ligation probe dependent amplification (MLPA)
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* Pesquisa de grandes dele¢des/insercoes

* Caracterizagao funcional das novas lesoes

Exemplo:

Descoberta um nova delecao de 3,3 kb (em homozigotia) que remove uma regido regulatéria distal a qual se pensava
ser crucial e imprescindivel para a expressao dos genes a jusante e para a regulacao da expressao diferencial destes
genes ao longo do desenvolvimento > estudos funcionais = aumento do conhecimento sobre a fisiopatologia da
doenca.

Coelho et al, Blood Cell Mol Dis, 2010, 45: 147-153



Drepanocitose — doenca monogénica sob
controlo poligénico

Gene2 Gene3 Gene4

Gene 1 \ \ \

Doenca
(O mesmo genotipo HBB; (ambiente) Grande variabilidade
homozigotia para a mutagao P
drepanocitica) do fenOﬂpo
Objectivos:

Identificar modificadores genéticos e caracterizar o seu modo de acao
Identificar riscos de desenvolver certos endofendtipos
Identificar novos marcadores de prognostico
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Fatores maodificadores do fendtipo da drepanocitose
Niveis elevados de Hb Fetal

SNP rs11886868 em BCL11A SNP rs4671393 em BCL11A
30,0 68 30,0 63
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Genotipo em rs11886868 Genotipo em rs4671393

Estuddamos varios genes possiveis moduladores da expressao da Hb F (HBG2, HBG1, BCL11A,
HBS1L-MYB ). Foi encontrada associacao positiva entre os alelos C do SNP rs11886868 e o alelo A
do SNP rs4671393 no gene BCL11A e o nivel elevado de Hb F.

Co-heranca de niveis elevados de Hb F com drepanocitose

>>> O principal agente modificador da doenca

* Menor morbilidade e mortalidade

*Este conhecimento foi usado para o tratamento da doenca
(O medicamento Hidroxiureia >> aumento de Hb F>>melhoria dos sintomas,
maior sobrevivéncia)
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Efeito do polimorfismo de repeti¢ao (TA)s o no promotor do gene
UGT1A1 na modulacao do fenétipo drepanocitico

Vesicula biliar

S$328

pePTHA
CENERA

Calculos
biliares

Concluimos que o polimorfismo de repeticao (TA)s g no promotor do
gene UGT1A1 é um importante modificador do fendétipo da
drepanocitose, aumentando o risco de hemalise,
hiperbilirrubinémia, tendéncia a desenvolver colelitiase e a realizar
colecistectomia.

Martins et al, J Hum Genet, 2008, 53:524-8
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Investigacdo em Hemoglobinopatias / Saude Publica
Permitiu conhecer a populacao em termos de epidemiologia molecular

Permitiu implementar um programa de prevencao

Permite:

. a identificacdo e caracterizacao de genotipos/fenoétipos raros

. a realizacao de estudos funcionais 0 que aumenta o
conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca

. identificar e compreender o modo de acao de fatores
modificadores das manifestacdes clinicas

. identificar biomarcadores de prognostico

. aplicar os conhecimentos para uma melhoria das estratégicas

terapéuticas e do diagnostico



uut0_Nacional de Salde

A Hemocromatose
Hereditaria e a Saude Publica
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A Hemocromatose

Patologia descrita no sec. XIX, a qual se deu o nome de “hemocromatose”.
Apresentacao do doente: diabetes, pigmentacéo bronze acinzentada da
pele, cirrose. Causa desconhecida.

Em 1935 tornou-se evidente que se tratava de uma doenca devida a
depositos de ferro nos orgaos mas so mais tarde em 1970-80 foi
reconhecida como uma doenca genética de transmisséo autossomica
recessiva e fol denominada Hemocromatose Hereditaria (HH).

Em 1996 foi identificado o gene associado a patologia (gene HFE; High Fe;
6p21.3; Feder et al, 1996)

Foi verificado que a grande maioria dos doentes HH apresentavam
homozigotia para uma mutacao no gene HFE: c.845G>A; p.C282Y

Mais raramente eram descritos doentes HH devido a heterozigotia
composta para a mutacdo C282Y e uma outra mutacao também no gene
HFE c.187C>G; p.H63D
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Hemocromatose Hereditaria —
caracteristicas da doenca

A doenca caracteriza-se por um aumento da absorcéo a nivel intestinal
do ferro ingerido na alimentacao, com consequente acumulacéo em
varios 0rgaos, especialmente figado, coracao e pancreas.

Os sintomas iniciam-se geralmente na meia idade (40-60 anos) e comecam
por consistir em sintomas gerais de fadiga e dores articulares.

A doenca hepéatica desenvolve-se mais tardiamente: hepatomegalia,
cirrose e carcinoma hepatocelular

Cardiomiopatias e arritmias

Frequentemente surge acompanhada de doencas enddcrinas como
diabetes, hipogonadismo hipogonadotroéfico, impoténcia.

A doenca afeta mais homens que mulheres.

A doenca se néo for tratada (flebotomias) pode levar a morte.
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Distribui¢éo e armazenamento do ferro no organismo

-~
Duodeno ( tf'
Utilizacdo (1-2 mg por dia) '+

\ Utilizacao

Plasma TR
tranSTermin Qee—————— /|
MUsculo (3 mg)
(mioglobina)
(300 mg) Eritrocitos
Ferro circulantes
armazenado (hemoglobina)

(1.800 mg)

Menstruacao / Outras perdas de sangue
Descamacdao das células da mucosa

Figado G (1=2mg por dia) J Macrofagos do sistema

(1.000 mg) Y reticuloendotelial
600 m
Perdas de ( 9)

Ferro
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O papel da HFE na Homeostase do Fe
I) NO DUODENO - Papel modelador na absor¢éo de

ferro proveniente da alimentacao

Enterocitos
(Absorcéo de Ferro)

Imunofluorescéncia

Células das criptas HFE-TfR

(Regulagéo da Absorcao ‘ g
de Ferro) s

A HFE wild-type localiza-se no duodeno, nas células das
criptas, co-localizando-se com o receptor da transferrina

(TfR) e tem um papel modulador da absor¢ao intestinal do
ferro proveniente da alimentacéo.

Em caso de HFE_C282Y ha uma absor¢céo aumentada e
desregulada do ferro proveniente da alimentac&o

Enterécito
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O papel da HFE na Homeostase do Fe

I1) NO HEPATOCITO DO FIGADO - papel modelador da expressédo da hepcidina

A HFE wild-type localiza-se a superficie dos hepatécitos e regula a sintese da hepcidina em
funcéo dos niveis de Fe no organismo

Em caso de HFE_C282Y nao ha apresentacao da proteina a superficie do hepatdcito e
consequentemente ndo ha estimulacdo do gene HAMP perante um aumento de Fe no
organismo. Assim, os individuos com hemocromatose hereditaria apresentam niveis de

hepcidina muito baixos.
fe
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(Adaptado de Anderson, 2009)
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Consequéncia da auséncia de resposta da hepcidina aos elevados
niveis de ferro em circulacdo - situacéo patolégica ‘hemocrbmatose)

Z } DMTA
/ >
/ «

g ’
 Fe

(Adaptado de Olynyk et al, 2008) )
- Macrofago

v

Perante um excesso de Fe em circulacdo a HFE_C282Y nao estimula a sintese da hepcidina.

A consequéncia da hepcidina baixa € a ndo degradacao da ferroportina pelo que continua a haver mais
entrada de ferro para a circulacdo, tanto proveniente da alimentacao (via enterdcitos) como da reciclagem
dos GV senescentes pelos macrofagos.

Os doentes com HH apresentam niveis baixos de hepcidina, apesar de terem sobrecarga em ferro.
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A Hemocromatose Hereditaria na Europa

A HH é uma das doenca genéticas mais comuns
em caucasianos com ascendéncia norte Europeia.

Cerca de 90% dos doentes HH do norte da Europa

possuem homozigotia para a mutacdo HFE_C282Y.

Como resultado de uma meta-analise que envolveu

36 estudos efetuados em varios paises da

Europa, USA e Australia e 127613 individuos foi

c61e2terminada uma frequéncia alélica da C282Y de
2% .

(European association for the study of the liver. J Hepatol, 2010,doi
10.1016/jhep.2010.03.001)

Na Europa a frequéncia do defeito em
heterozigotia € de cerca de 1:15 (varia entre 1 e
mais de 12%) e a frequéncia genotipica estimada
(homozigotia) é de 1:200 a 1:300

Nos Estados Unidos da América um rastreio
(Hemochromatosis and Iron Overload Screening,
HEIRS) realizado em 101168 participantes mostrou
que 1 em 227 brancos eram homozigoéticos para
HFE_C282Y

81%

92%
91%
92%
91%
100%

80% | 92% 87%

78%
72%/ \82% 67%

84'0/0 33%
75%

Frequéncia da homozigotia para a mutacdo C282Y em
doentes com HH;
Merrywether-Clarke et al, 2000
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Distribuicao geografica em Portugal
das frequéncias alélicas de C282Y e H63D no gene HFE

C282Y
(variac@o geografica >0,05
significativa)
0,03-0,05
&)
® N
oy O
N $
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o Qe
0,03-0,01
<0,01

A frequéncia alélica da C282Y
é dependente da regiao
analisada, varia entre 1 e 5%

Cardoso et al, Eur J Hum Genet, 2001

H63D

0,19

0.20
% >
o o
oy
0.18

017

A frequéncia alélica da H63D e
independente da regiao
analisada, varia entre 15 e 20%



Prevencéo da HH — realizar screening geral
a populacéo?

O screening populacional da HH-HFE é teoricamente muito atrativo mas nao é
recomendado (Guidelines - European association for the study of the liver)

Pros:
— E uma patologia muito prevalente e potencialmente fatal se néo for tratada
— Ha tratamento seguro, efetivo, e relativamente barato (flebotomias)

— Pode ser detetada, de um modo simples e barato, pelo doseamento da saturacao
da transferrina e ferritina e ainda por testes genéticos (pesquisa de duas
mutacdes no gene HFE)

Contras:

- Os beneficios que dai adviriam (tratamento precoce e maior sobrevivéncia dos HH)
terdo de ser “pesados” contra as potenciais repercussdes negativas do
diagnodstico — psicoldgicas, sociais, e legais — especialmente na auséncia de
doenca no presente.

- Em geral, a expressividade clinica dos homozigdéticos € muito baixa
(penetrancia baixa)
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HH - Penetrancia

« Todos os individuos que tém os genotipos de risco estdo genéticamente
predispostos a desenvolverem uma cadeia de eventos que podem culminar
com doenca e dano de multiplos 6érgaos mas, atualmente, € impossivel prever
se, guando e em que extensao a mutacao sera fenotipicamente expressa

>>> PENETRANCIA MUITO BAIXA

SO uma parte dos individuos C282Y/C282Y desenvolverao fenoétipo:

. 38 a 50 % desenvolverao sobrecarga em ferro (observavel pelos
parametros bioquimicos do metabolismo do ferro)
. 10 a 33% desenvolverao doenca (esta ird desenvolver-se numa

propor¢cdo muito maior de homens do que de mulheres).

E isto porqué?
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Penetrancia da HH tipo |
Modificadores genéticos e ambientais

* A HH evolui lentamente e a sua progressao pode ser acelerada ou atenuada por varios

fatores tanto ambientais como genéticos

-\ //—
\-

v

Manifestacfes clinicas da
sobrecarga em Fe

Vv

Outros genes envolvidos >>> outros tipos de hemocromatoses
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Hemocromatoses herdadas e adquiridas

Classificacao das MutacOes nos | Tipo de
hemocromatoses genes: Hemocromatose
Hereditaria
Associada ao HFE: Hemocromatose
gene HFE C282Y/C282Y tipo 1
C282Y/H63D
Hepcidina Hemocromatose
juvenil
Ereirr:gﬁ;omatose Nao associada Hemojuvelina tipo 2
(hereditaria) d0genelbinES Rl Hemocromatose
tipo 3
Ferroportina Hemocromatose
tipo 4
(eritropoiese ineficaz / hemalise cronica / multiplas
Hemocromatose transfusoes)
secundaria

- Talassémia major
(adquirida) o o
Anemias sideroblasticas

Anemias hemoliticas crénicas



) 15610 Nacional de Saude

A Hemocromatose Hereditaria nao-classica
em Portugal

A investigacdo sobre a hemocromatose hereditaria ndo classica revelou apenas um

pegueno numero de mutacdes novas, raras ou privadas de uma ou poucas
familias:

« HFE: S65C, E277K, V295A, L46W, D129N, Y138X e Y230F
« TfR2:1238M, IVS5-9T>A; F280L, R752H

«  HAMP: 5UTR -25G>A

HJIV: A310G, E275E; IVS2+395C>G, P124L

« SL40A1l
(Mendes et al, Ann Hematol, 2009)

Algumas dessas alteragcOes (HFE_E277K, V295A, Y138X e HAMP_5'UTR-25G>A)
foram sujeitas a estudos de expressao génica sendo consideradas causadoras de
patologia. (Martins e Silva et al, PLoS One, 2011;

Silva et al, BJH, 2012; doi:10.1111/j1365-2141.2012)

As suas frequéncias na populagao portuguesa sao muito baixas >>>
nao estéo indicadas para serem pesquisadas no diagndstico classico de HH



O diagnostico de HH

(Guidelines - European association for the study of the liver)

1) Os testes bioquimicos de rastreio:

Dosagem de ferritina sérica.

Determinacao da saturacao de transferrina .
Suspeita de Hemocromatose:

+ Ferritina > 400 ng/mL (1ng/mL=10mg de Fe armazenado)
+ indice de Saturagido da Transferrina > 50%
[ST= Fe sérico/capacidade total de ligacdo ao Fe) x100]

2) Descartar causas de hiperferritinemia como alcoolismo cronico, inflamacéo, necrose, tumores,
doenca metabdlica, etc

Em caso de aumento notorio, persistente e ndo explicavel daqueles parametros ou pertencer a
um certos grupo populacional (familiares de doentes HH, doenca hepética cronica, carcinoma
hepatocelular, diabéticos do tipo 1, porfiria cutadnea tarda, condrocalcinose) avancar para os
testes genéticos.

3) Prosseguir com exame clinico-laboratorial e genético
Doseamento das enzimas hepaticas ; Avaliacdo cardiaca ; Testes hormonais

Biopsia hepatica (mostrard hemossiderose)
Métodos de Imagem (ressonancia magnética T2*)

Confirmacgéao do diagndstico pelos testes genéticos: pesquisa das mutacdo C282Y e H63D no
gene HFE >>> Os gendtipos C282Y/C282Y ou C282Y/H63D confirmam o diagnéstico de HH

tipo 1

E quando o gendtipo HFE néo é de risco?
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A investigacdo em HH / Saude Publica

Permitiu conhecer a prevaléncia das mutagdes comuns do gene HFE na
populacao portuguesa

Permitiu conhecer outras causas de Hemocromatose Hereditaria nao classica na
nossa populacéo

Isoforma soltuvel da HFE

holo-Tf soluble

A investigacao em curso R @@ Hemojuveinf{
atualmente incide sobre o0s
mecanismos da doenca e podera
contribuir para a melhoria do
diagnostico e, eventualmente,
permitir conceber novas citoplasma
estratégias terapéuticas. e /[»

"
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