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em homozigotia não desenvolvem manifestações clínicas 
graves, embora possam apresentar alterações quantitativas 
nos biomarcadores séricos associados ao metabolismo do
ferro (3-5). A alteração c.187C>G, p.His63Asp, também no 
gene HFE, pode estar associada a ligeira sobrecarga em ferro 
quando presente em heterozigotia composta com a altera-
ção c.845G>A,p.Cys282Tyr, ou eventualmente associada
a sobrecarga moderada, quando em homozigotia, contudo 
para estes genótipos as manifestações fenotípicas graves 
são raras. De acordo com as guide l ines mais recentes da 
European Associat ion for the Study of the L iver (EASL), 
esta alteração, só por si, não é considerada causadora de 
HH associada ao gene HFE (6). 

_Objetivo

O presente trabalho  visou avaliar os resultados genotípicos 
da pesquisa das duas alterações que ocorrem mais frequen-
temente no gene HFE, associadas a hemocromatose here-
ditária (HH) em doentes com suspeita clínica de HH ou com 
parâmetros bioquímicos do metabolismo do ferro elevados.  

_Materiais e métodos

Estudaram-se 1838 doentes, no período compreendido entre 
janeiro de 2009 e outubro de 2020, no âmbito do diagnós-
tico molecular de HH tipo 1 com base em critérios clínicos 

(doença hepática crónica, doença metabólica, porfiria cutâ-
nea tarda, diabetes mell itus), e/ou bioquímicos (alteração das 
provas hepáticas, Ferritina Sérica (FS) elevada, ferro sérico 
elevado, índice de Saturação da Transferrina (ST) elevada). 
As alterações HFE: c.187C>G, p.(His63Asp) e c.845G>A, 
p.(Cys282Tyr) foram pesquisadas recorrendo à amplif icação 
das regiões de interesse, respetivamente exões 2 e 4, pela 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de hidrólise 
enzimática dos respetivos fragmentos, com as endonuclea-
ses Mbo I e Rsa I. 

_Resultados e discussão

A amostra anal isada demonstra ( tabela 1), de acordo com o 
previsto face às caracter ísticas da doença, que o grupo de 
doentes é constituído predominantemente por indivíduos 
do sexo mascul ino: 1366 homens (74,3%) e 472 mulheres 
(25,7%). A predominância do sexo mascul ino é justi f icada 
pela HH, ou a sobrecarga em ferro, ser mais frequente em 
homens do que em mulheres pré-menopausa.  Atendendo à 
alteração molecular mais relevante associada à doença em 
causa, ou que confere r isco signif icativo para HH, a homo-
zigotia para c.845G>A, p.Cys282Tyr (adiante designada 
por YY ), foi detetada em 4% dos indivíduos anal isados (74, 
independentemente do sexo). Este valor é similar ao repor-
tado na l i teratura, ou seja, ~1/3 dos laboratór ios par ticipan-

tes num inquérito europeu revelaram que a taxa de deteção 
da refer ida homozigotia é infer ior a 5%, enquanto que cerca 
de 50% dos refer idos laboratór ios, a taxa em causa situa-
-se entre ~5-20% (1). 

Os resultados também revelam que na amostra analisada, 
a homozigotia YY ocorre mais frequentemente em mulheres 
(5,7%) do que em homens (3,4%), o que sugere que o diag-
nóstico clínico/bioquímico nas mulheres é mais eficaz do que 
o realizado em homens, relativamente ao genótipo patogé-
nico obtido.  Quanto ao genótipo DY (heterozigotia composta) 
foi também detetado em ~4% dos indivíduos analisados, 
o que sustenta a associação do mesmo a sobrecarga em 
ferro ou às respetivas manifestações clínicas. Nesta análise 
o genótipo DD está particularmente representado na amos-
tra analisada (8,6% em homens e 6,1% em mulheres). Embora 
a maioria dos autores considere que a alteração H63D não 
constitui uma alteração genética que isoladamente cause 
HH, o genótipo DD deverá ser considerado como um fator 
de risco sempre que ocorra em indivíduos que também pos-
suam outros fatores a contribuir para a sobrecarga em ferro, 
por exemplo, doença hepática crónica, doença metabólica ou 
hábitos alcoólicos.

Atendendo aos diversos genótipos que podem conferir r isco 
acrescido de sobrecarga em ferro ( YY, DY e DD, embora o 
risco não seja o mesmo para cada um), verif icamos que os 
mesmos foram detetados em 16,1% dos doentes analisa-
dos (296/1838), revelando assim, que os parâmetros clínicos 
e bioquímicos usados para a seleção dos doentes permi-
tem identif icar os que, em idade mais avançada, estarão em 
maior risco de vir a desenvolver sintomatologia mais grave 
associada à sobrecarga em ferro e consequentemente care-
cem de vigilância clínica mais regular. Complementarmente 
ao diagnóstico molecular em indivíduos que possuam as 
características clínicas ou bioquímicas anteriormente indica-
das, o aconselhamento genético prévio dos mesmos e dos 
seus familiares diretos é essencial para a realização dos tes-
tes genéticos preditivos em causa.

Os presentes resultados também revelam que a grande 
maior ia dos doentes (~84%) não possui as alterações que 
ocorrem mais frequentemente no gene HFE. Esta evidên-

cia é sugestiva que os doentes que manifestem inequivo-
camente HH, possuindo FS e ST consistentemente eleva-
dos, e nos quais seja comprovada a sobrecarga em ferro 
no f ígado e não possuindo outros fatores de r isco para a 
doença em causa, poderão ter indicação tanto para a pes-
quisa de alterações raras no gene HFE, como para o estudo 
molecular dos restantes genes associados a HH não clás-
sica, nomeadamente HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1. A aná-
l ise molecular por sequenciação de nova geração (NGS, 
na sigla em inglês) de um painel contendo estes genes foi 
recentemente implementada na Unidade de Genética Mole-
cular do Depar tamento de Genética Humana do Insti tuto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. Esta nova abor-
dagem metodológica permite (comparativamente à anál ise 
sequencial dos refer idos genes por sequenciação de San-
ger) com elevada rapidez, com um custo infer ior e em fun-
ção da informação cl ínica, identi f icar outros tipos raros de 
HH não-clássica causada por alterações moleculares nes-
tes genes.

Evidencia-se, ainda, a impor tância da par ticipação em 
ensaios de aval iação externa da qual idade (AEQ), nomea-
damente os programas que aval iam, para além da genoti-
pagem, a interpretação dos resultados, a clareza e formato 
dos relatór ios. Neste aspeto, a par ticipação da Unidade de 
Genética Molecular em AEQ para a HH, a qual ocorre desde 
2005 no programa organizado pela EMQN (European Mole-
cular Genet ics Qual i ty Network ), obteve sempre resultados 
acima da média, ou a pontuação máxima, relativamente aos 
restantes laboratór ios par ticipantes, conforme represen-
tado no gráfico 1 (re lativa à genotipagem) e no gráfico 2 
(re lativa à interpretação dos resultados). A par ticipação em 
AEQ e a acreditação que obtivemos em 2014, no âmbito da 
norma por tuguesa ISO 15189:2014 (11), são dois requisitos 
essenciais que demonstram credibi l idade e competência, 
permitindo assegurar um diagnóstico de qual idade a diver-
sos níveis. Cumprindo os r igorosos requisitos de gestão e 
técnicos da Qual idade, contr ibui-se também para cumprir 
o exigente regulamento relativo aos dispositivos médicos 
para diagnóstico in v i t ro (Regulamento (UE) 2017/746) (12), 
já em vigor e com apl icação obrigatór ia a par tir de 26 maio 

de 2022.
_Conclusões

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferen-
tes genótipos para as alterações pesquisadas associadas a 
sobrecarga em ferro, ocorrem com uma frequência que varia 
entre 3,4% e 8,6%. Contudo, dada a penetrância incompleta 
destes genótipos, é determinante considerar os outros fato-
res não genéticos que contribuem para a sobrecarga em 
ferro visando uma melhor caracterização da doença indivi-
dualmente e a identif icação da(s) sua(s) causa(s).

A seleção dos doentes para a caracter ização molecular da 
HH, dada a inespecif ic idade das manifestações cl ínicas 
que lhe estão associadas, e na ausência de outras doen-
ças hematológicas, deve ser sustentada por índices bio-
químicos de sobrecarga em ferro, nomeadamente a ST e a 
ferr i t ina consistentemente elevados. Os doentes que não 
possuam a homozigotia YY, demonstrando-se inequivoca-
mente a sobrecarga em ferro (por ex. por ressonância mag-
nética ou mesmo devido à necessidade de real ização de 
f lebotomias regulares), poderão real izar estudos molecu-
lares noutros genes associados a HH, desde que outras 
causas de doença hepática ou hematológica tenham sido 
excluídas.

Esta seleção criteriosa dos doentes, permitirá aumentar a 
taxa de deteção de genótipos associados à doença, a qual se 
refletirá na vigilância clínica dos doentes e dos seus familia-
res, acompanhadas pelo adequando aconselhamento gené-
tico, contribuirão mais eficazmente para um diagnóstico mais 
precoce da HH. 

_Resumo

A hemocromatose hereditár ia (HH) associada ao gene HFE, dado ser 
uma doença autossómica recessiva com penetrância incompleta, deve 
obedecer a uma estratégia de anál ise molecular que compreenda, em 
primeiro lugar, a pesquisa das alterações moleculares que ocorrem mais 
frequentemente no refer ido gene (p.H63D e p.C282Y). Deve dar-se prior i-
dade à pesquisa da alteração p.C282Y já que esta, quando presente em 
homozigotia, não havendo outros fatores de r isco associados, permite 
conf irmar a doença em indivíduos com fenótipo cl ínico sugestivo de HH 
e/ou apresentam biomarcadores séricos indicadores de sobrecarga em 
ferro, nomeadamente saturação da transferr ina e ferr it ina elevadas. Neste 
trabalho, o estudo molecular de 1838 doentes com parâmetros cl ínicos 
e/ou bioquímicos relacionados com HH, revelou a presença de homozigo-
tia para a alteração p.C282Y em 4% dos indivíduos anal isados, valor muito 
acima do estimado para a população em geral (~0,09%) enquanto que a 
homozigotia para p.H63D foi de 7,9%, o qual corresponde a duas vezes 
o valor previsto para a população em geral (~4%). Ou seja, estes resulta-
dos, sustentam que a refer ida pesquisa, antecedida de aconselhamento 
genético, deverá ser real izada para conf irmar (em indivíduos com índices 
bioquímicos de sobrecarga em ferro) a suspeita de HH. O diagnóstico 
molecular antecedido da ocorrência dos sintomas graves da HH, permite 
antecipar a vigi lância cl ínica, prevenindo a progressão da doença para as 
manifestações mais graves que incluem, por exemplo, cirrose e carcinoma 
hepatocelular. Complementarmente, valor iza-se também a impor tância 
da par ticipação dos laboratórios em ensaios de aval iação externa da qua-
l idade, o que permite melhorar o desempenho dos mesmos no âmbito da 
genotipagem, interpretação de resultados e qual idade dos relatór ios. 

_Abstract

Hered i tar y hemochromatos is (HH) assoc iated wi th the HFE gene is an 
autosomal recess ive d isease wi th incomplete penetrance, shou ld fo l low 
a molecu lar st rategy ana lys is that inc ludes, in a f i r st stage, the screen-
ing of the molecu lar a l te rat ions that occur more f requent ly in that gene 
(p.H63D and p.C282Y ). Pr ior i t y shou ld be g iven to p.C282Y a l te rat ion 
s ince th is, when present in homozygos i t y, wi th no other assoc iated r isk 
factors, a l lows the d isease conf i rmat ion in ind iv idua ls wi th a c l in ica l 
phenotype suggest ive of HH and/or wi th se rum b iomarkers of i ron over-
load, name ly t ransfe r r in and fe r r i t in saturat ion ind ices above normal. In 

th is work, the molecu lar study of 1838 pat ients wi th c l in ica l and/or b io-
chemica l parameters re lated to HH, revea led the presence of homozy-
gos i t y for p.C282Y in 4% of the ana lysed ind iv idua ls, a va lue we l l above 
the est imated for the genera l popu lat ion (~ 0.09%), whi le the homozy-
gos i t y for p.H63D was 7.9%, which is twice the expected va lue for the 
genera l popu lat ion (~ 4%). These resu l ts suppor t that the st rategy of 
ana lys is ment ioned above, preceded by genet ic counse l l ing, shou ld 
be car r ied out to conf i rm ( in ind iv idua ls wi th b iochemica l indexes of 
i ron over load) the susp ic ion of HH. The molecu lar d iagnos is per formed 
before the occur rence of severe symptoms of HH, a l lows the ant ic ipa-
t ion of the pat ient ´s c l in ica l sur ve i l lance, prevent ing the progress ion of 
the d isease to the most severe mani festat ions that inc lude, for example, 
c i r rhos is and hepatoce l lu la r carc inoma. Add i t iona l l y, the par t ic ipat ion 
of laborator ies in ex te rna l qua l i t y assessment schemes is impor tant and 
h igh ly recommended, which a l lows them to improve the i r per formance 
in te rms of genotyp ing, resu l ts inte rpretat ion, and repor ts qua l i t y.

_Introdução

Designa-se por Hemocromatose Hereditária (HH) um con-
junto de doenças genéticas, de desenvolvimento tardio no 
adulto, as quais são caracterizadas pela acumulação de ferro 
em órgãos parenquimatosos, sobretudo no fígado (1). Na 
ausência de tratamento, a patologia poderá originar a falên-
cia do órgão, passando por uma evolução degenerativa de 
f ibrose, cirrose até ao carcinoma hepatocelular. A forma mais 
prevalente é a HH do tipo 1 (OMIM#235200) associada à 
alteração c.845G>A, p.Cys282Tyrr em homozigotia no gene 
HFE (HGNC#4886) (2) e apresenta uma transmissão autos-
sómica recessiva. A penetrância da doença é incompleta, 
75% a 85% dos indivíduos que possuem a referida alteração 
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em homozigotia não desenvolvem manifestações clínicas 
graves, embora possam apresentar alterações quantitativas 
nos biomarcadores séricos associados ao metabolismo do
ferro (3-5). A alteração c.187C>G, p.His63Asp, também no 
gene HFE, pode estar associada a ligeira sobrecarga em ferro 
quando presente em heterozigotia composta com a altera-
ção c.845G>A,p.Cys282Tyr, ou eventualmente associada
a sobrecarga moderada, quando em homozigotia, contudo 
para estes genótipos as manifestações fenotípicas graves 
são raras. De acordo com as guide l ines mais recentes da 
European Associat ion for the Study of the L iver (EASL), 
esta alteração, só por si, não é considerada causadora de 
HH associada ao gene HFE (6). 

_Objetivo

O presente trabalho  visou avaliar os resultados genotípicos 
da pesquisa das duas alterações que ocorrem mais frequen-
temente no gene HFE, associadas a hemocromatose here-
ditária (HH) em doentes com suspeita clínica de HH ou com 
parâmetros bioquímicos do metabolismo do ferro elevados.  

_Materiais e métodos

Estudaram-se 1838 doentes, no período compreendido entre 
janeiro de 2009 e outubro de 2020, no âmbito do diagnós-
tico molecular de HH tipo 1 com base em critérios clínicos 

(doença hepática crónica, doença metabólica, porfiria cutâ-
nea tarda, diabetes mell itus), e/ou bioquímicos (alteração das 
provas hepáticas, Ferritina Sérica (FS) elevada, ferro sérico 
elevado, índice de Saturação da Transferrina (ST) elevada). 
As alterações HFE: c.187C>G, p.(His63Asp) e c.845G>A, 
p.(Cys282Tyr) foram pesquisadas recorrendo à amplif icação 
das regiões de interesse, respetivamente exões 2 e 4, pela 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de hidrólise 
enzimática dos respetivos fragmentos, com as endonuclea-
ses Mbo I e Rsa I. 

_Resultados e discussão

A amostra anal isada demonstra ( tabela 1), de acordo com o 
previsto face às caracter ísticas da doença, que o grupo de 
doentes é constituído predominantemente por indivíduos 
do sexo mascul ino: 1366 homens (74,3%) e 472 mulheres 
(25,7%). A predominância do sexo mascul ino é justi f icada 
pela HH, ou a sobrecarga em ferro, ser mais frequente em 
homens do que em mulheres pré-menopausa.  Atendendo à 
alteração molecular mais relevante associada à doença em 
causa, ou que confere r isco signif icativo para HH, a homo-
zigotia para c.845G>A, p.Cys282Tyr (adiante designada 
por YY ), foi detetada em 4% dos indivíduos anal isados (74, 
independentemente do sexo). Este valor é similar ao repor-
tado na l i teratura, ou seja, ~1/3 dos laboratór ios par ticipan-

Representação s imp l i f i cada dos genót ipos a n í ve l da sequênc ia na prote ína. Cada aminoác ido está 
representado por uma ún ica le t ra de acordo com a nomenc latu ra in te rnac iona l: H (H is t id ina ), D (Ác ido 
aspár t ico), C(C is te ína ) e Y( T i ros ina ). HH ou DD – homoz igot ia para, respet i vamente, h is t id ina ou ác ido 
aspár t ico na pos ição 63; CC ou Y Y – homoz igot ia para, respet i vamente, c is te ína ou t i ros ina na pos ição 
282; HD e CY – hete roz igot ias, e HDCY – hete roz igot ia composta para as duas a l te rações em causa.
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tes num inquérito europeu revelaram que a taxa de deteção 
da refer ida homozigotia é infer ior a 5%, enquanto que cerca 
de 50% dos refer idos laboratór ios, a taxa em causa situa-
-se entre ~5-20% (1). 

Os resultados também revelam que na amostra analisada, 
a homozigotia YY ocorre mais frequentemente em mulheres 
(5,7%) do que em homens (3,4%), o que sugere que o diag-
nóstico clínico/bioquímico nas mulheres é mais eficaz do que 
o realizado em homens, relativamente ao genótipo patogé-
nico obtido.  Quanto ao genótipo DY (heterozigotia composta) 
foi também detetado em ~4% dos indivíduos analisados, 
o que sustenta a associação do mesmo a sobrecarga em 
ferro ou às respetivas manifestações clínicas. Nesta análise 
o genótipo DD está particularmente representado na amos-
tra analisada (8,6% em homens e 6,1% em mulheres). Embora 
a maioria dos autores considere que a alteração H63D não 
constitui uma alteração genética que isoladamente cause 
HH, o genótipo DD deverá ser considerado como um fator 
de risco sempre que ocorra em indivíduos que também pos-
suam outros fatores a contribuir para a sobrecarga em ferro, 
por exemplo, doença hepática crónica, doença metabólica ou 
hábitos alcoólicos.

Atendendo aos diversos genótipos que podem conferir r isco 
acrescido de sobrecarga em ferro ( YY, DY e DD, embora o 
risco não seja o mesmo para cada um), verif icamos que os 
mesmos foram detetados em 16,1% dos doentes analisa-
dos (296/1838), revelando assim, que os parâmetros clínicos 
e bioquímicos usados para a seleção dos doentes permi-
tem identif icar os que, em idade mais avançada, estarão em 
maior risco de vir a desenvolver sintomatologia mais grave 
associada à sobrecarga em ferro e consequentemente care-
cem de vigilância clínica mais regular. Complementarmente 
ao diagnóstico molecular em indivíduos que possuam as 
características clínicas ou bioquímicas anteriormente indica-
das, o aconselhamento genético prévio dos mesmos e dos 
seus familiares diretos é essencial para a realização dos tes-
tes genéticos preditivos em causa.

Os presentes resultados também revelam que a grande 
maior ia dos doentes (~84%) não possui as alterações que 
ocorrem mais frequentemente no gene HFE. Esta evidên-

cia é sugestiva que os doentes que manifestem inequivo-
camente HH, possuindo FS e ST consistentemente eleva-
dos, e nos quais seja comprovada a sobrecarga em ferro 
no f ígado e não possuindo outros fatores de r isco para a 
doença em causa, poderão ter indicação tanto para a pes-
quisa de alterações raras no gene HFE, como para o estudo 
molecular dos restantes genes associados a HH não clás-
sica, nomeadamente HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1. A aná-
l ise molecular por sequenciação de nova geração (NGS, 
na sigla em inglês) de um painel contendo estes genes foi 
recentemente implementada na Unidade de Genética Mole-
cular do Depar tamento de Genética Humana do Insti tuto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. Esta nova abor-
dagem metodológica permite (comparativamente à anál ise 
sequencial dos refer idos genes por sequenciação de San-
ger) com elevada rapidez, com um custo infer ior e em fun-
ção da informação cl ínica, identi f icar outros tipos raros de 
HH não-clássica causada por alterações moleculares nes-
tes genes.

Evidencia-se, ainda, a impor tância da par ticipação em 
ensaios de aval iação externa da qual idade (AEQ), nomea-
damente os programas que aval iam, para além da genoti-
pagem, a interpretação dos resultados, a clareza e formato 
dos relatór ios. Neste aspeto, a par ticipação da Unidade de 
Genética Molecular em AEQ para a HH, a qual ocorre desde 
2005 no programa organizado pela EMQN (European Mole-
cular Genet ics Qual i ty Network ), obteve sempre resultados 
acima da média, ou a pontuação máxima, relativamente aos 
restantes laboratór ios par ticipantes, conforme represen-
tado no gráfico 1 (re lativa à genotipagem) e no gráfico 2 
(re lativa à interpretação dos resultados). A par ticipação em 
AEQ e a acreditação que obtivemos em 2014, no âmbito da 
norma por tuguesa ISO 15189:2014 (11), são dois requisitos 
essenciais que demonstram credibi l idade e competência, 
permitindo assegurar um diagnóstico de qual idade a diver-
sos níveis. Cumprindo os r igorosos requisitos de gestão e 
técnicos da Qual idade, contr ibui-se também para cumprir 
o exigente regulamento relativo aos dispositivos médicos 
para diagnóstico in v i t ro (Regulamento (UE) 2017/746) (12), 
já em vigor e com apl icação obrigatór ia a par tir de 26 maio 

de 2022.
_Conclusões

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferen-
tes genótipos para as alterações pesquisadas associadas a 
sobrecarga em ferro, ocorrem com uma frequência que varia 
entre 3,4% e 8,6%. Contudo, dada a penetrância incompleta 
destes genótipos, é determinante considerar os outros fato-
res não genéticos que contribuem para a sobrecarga em 
ferro visando uma melhor caracterização da doença indivi-
dualmente e a identif icação da(s) sua(s) causa(s).

A seleção dos doentes para a caracter ização molecular da 
HH, dada a inespecif ic idade das manifestações cl ínicas 
que lhe estão associadas, e na ausência de outras doen-
ças hematológicas, deve ser sustentada por índices bio-
químicos de sobrecarga em ferro, nomeadamente a ST e a 
ferr i t ina consistentemente elevados. Os doentes que não 
possuam a homozigotia YY, demonstrando-se inequivoca-
mente a sobrecarga em ferro (por ex. por ressonância mag-
nética ou mesmo devido à necessidade de real ização de 
f lebotomias regulares), poderão real izar estudos molecu-
lares noutros genes associados a HH, desde que outras 
causas de doença hepática ou hematológica tenham sido 
excluídas.

Esta seleção criteriosa dos doentes, permitirá aumentar a 
taxa de deteção de genótipos associados à doença, a qual se 
refletirá na vigilância clínica dos doentes e dos seus familia-
res, acompanhadas pelo adequando aconselhamento gené-
tico, contribuirão mais eficazmente para um diagnóstico mais 
precoce da HH. 

_Resumo

A hemocromatose hereditár ia (HH) associada ao gene HFE, dado ser 
uma doença autossómica recessiva com penetrância incompleta, deve 
obedecer a uma estratégia de anál ise molecular que compreenda, em 
primeiro lugar, a pesquisa das alterações moleculares que ocorrem mais 
frequentemente no refer ido gene (p.H63D e p.C282Y). Deve dar-se prior i-
dade à pesquisa da alteração p.C282Y já que esta, quando presente em 
homozigotia, não havendo outros fatores de r isco associados, permite 
conf irmar a doença em indivíduos com fenótipo cl ínico sugestivo de HH 
e/ou apresentam biomarcadores séricos indicadores de sobrecarga em 
ferro, nomeadamente saturação da transferr ina e ferr it ina elevadas. Neste 
trabalho, o estudo molecular de 1838 doentes com parâmetros cl ínicos 
e/ou bioquímicos relacionados com HH, revelou a presença de homozigo-
tia para a alteração p.C282Y em 4% dos indivíduos anal isados, valor muito 
acima do estimado para a população em geral (~0,09%) enquanto que a 
homozigotia para p.H63D foi de 7,9%, o qual corresponde a duas vezes 
o valor previsto para a população em geral (~4%). Ou seja, estes resulta-
dos, sustentam que a refer ida pesquisa, antecedida de aconselhamento 
genético, deverá ser real izada para conf irmar (em indivíduos com índices 
bioquímicos de sobrecarga em ferro) a suspeita de HH. O diagnóstico 
molecular antecedido da ocorrência dos sintomas graves da HH, permite 
antecipar a vigi lância cl ínica, prevenindo a progressão da doença para as 
manifestações mais graves que incluem, por exemplo, cirrose e carcinoma 
hepatocelular. Complementarmente, valor iza-se também a impor tância 
da par ticipação dos laboratórios em ensaios de aval iação externa da qua-
l idade, o que permite melhorar o desempenho dos mesmos no âmbito da 
genotipagem, interpretação de resultados e qual idade dos relatór ios. 

_Abstract

Hered i tar y hemochromatos is (HH) assoc iated wi th the HFE gene is an 
autosomal recess ive d isease wi th incomplete penetrance, shou ld fo l low 
a molecu lar st rategy ana lys is that inc ludes, in a f i r st stage, the screen-
ing of the molecu lar a l te rat ions that occur more f requent ly in that gene 
(p.H63D and p.C282Y ). Pr ior i t y shou ld be g iven to p.C282Y a l te rat ion 
s ince th is, when present in homozygos i t y, wi th no other assoc iated r isk 
factors, a l lows the d isease conf i rmat ion in ind iv idua ls wi th a c l in ica l 
phenotype suggest ive of HH and/or wi th se rum b iomarkers of i ron over-
load, name ly t ransfe r r in and fe r r i t in saturat ion ind ices above normal. In 

th is work, the molecu lar study of 1838 pat ients wi th c l in ica l and/or b io-
chemica l parameters re lated to HH, revea led the presence of homozy-
gos i t y for p.C282Y in 4% of the ana lysed ind iv idua ls, a va lue we l l above 
the est imated for the genera l popu lat ion (~ 0.09%), whi le the homozy-
gos i t y for p.H63D was 7.9%, which is twice the expected va lue for the 
genera l popu lat ion (~ 4%). These resu l ts suppor t that the st rategy of 
ana lys is ment ioned above, preceded by genet ic counse l l ing, shou ld 
be car r ied out to conf i rm ( in ind iv idua ls wi th b iochemica l indexes of 
i ron over load) the susp ic ion of HH. The molecu lar d iagnos is per formed 
before the occur rence of severe symptoms of HH, a l lows the ant ic ipa-
t ion of the pat ient ´s c l in ica l sur ve i l lance, prevent ing the progress ion of 
the d isease to the most severe mani festat ions that inc lude, for example, 
c i r rhos is and hepatoce l lu la r carc inoma. Add i t iona l l y, the par t ic ipat ion 
of laborator ies in ex te rna l qua l i t y assessment schemes is impor tant and 
h igh ly recommended, which a l lows them to improve the i r per formance 
in te rms of genotyp ing, resu l ts inte rpretat ion, and repor ts qua l i t y.

_Introdução

Designa-se por Hemocromatose Hereditária (HH) um con-
junto de doenças genéticas, de desenvolvimento tardio no 
adulto, as quais são caracterizadas pela acumulação de ferro 
em órgãos parenquimatosos, sobretudo no fígado (1). Na 
ausência de tratamento, a patologia poderá originar a falên-
cia do órgão, passando por uma evolução degenerativa de 
f ibrose, cirrose até ao carcinoma hepatocelular. A forma mais 
prevalente é a HH do tipo 1 (OMIM#235200) associada à 
alteração c.845G>A, p.Cys282Tyrr em homozigotia no gene 
HFE (HGNC#4886) (2) e apresenta uma transmissão autos-
sómica recessiva. A penetrância da doença é incompleta, 
75% a 85% dos indivíduos que possuem a referida alteração 

Tabela 1: Genótipos HFE para as alterações p.His63Asp e p.Cys282Tyr 
detetados nos 1838 indivíduos analisados.

Genót ipo

Nº de casos

Percentagem

Tota l

HHCC

639

46,8%

HDCC

430

31,5%

DDCC

117

8,6%  

100% (n=1366)

HHCY

76

5,6%

HHYY

47

3,4%

HDCY

57

4,2%

Genót ipo

Nº de casos

Percentagem

Tota l

Sexo feminino

HHCC

224

47,5%

HDCC

130

27,5%

DDCC

29

6,1%  

100% (n=472)

HHCY

43

9,1%

HHYY

27

5,7%

HDCY

19

4,0%

Sexo mascul ino



em homozigotia não desenvolvem manifestações clínicas 
graves, embora possam apresentar alterações quantitativas 
nos biomarcadores séricos associados ao metabolismo do
ferro (3-5). A alteração c.187C>G, p.His63Asp, também no 
gene HFE, pode estar associada a ligeira sobrecarga em ferro 
quando presente em heterozigotia composta com a altera-
ção c.845G>A,p.Cys282Tyr, ou eventualmente associada
a sobrecarga moderada, quando em homozigotia, contudo 
para estes genótipos as manifestações fenotípicas graves 
são raras. De acordo com as guide l ines mais recentes da 
European Associat ion for the Study of the L iver (EASL), 
esta alteração, só por si, não é considerada causadora de 
HH associada ao gene HFE (6). 

_Objetivo

O presente trabalho  visou avaliar os resultados genotípicos 
da pesquisa das duas alterações que ocorrem mais frequen-
temente no gene HFE, associadas a hemocromatose here-
ditária (HH) em doentes com suspeita clínica de HH ou com 
parâmetros bioquímicos do metabolismo do ferro elevados.  

_Materiais e métodos

Estudaram-se 1838 doentes, no período compreendido entre 
janeiro de 2009 e outubro de 2020, no âmbito do diagnós-
tico molecular de HH tipo 1 com base em critérios clínicos 

(doença hepática crónica, doença metabólica, porfiria cutâ-
nea tarda, diabetes mell itus), e/ou bioquímicos (alteração das 
provas hepáticas, Ferritina Sérica (FS) elevada, ferro sérico 
elevado, índice de Saturação da Transferrina (ST) elevada). 
As alterações HFE: c.187C>G, p.(His63Asp) e c.845G>A, 
p.(Cys282Tyr) foram pesquisadas recorrendo à amplif icação 
das regiões de interesse, respetivamente exões 2 e 4, pela 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de hidrólise 
enzimática dos respetivos fragmentos, com as endonuclea-
ses Mbo I e Rsa I. 

_Resultados e discussão

A amostra anal isada demonstra ( tabela 1), de acordo com o 
previsto face às caracter ísticas da doença, que o grupo de 
doentes é constituído predominantemente por indivíduos 
do sexo mascul ino: 1366 homens (74,3%) e 472 mulheres 
(25,7%). A predominância do sexo mascul ino é justi f icada 
pela HH, ou a sobrecarga em ferro, ser mais frequente em 
homens do que em mulheres pré-menopausa.  Atendendo à 
alteração molecular mais relevante associada à doença em 
causa, ou que confere r isco signif icativo para HH, a homo-
zigotia para c.845G>A, p.Cys282Tyr (adiante designada 
por YY ), foi detetada em 4% dos indivíduos anal isados (74, 
independentemente do sexo). Este valor é similar ao repor-
tado na l i teratura, ou seja, ~1/3 dos laboratór ios par ticipan-

tes num inquérito europeu revelaram que a taxa de deteção 
da refer ida homozigotia é infer ior a 5%, enquanto que cerca 
de 50% dos refer idos laboratór ios, a taxa em causa situa-
-se entre ~5-20% (1). 

Os resultados também revelam que na amostra analisada, 
a homozigotia YY ocorre mais frequentemente em mulheres 
(5,7%) do que em homens (3,4%), o que sugere que o diag-
nóstico clínico/bioquímico nas mulheres é mais eficaz do que 
o realizado em homens, relativamente ao genótipo patogé-
nico obtido.  Quanto ao genótipo DY (heterozigotia composta) 
foi também detetado em ~4% dos indivíduos analisados, 
o que sustenta a associação do mesmo a sobrecarga em 
ferro ou às respetivas manifestações clínicas. Nesta análise 
o genótipo DD está particularmente representado na amos-
tra analisada (8,6% em homens e 6,1% em mulheres). Embora 
a maioria dos autores considere que a alteração H63D não 
constitui uma alteração genética que isoladamente cause 
HH, o genótipo DD deverá ser considerado como um fator 
de risco sempre que ocorra em indivíduos que também pos-
suam outros fatores a contribuir para a sobrecarga em ferro, 
por exemplo, doença hepática crónica, doença metabólica ou 
hábitos alcoólicos.

Atendendo aos diversos genótipos que podem conferir r isco 
acrescido de sobrecarga em ferro ( YY, DY e DD, embora o 
risco não seja o mesmo para cada um), verif icamos que os 
mesmos foram detetados em 16,1% dos doentes analisa-
dos (296/1838), revelando assim, que os parâmetros clínicos 
e bioquímicos usados para a seleção dos doentes permi-
tem identif icar os que, em idade mais avançada, estarão em 
maior risco de vir a desenvolver sintomatologia mais grave 
associada à sobrecarga em ferro e consequentemente care-
cem de vigilância clínica mais regular. Complementarmente 
ao diagnóstico molecular em indivíduos que possuam as 
características clínicas ou bioquímicas anteriormente indica-
das, o aconselhamento genético prévio dos mesmos e dos 
seus familiares diretos é essencial para a realização dos tes-
tes genéticos preditivos em causa.

Os presentes resultados também revelam que a grande 
maior ia dos doentes (~84%) não possui as alterações que 
ocorrem mais frequentemente no gene HFE. Esta evidên-

cia é sugestiva que os doentes que manifestem inequivo-
camente HH, possuindo FS e ST consistentemente eleva-
dos, e nos quais seja comprovada a sobrecarga em ferro 
no f ígado e não possuindo outros fatores de r isco para a 
doença em causa, poderão ter indicação tanto para a pes-
quisa de alterações raras no gene HFE, como para o estudo 
molecular dos restantes genes associados a HH não clás-
sica, nomeadamente HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1. A aná-
l ise molecular por sequenciação de nova geração (NGS, 
na sigla em inglês) de um painel contendo estes genes foi 
recentemente implementada na Unidade de Genética Mole-
cular do Depar tamento de Genética Humana do Insti tuto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. Esta nova abor-
dagem metodológica permite (comparativamente à anál ise 
sequencial dos refer idos genes por sequenciação de San-
ger) com elevada rapidez, com um custo infer ior e em fun-
ção da informação cl ínica, identi f icar outros tipos raros de 
HH não-clássica causada por alterações moleculares nes-
tes genes.

Evidencia-se, ainda, a impor tância da par ticipação em 
ensaios de aval iação externa da qual idade (AEQ), nomea-
damente os programas que aval iam, para além da genoti-
pagem, a interpretação dos resultados, a clareza e formato 
dos relatór ios. Neste aspeto, a par ticipação da Unidade de 
Genética Molecular em AEQ para a HH, a qual ocorre desde 
2005 no programa organizado pela EMQN (European Mole-
cular Genet ics Qual i ty Network ), obteve sempre resultados 
acima da média, ou a pontuação máxima, relativamente aos 
restantes laboratór ios par ticipantes, conforme represen-
tado no gráfico 1 (re lativa à genotipagem) e no gráfico 2 
(re lativa à interpretação dos resultados). A par ticipação em 
AEQ e a acreditação que obtivemos em 2014, no âmbito da 
norma por tuguesa ISO 15189:2014 (11), são dois requisitos 
essenciais que demonstram credibi l idade e competência, 
permitindo assegurar um diagnóstico de qual idade a diver-
sos níveis. Cumprindo os r igorosos requisitos de gestão e 
técnicos da Qual idade, contr ibui-se também para cumprir 
o exigente regulamento relativo aos dispositivos médicos 
para diagnóstico in v i t ro (Regulamento (UE) 2017/746) (12), 
já em vigor e com apl icação obrigatór ia a par tir de 26 maio 

artigos breves_   n. 2artigos breves_   n. 9artigos breves_   n. 9

de 2022.
_Conclusões

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferen-
tes genótipos para as alterações pesquisadas associadas a 
sobrecarga em ferro, ocorrem com uma frequência que varia 
entre 3,4% e 8,6%. Contudo, dada a penetrância incompleta 
destes genótipos, é determinante considerar os outros fato-
res não genéticos que contribuem para a sobrecarga em 
ferro visando uma melhor caracterização da doença indivi-
dualmente e a identif icação da(s) sua(s) causa(s).

A seleção dos doentes para a caracter ização molecular da 
HH, dada a inespecif ic idade das manifestações cl ínicas 
que lhe estão associadas, e na ausência de outras doen-
ças hematológicas, deve ser sustentada por índices bio-
químicos de sobrecarga em ferro, nomeadamente a ST e a 
ferr i t ina consistentemente elevados. Os doentes que não 
possuam a homozigotia YY, demonstrando-se inequivoca-
mente a sobrecarga em ferro (por ex. por ressonância mag-
nética ou mesmo devido à necessidade de real ização de 
f lebotomias regulares), poderão real izar estudos molecu-
lares noutros genes associados a HH, desde que outras 
causas de doença hepática ou hematológica tenham sido 
excluídas.

Esta seleção criteriosa dos doentes, permitirá aumentar a 
taxa de deteção de genótipos associados à doença, a qual se 
refletirá na vigilância clínica dos doentes e dos seus familia-
res, acompanhadas pelo adequando aconselhamento gené-
tico, contribuirão mais eficazmente para um diagnóstico mais 
precoce da HH. 

47

_Resumo

A hemocromatose hereditár ia (HH) associada ao gene HFE, dado ser 
uma doença autossómica recessiva com penetrância incompleta, deve 
obedecer a uma estratégia de anál ise molecular que compreenda, em 
primeiro lugar, a pesquisa das alterações moleculares que ocorrem mais 
frequentemente no refer ido gene (p.H63D e p.C282Y). Deve dar-se prior i-
dade à pesquisa da alteração p.C282Y já que esta, quando presente em 
homozigotia, não havendo outros fatores de r isco associados, permite 
conf irmar a doença em indivíduos com fenótipo cl ínico sugestivo de HH 
e/ou apresentam biomarcadores séricos indicadores de sobrecarga em 
ferro, nomeadamente saturação da transferr ina e ferr it ina elevadas. Neste 
trabalho, o estudo molecular de 1838 doentes com parâmetros cl ínicos 
e/ou bioquímicos relacionados com HH, revelou a presença de homozigo-
tia para a alteração p.C282Y em 4% dos indivíduos anal isados, valor muito 
acima do estimado para a população em geral (~0,09%) enquanto que a 
homozigotia para p.H63D foi de 7,9%, o qual corresponde a duas vezes 
o valor previsto para a população em geral (~4%). Ou seja, estes resulta-
dos, sustentam que a refer ida pesquisa, antecedida de aconselhamento 
genético, deverá ser real izada para conf irmar (em indivíduos com índices 
bioquímicos de sobrecarga em ferro) a suspeita de HH. O diagnóstico 
molecular antecedido da ocorrência dos sintomas graves da HH, permite 
antecipar a vigi lância cl ínica, prevenindo a progressão da doença para as 
manifestações mais graves que incluem, por exemplo, cirrose e carcinoma 
hepatocelular. Complementarmente, valor iza-se também a impor tância 
da par ticipação dos laboratórios em ensaios de aval iação externa da qua-
l idade, o que permite melhorar o desempenho dos mesmos no âmbito da 
genotipagem, interpretação de resultados e qual idade dos relatór ios. 

_Abstract

Hered i tar y hemochromatos is (HH) assoc iated wi th the HFE gene is an 
autosomal recess ive d isease wi th incomplete penetrance, shou ld fo l low 
a molecu lar st rategy ana lys is that inc ludes, in a f i r st stage, the screen-
ing of the molecu lar a l te rat ions that occur more f requent ly in that gene 
(p.H63D and p.C282Y ). Pr ior i t y shou ld be g iven to p.C282Y a l te rat ion 
s ince th is, when present in homozygos i t y, wi th no other assoc iated r isk 
factors, a l lows the d isease conf i rmat ion in ind iv idua ls wi th a c l in ica l 
phenotype suggest ive of HH and/or wi th se rum b iomarkers of i ron over-
load, name ly t ransfe r r in and fe r r i t in saturat ion ind ices above normal. In 

th is work, the molecu lar study of 1838 pat ients wi th c l in ica l and/or b io-
chemica l parameters re lated to HH, revea led the presence of homozy-
gos i t y for p.C282Y in 4% of the ana lysed ind iv idua ls, a va lue we l l above 
the est imated for the genera l popu lat ion (~ 0.09%), whi le the homozy-
gos i t y for p.H63D was 7.9%, which is twice the expected va lue for the 
genera l popu lat ion (~ 4%). These resu l ts suppor t that the st rategy of 
ana lys is ment ioned above, preceded by genet ic counse l l ing, shou ld 
be car r ied out to conf i rm ( in ind iv idua ls wi th b iochemica l indexes of 
i ron over load) the susp ic ion of HH. The molecu lar d iagnos is per formed 
before the occur rence of severe symptoms of HH, a l lows the ant ic ipa-
t ion of the pat ient ´s c l in ica l sur ve i l lance, prevent ing the progress ion of 
the d isease to the most severe mani festat ions that inc lude, for example, 
c i r rhos is and hepatoce l lu la r carc inoma. Add i t iona l l y, the par t ic ipat ion 
of laborator ies in ex te rna l qua l i t y assessment schemes is impor tant and 
h igh ly recommended, which a l lows them to improve the i r per formance 
in te rms of genotyp ing, resu l ts inte rpretat ion, and repor ts qua l i t y.

_Introdução

Designa-se por Hemocromatose Hereditária (HH) um con-
junto de doenças genéticas, de desenvolvimento tardio no 
adulto, as quais são caracterizadas pela acumulação de ferro 
em órgãos parenquimatosos, sobretudo no fígado (1). Na 
ausência de tratamento, a patologia poderá originar a falên-
cia do órgão, passando por uma evolução degenerativa de 
f ibrose, cirrose até ao carcinoma hepatocelular. A forma mais 
prevalente é a HH do tipo 1 (OMIM#235200) associada à 
alteração c.845G>A, p.Cys282Tyrr em homozigotia no gene 
HFE (HGNC#4886) (2) e apresenta uma transmissão autos-
sómica recessiva. A penetrância da doença é incompleta, 
75% a 85% dos indivíduos que possuem a referida alteração 
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em homozigotia não desenvolvem manifestações clínicas 
graves, embora possam apresentar alterações quantitativas 
nos biomarcadores séricos associados ao metabolismo do
ferro (3-5). A alteração c.187C>G, p.His63Asp, também no 
gene HFE, pode estar associada a ligeira sobrecarga em ferro 
quando presente em heterozigotia composta com a altera-
ção c.845G>A,p.Cys282Tyr, ou eventualmente associada
a sobrecarga moderada, quando em homozigotia, contudo 
para estes genótipos as manifestações fenotípicas graves 
são raras. De acordo com as guide l ines mais recentes da 
European Associat ion for the Study of the L iver (EASL), 
esta alteração, só por si, não é considerada causadora de 
HH associada ao gene HFE (6). 

_Objetivo

O presente trabalho  visou avaliar os resultados genotípicos 
da pesquisa das duas alterações que ocorrem mais frequen-
temente no gene HFE, associadas a hemocromatose here-
ditária (HH) em doentes com suspeita clínica de HH ou com 
parâmetros bioquímicos do metabolismo do ferro elevados.  

_Materiais e métodos

Estudaram-se 1838 doentes, no período compreendido entre 
janeiro de 2009 e outubro de 2020, no âmbito do diagnós-
tico molecular de HH tipo 1 com base em critérios clínicos 

(doença hepática crónica, doença metabólica, porfiria cutâ-
nea tarda, diabetes mell itus), e/ou bioquímicos (alteração das 
provas hepáticas, Ferritina Sérica (FS) elevada, ferro sérico 
elevado, índice de Saturação da Transferrina (ST) elevada). 
As alterações HFE: c.187C>G, p.(His63Asp) e c.845G>A, 
p.(Cys282Tyr) foram pesquisadas recorrendo à amplif icação 
das regiões de interesse, respetivamente exões 2 e 4, pela 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de hidrólise 
enzimática dos respetivos fragmentos, com as endonuclea-
ses Mbo I e Rsa I. 

_Resultados e discussão

A amostra anal isada demonstra ( tabela 1), de acordo com o 
previsto face às caracter ísticas da doença, que o grupo de 
doentes é constituído predominantemente por indivíduos 
do sexo mascul ino: 1366 homens (74,3%) e 472 mulheres 
(25,7%). A predominância do sexo mascul ino é justi f icada 
pela HH, ou a sobrecarga em ferro, ser mais frequente em 
homens do que em mulheres pré-menopausa.  Atendendo à 
alteração molecular mais relevante associada à doença em 
causa, ou que confere r isco signif icativo para HH, a homo-
zigotia para c.845G>A, p.Cys282Tyr (adiante designada 
por YY ), foi detetada em 4% dos indivíduos anal isados (74, 
independentemente do sexo). Este valor é similar ao repor-
tado na l i teratura, ou seja, ~1/3 dos laboratór ios par ticipan-

tes num inquérito europeu revelaram que a taxa de deteção 
da refer ida homozigotia é infer ior a 5%, enquanto que cerca 
de 50% dos refer idos laboratór ios, a taxa em causa situa-
-se entre ~5-20% (1). 

Os resultados também revelam que na amostra analisada, 
a homozigotia YY ocorre mais frequentemente em mulheres 
(5,7%) do que em homens (3,4%), o que sugere que o diag-
nóstico clínico/bioquímico nas mulheres é mais eficaz do que 
o realizado em homens, relativamente ao genótipo patogé-
nico obtido.  Quanto ao genótipo DY (heterozigotia composta) 
foi também detetado em ~4% dos indivíduos analisados, 
o que sustenta a associação do mesmo a sobrecarga em 
ferro ou às respetivas manifestações clínicas. Nesta análise 
o genótipo DD está particularmente representado na amos-
tra analisada (8,6% em homens e 6,1% em mulheres). Embora 
a maioria dos autores considere que a alteração H63D não 
constitui uma alteração genética que isoladamente cause 
HH, o genótipo DD deverá ser considerado como um fator 
de risco sempre que ocorra em indivíduos que também pos-
suam outros fatores a contribuir para a sobrecarga em ferro, 
por exemplo, doença hepática crónica, doença metabólica ou 
hábitos alcoólicos.

Atendendo aos diversos genótipos que podem conferir r isco 
acrescido de sobrecarga em ferro ( YY, DY e DD, embora o 
risco não seja o mesmo para cada um), verif icamos que os 
mesmos foram detetados em 16,1% dos doentes analisa-
dos (296/1838), revelando assim, que os parâmetros clínicos 
e bioquímicos usados para a seleção dos doentes permi-
tem identif icar os que, em idade mais avançada, estarão em 
maior risco de vir a desenvolver sintomatologia mais grave 
associada à sobrecarga em ferro e consequentemente care-
cem de vigilância clínica mais regular. Complementarmente 
ao diagnóstico molecular em indivíduos que possuam as 
características clínicas ou bioquímicas anteriormente indica-
das, o aconselhamento genético prévio dos mesmos e dos 
seus familiares diretos é essencial para a realização dos tes-
tes genéticos preditivos em causa.

Os presentes resultados também revelam que a grande 
maior ia dos doentes (~84%) não possui as alterações que 
ocorrem mais frequentemente no gene HFE. Esta evidên-

cia é sugestiva que os doentes que manifestem inequivo-
camente HH, possuindo FS e ST consistentemente eleva-
dos, e nos quais seja comprovada a sobrecarga em ferro 
no f ígado e não possuindo outros fatores de r isco para a 
doença em causa, poderão ter indicação tanto para a pes-
quisa de alterações raras no gene HFE, como para o estudo 
molecular dos restantes genes associados a HH não clás-
sica, nomeadamente HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1. A aná-
l ise molecular por sequenciação de nova geração (NGS, 
na sigla em inglês) de um painel contendo estes genes foi 
recentemente implementada na Unidade de Genética Mole-
cular do Depar tamento de Genética Humana do Insti tuto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. Esta nova abor-
dagem metodológica permite (comparativamente à anál ise 
sequencial dos refer idos genes por sequenciação de San-
ger) com elevada rapidez, com um custo infer ior e em fun-
ção da informação cl ínica, identi f icar outros tipos raros de 
HH não-clássica causada por alterações moleculares nes-
tes genes.

Evidencia-se, ainda, a impor tância da par ticipação em 
ensaios de aval iação externa da qual idade (AEQ), nomea-
damente os programas que aval iam, para além da genoti-
pagem, a interpretação dos resultados, a clareza e formato 
dos relatór ios. Neste aspeto, a par ticipação da Unidade de 
Genética Molecular em AEQ para a HH, a qual ocorre desde 
2005 no programa organizado pela EMQN (European Mole-
cular Genet ics Qual i ty Network ), obteve sempre resultados 
acima da média, ou a pontuação máxima, relativamente aos 
restantes laboratór ios par ticipantes, conforme represen-
tado no gráfico 1 (re lativa à genotipagem) e no gráfico 2 
(re lativa à interpretação dos resultados). A par ticipação em 
AEQ e a acreditação que obtivemos em 2014, no âmbito da 
norma por tuguesa ISO 15189:2014 (11), são dois requisitos 
essenciais que demonstram credibi l idade e competência, 
permitindo assegurar um diagnóstico de qual idade a diver-
sos níveis. Cumprindo os r igorosos requisitos de gestão e 
técnicos da Qual idade, contr ibui-se também para cumprir 
o exigente regulamento relativo aos dispositivos médicos 
para diagnóstico in v i t ro (Regulamento (UE) 2017/746) (12), 
já em vigor e com apl icação obrigatór ia a par tir de 26 maio 

de 2022.
_Conclusões

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferen-
tes genótipos para as alterações pesquisadas associadas a 
sobrecarga em ferro, ocorrem com uma frequência que varia 
entre 3,4% e 8,6%. Contudo, dada a penetrância incompleta 
destes genótipos, é determinante considerar os outros fato-
res não genéticos que contribuem para a sobrecarga em 
ferro visando uma melhor caracterização da doença indivi-
dualmente e a identif icação da(s) sua(s) causa(s).

A seleção dos doentes para a caracter ização molecular da 
HH, dada a inespecif ic idade das manifestações cl ínicas 
que lhe estão associadas, e na ausência de outras doen-
ças hematológicas, deve ser sustentada por índices bio-
químicos de sobrecarga em ferro, nomeadamente a ST e a 
ferr i t ina consistentemente elevados. Os doentes que não 
possuam a homozigotia YY, demonstrando-se inequivoca-
mente a sobrecarga em ferro (por ex. por ressonância mag-
nética ou mesmo devido à necessidade de real ização de 
f lebotomias regulares), poderão real izar estudos molecu-
lares noutros genes associados a HH, desde que outras 
causas de doença hepática ou hematológica tenham sido 
excluídas.

Esta seleção criteriosa dos doentes, permitirá aumentar a 
taxa de deteção de genótipos associados à doença, a qual se 
refletirá na vigilância clínica dos doentes e dos seus familia-
res, acompanhadas pelo adequando aconselhamento gené-
tico, contribuirão mais eficazmente para um diagnóstico mais 
precoce da HH. 
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_Resumo

A hemocromatose hereditár ia (HH) associada ao gene HFE, dado ser 
uma doença autossómica recessiva com penetrância incompleta, deve 
obedecer a uma estratégia de anál ise molecular que compreenda, em 
primeiro lugar, a pesquisa das alterações moleculares que ocorrem mais 
frequentemente no refer ido gene (p.H63D e p.C282Y). Deve dar-se prior i-
dade à pesquisa da alteração p.C282Y já que esta, quando presente em 
homozigotia, não havendo outros fatores de r isco associados, permite 
conf irmar a doença em indivíduos com fenótipo cl ínico sugestivo de HH 
e/ou apresentam biomarcadores séricos indicadores de sobrecarga em 
ferro, nomeadamente saturação da transferr ina e ferr it ina elevadas. Neste 
trabalho, o estudo molecular de 1838 doentes com parâmetros cl ínicos 
e/ou bioquímicos relacionados com HH, revelou a presença de homozigo-
tia para a alteração p.C282Y em 4% dos indivíduos anal isados, valor muito 
acima do estimado para a população em geral (~0,09%) enquanto que a 
homozigotia para p.H63D foi de 7,9%, o qual corresponde a duas vezes 
o valor previsto para a população em geral (~4%). Ou seja, estes resulta-
dos, sustentam que a refer ida pesquisa, antecedida de aconselhamento 
genético, deverá ser real izada para conf irmar (em indivíduos com índices 
bioquímicos de sobrecarga em ferro) a suspeita de HH. O diagnóstico 
molecular antecedido da ocorrência dos sintomas graves da HH, permite 
antecipar a vigi lância cl ínica, prevenindo a progressão da doença para as 
manifestações mais graves que incluem, por exemplo, cirrose e carcinoma 
hepatocelular. Complementarmente, valor iza-se também a impor tância 
da par ticipação dos laboratórios em ensaios de aval iação externa da qua-
l idade, o que permite melhorar o desempenho dos mesmos no âmbito da 
genotipagem, interpretação de resultados e qual idade dos relatór ios. 

_Abstract

Hered i tar y hemochromatos is (HH) assoc iated wi th the HFE gene is an 
autosomal recess ive d isease wi th incomplete penetrance, shou ld fo l low 
a molecu lar st rategy ana lys is that inc ludes, in a f i r st stage, the screen-
ing of the molecu lar a l te rat ions that occur more f requent ly in that gene 
(p.H63D and p.C282Y ). Pr ior i t y shou ld be g iven to p.C282Y a l te rat ion 
s ince th is, when present in homozygos i t y, wi th no other assoc iated r isk 
factors, a l lows the d isease conf i rmat ion in ind iv idua ls wi th a c l in ica l 
phenotype suggest ive of HH and/or wi th se rum b iomarkers of i ron over-
load, name ly t ransfe r r in and fe r r i t in saturat ion ind ices above normal. In 

th is work, the molecu lar study of 1838 pat ients wi th c l in ica l and/or b io-
chemica l parameters re lated to HH, revea led the presence of homozy-
gos i t y for p.C282Y in 4% of the ana lysed ind iv idua ls, a va lue we l l above 
the est imated for the genera l popu lat ion (~ 0.09%), whi le the homozy-
gos i t y for p.H63D was 7.9%, which is twice the expected va lue for the 
genera l popu lat ion (~ 4%). These resu l ts suppor t that the st rategy of 
ana lys is ment ioned above, preceded by genet ic counse l l ing, shou ld 
be car r ied out to conf i rm ( in ind iv idua ls wi th b iochemica l indexes of 
i ron over load) the susp ic ion of HH. The molecu lar d iagnos is per formed 
before the occur rence of severe symptoms of HH, a l lows the ant ic ipa-
t ion of the pat ient ´s c l in ica l sur ve i l lance, prevent ing the progress ion of 
the d isease to the most severe mani festat ions that inc lude, for example, 
c i r rhos is and hepatoce l lu la r carc inoma. Add i t iona l l y, the par t ic ipat ion 
of laborator ies in ex te rna l qua l i t y assessment schemes is impor tant and 
h igh ly recommended, which a l lows them to improve the i r per formance 
in te rms of genotyp ing, resu l ts inte rpretat ion, and repor ts qua l i t y.

_Introdução

Designa-se por Hemocromatose Hereditária (HH) um con-
junto de doenças genéticas, de desenvolvimento tardio no 
adulto, as quais são caracterizadas pela acumulação de ferro 
em órgãos parenquimatosos, sobretudo no fígado (1). Na 
ausência de tratamento, a patologia poderá originar a falên-
cia do órgão, passando por uma evolução degenerativa de 
f ibrose, cirrose até ao carcinoma hepatocelular. A forma mais 
prevalente é a HH do tipo 1 (OMIM#235200) associada à 
alteração c.845G>A, p.Cys282Tyrr em homozigotia no gene 
HFE (HGNC#4886) (2) e apresenta uma transmissão autos-
sómica recessiva. A penetrância da doença é incompleta, 
75% a 85% dos indivíduos que possuem a referida alteração 

Gráfico 1: Resultados da participação da Unidade de Genética Molecular (UMO) no programa de avaliação externa da 
qualidade em Hemocromatose Hereditária da EMQN, para o parâmetro "Genotipagem”. Intervalo da classi-
ficação 0(zero) a 2.

Gráfico 2: Resultados da participação da Unidade de Genética Molecular (UMO) no programa de avaliação externa 
da qualidade em Hemocromatose Hereditária da EMQN, para o parâmetro "Interpretação de Resultados". 
Intervalo da classificação 0(zero) a 2.
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em homozigotia não desenvolvem manifestações clínicas 
graves, embora possam apresentar alterações quantitativas 
nos biomarcadores séricos associados ao metabolismo do
ferro (3-5). A alteração c.187C>G, p.His63Asp, também no 
gene HFE, pode estar associada a ligeira sobrecarga em ferro 
quando presente em heterozigotia composta com a altera-
ção c.845G>A,p.Cys282Tyr, ou eventualmente associada
a sobrecarga moderada, quando em homozigotia, contudo 
para estes genótipos as manifestações fenotípicas graves 
são raras. De acordo com as guide l ines mais recentes da 
European Associat ion for the Study of the L iver (EASL), 
esta alteração, só por si, não é considerada causadora de 
HH associada ao gene HFE (6). 

_Objetivo

O presente trabalho  visou avaliar os resultados genotípicos 
da pesquisa das duas alterações que ocorrem mais frequen-
temente no gene HFE, associadas a hemocromatose here-
ditária (HH) em doentes com suspeita clínica de HH ou com 
parâmetros bioquímicos do metabolismo do ferro elevados.  

_Materiais e métodos

Estudaram-se 1838 doentes, no período compreendido entre 
janeiro de 2009 e outubro de 2020, no âmbito do diagnós-
tico molecular de HH tipo 1 com base em critérios clínicos 

(doença hepática crónica, doença metabólica, porfiria cutâ-
nea tarda, diabetes mell itus), e/ou bioquímicos (alteração das 
provas hepáticas, Ferritina Sérica (FS) elevada, ferro sérico 
elevado, índice de Saturação da Transferrina (ST) elevada). 
As alterações HFE: c.187C>G, p.(His63Asp) e c.845G>A, 
p.(Cys282Tyr) foram pesquisadas recorrendo à amplif icação 
das regiões de interesse, respetivamente exões 2 e 4, pela 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de hidrólise 
enzimática dos respetivos fragmentos, com as endonuclea-
ses Mbo I e Rsa I. 

_Resultados e discussão

A amostra anal isada demonstra ( tabela 1), de acordo com o 
previsto face às caracter ísticas da doença, que o grupo de 
doentes é constituído predominantemente por indivíduos 
do sexo mascul ino: 1366 homens (74,3%) e 472 mulheres 
(25,7%). A predominância do sexo mascul ino é justi f icada 
pela HH, ou a sobrecarga em ferro, ser mais frequente em 
homens do que em mulheres pré-menopausa.  Atendendo à 
alteração molecular mais relevante associada à doença em 
causa, ou que confere r isco signif icativo para HH, a homo-
zigotia para c.845G>A, p.Cys282Tyr (adiante designada 
por YY ), foi detetada em 4% dos indivíduos anal isados (74, 
independentemente do sexo). Este valor é similar ao repor-
tado na l i teratura, ou seja, ~1/3 dos laboratór ios par ticipan-

tes num inquérito europeu revelaram que a taxa de deteção 
da refer ida homozigotia é infer ior a 5%, enquanto que cerca 
de 50% dos refer idos laboratór ios, a taxa em causa situa-
-se entre ~5-20% (1). 

Os resultados também revelam que na amostra analisada, 
a homozigotia YY ocorre mais frequentemente em mulheres 
(5,7%) do que em homens (3,4%), o que sugere que o diag-
nóstico clínico/bioquímico nas mulheres é mais eficaz do que 
o realizado em homens, relativamente ao genótipo patogé-
nico obtido.  Quanto ao genótipo DY (heterozigotia composta) 
foi também detetado em ~4% dos indivíduos analisados, 
o que sustenta a associação do mesmo a sobrecarga em 
ferro ou às respetivas manifestações clínicas. Nesta análise 
o genótipo DD está particularmente representado na amos-
tra analisada (8,6% em homens e 6,1% em mulheres). Embora 
a maioria dos autores considere que a alteração H63D não 
constitui uma alteração genética que isoladamente cause 
HH, o genótipo DD deverá ser considerado como um fator 
de risco sempre que ocorra em indivíduos que também pos-
suam outros fatores a contribuir para a sobrecarga em ferro, 
por exemplo, doença hepática crónica, doença metabólica ou 
hábitos alcoólicos.

Atendendo aos diversos genótipos que podem conferir r isco 
acrescido de sobrecarga em ferro ( YY, DY e DD, embora o 
risco não seja o mesmo para cada um), verif icamos que os 
mesmos foram detetados em 16,1% dos doentes analisa-
dos (296/1838), revelando assim, que os parâmetros clínicos 
e bioquímicos usados para a seleção dos doentes permi-
tem identif icar os que, em idade mais avançada, estarão em 
maior risco de vir a desenvolver sintomatologia mais grave 
associada à sobrecarga em ferro e consequentemente care-
cem de vigilância clínica mais regular. Complementarmente 
ao diagnóstico molecular em indivíduos que possuam as 
características clínicas ou bioquímicas anteriormente indica-
das, o aconselhamento genético prévio dos mesmos e dos 
seus familiares diretos é essencial para a realização dos tes-
tes genéticos preditivos em causa.

Os presentes resultados também revelam que a grande 
maior ia dos doentes (~84%) não possui as alterações que 
ocorrem mais frequentemente no gene HFE. Esta evidên-

cia é sugestiva que os doentes que manifestem inequivo-
camente HH, possuindo FS e ST consistentemente eleva-
dos, e nos quais seja comprovada a sobrecarga em ferro 
no f ígado e não possuindo outros fatores de r isco para a 
doença em causa, poderão ter indicação tanto para a pes-
quisa de alterações raras no gene HFE, como para o estudo 
molecular dos restantes genes associados a HH não clás-
sica, nomeadamente HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1. A aná-
l ise molecular por sequenciação de nova geração (NGS, 
na sigla em inglês) de um painel contendo estes genes foi 
recentemente implementada na Unidade de Genética Mole-
cular do Depar tamento de Genética Humana do Insti tuto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. Esta nova abor-
dagem metodológica permite (comparativamente à anál ise 
sequencial dos refer idos genes por sequenciação de San-
ger) com elevada rapidez, com um custo infer ior e em fun-
ção da informação cl ínica, identi f icar outros tipos raros de 
HH não-clássica causada por alterações moleculares nes-
tes genes.

Evidencia-se, ainda, a impor tância da par ticipação em 
ensaios de aval iação externa da qual idade (AEQ), nomea-
damente os programas que aval iam, para além da genoti-
pagem, a interpretação dos resultados, a clareza e formato 
dos relatór ios. Neste aspeto, a par ticipação da Unidade de 
Genética Molecular em AEQ para a HH, a qual ocorre desde 
2005 no programa organizado pela EMQN (European Mole-
cular Genet ics Qual i ty Network ), obteve sempre resultados 
acima da média, ou a pontuação máxima, relativamente aos 
restantes laboratór ios par ticipantes, conforme represen-
tado no gráfico 1 (re lativa à genotipagem) e no gráfico 2 
(re lativa à interpretação dos resultados). A par ticipação em 
AEQ e a acreditação que obtivemos em 2014, no âmbito da 
norma por tuguesa ISO 15189:2014 (11), são dois requisitos 
essenciais que demonstram credibi l idade e competência, 
permitindo assegurar um diagnóstico de qual idade a diver-
sos níveis. Cumprindo os r igorosos requisitos de gestão e 
técnicos da Qual idade, contr ibui-se também para cumprir 
o exigente regulamento relativo aos dispositivos médicos 
para diagnóstico in v i t ro (Regulamento (UE) 2017/746) (12), 
já em vigor e com apl icação obrigatór ia a par tir de 26 maio 
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de 2022.
_Conclusões

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferen-
tes genótipos para as alterações pesquisadas associadas a 
sobrecarga em ferro, ocorrem com uma frequência que varia 
entre 3,4% e 8,6%. Contudo, dada a penetrância incompleta 
destes genótipos, é determinante considerar os outros fato-
res não genéticos que contribuem para a sobrecarga em 
ferro visando uma melhor caracterização da doença indivi-
dualmente e a identif icação da(s) sua(s) causa(s).

A seleção dos doentes para a caracter ização molecular da 
HH, dada a inespecif ic idade das manifestações cl ínicas 
que lhe estão associadas, e na ausência de outras doen-
ças hematológicas, deve ser sustentada por índices bio-
químicos de sobrecarga em ferro, nomeadamente a ST e a 
ferr i t ina consistentemente elevados. Os doentes que não 
possuam a homozigotia YY, demonstrando-se inequivoca-
mente a sobrecarga em ferro (por ex. por ressonância mag-
nética ou mesmo devido à necessidade de real ização de 
f lebotomias regulares), poderão real izar estudos molecu-
lares noutros genes associados a HH, desde que outras 
causas de doença hepática ou hematológica tenham sido 
excluídas.

Esta seleção criteriosa dos doentes, permitirá aumentar a 
taxa de deteção de genótipos associados à doença, a qual se 
refletirá na vigilância clínica dos doentes e dos seus familia-
res, acompanhadas pelo adequando aconselhamento gené-
tico, contribuirão mais eficazmente para um diagnóstico mais 
precoce da HH. 

_Resumo

A hemocromatose hereditár ia (HH) associada ao gene HFE, dado ser 
uma doença autossómica recessiva com penetrância incompleta, deve 
obedecer a uma estratégia de anál ise molecular que compreenda, em 
primeiro lugar, a pesquisa das alterações moleculares que ocorrem mais 
frequentemente no refer ido gene (p.H63D e p.C282Y). Deve dar-se prior i-
dade à pesquisa da alteração p.C282Y já que esta, quando presente em 
homozigotia, não havendo outros fatores de r isco associados, permite 
conf irmar a doença em indivíduos com fenótipo cl ínico sugestivo de HH 
e/ou apresentam biomarcadores séricos indicadores de sobrecarga em 
ferro, nomeadamente saturação da transferr ina e ferr it ina elevadas. Neste 
trabalho, o estudo molecular de 1838 doentes com parâmetros cl ínicos 
e/ou bioquímicos relacionados com HH, revelou a presença de homozigo-
tia para a alteração p.C282Y em 4% dos indivíduos anal isados, valor muito 
acima do estimado para a população em geral (~0,09%) enquanto que a 
homozigotia para p.H63D foi de 7,9%, o qual corresponde a duas vezes 
o valor previsto para a população em geral (~4%). Ou seja, estes resulta-
dos, sustentam que a refer ida pesquisa, antecedida de aconselhamento 
genético, deverá ser real izada para conf irmar (em indivíduos com índices 
bioquímicos de sobrecarga em ferro) a suspeita de HH. O diagnóstico 
molecular antecedido da ocorrência dos sintomas graves da HH, permite 
antecipar a vigi lância cl ínica, prevenindo a progressão da doença para as 
manifestações mais graves que incluem, por exemplo, cirrose e carcinoma 
hepatocelular. Complementarmente, valor iza-se também a impor tância 
da par ticipação dos laboratórios em ensaios de aval iação externa da qua-
l idade, o que permite melhorar o desempenho dos mesmos no âmbito da 
genotipagem, interpretação de resultados e qual idade dos relatór ios. 

_Abstract

Hered i tar y hemochromatos is (HH) assoc iated wi th the HFE gene is an 
autosomal recess ive d isease wi th incomplete penetrance, shou ld fo l low 
a molecu lar st rategy ana lys is that inc ludes, in a f i r st stage, the screen-
ing of the molecu lar a l te rat ions that occur more f requent ly in that gene 
(p.H63D and p.C282Y ). Pr ior i t y shou ld be g iven to p.C282Y a l te rat ion 
s ince th is, when present in homozygos i t y, wi th no other assoc iated r isk 
factors, a l lows the d isease conf i rmat ion in ind iv idua ls wi th a c l in ica l 
phenotype suggest ive of HH and/or wi th se rum b iomarkers of i ron over-
load, name ly t ransfe r r in and fe r r i t in saturat ion ind ices above normal. In 

th is work, the molecu lar study of 1838 pat ients wi th c l in ica l and/or b io-
chemica l parameters re lated to HH, revea led the presence of homozy-
gos i t y for p.C282Y in 4% of the ana lysed ind iv idua ls, a va lue we l l above 
the est imated for the genera l popu lat ion (~ 0.09%), whi le the homozy-
gos i t y for p.H63D was 7.9%, which is twice the expected va lue for the 
genera l popu lat ion (~ 4%). These resu l ts suppor t that the st rategy of 
ana lys is ment ioned above, preceded by genet ic counse l l ing, shou ld 
be car r ied out to conf i rm ( in ind iv idua ls wi th b iochemica l indexes of 
i ron over load) the susp ic ion of HH. The molecu lar d iagnos is per formed 
before the occur rence of severe symptoms of HH, a l lows the ant ic ipa-
t ion of the pat ient ´s c l in ica l sur ve i l lance, prevent ing the progress ion of 
the d isease to the most severe mani festat ions that inc lude, for example, 
c i r rhos is and hepatoce l lu la r carc inoma. Add i t iona l l y, the par t ic ipat ion 
of laborator ies in ex te rna l qua l i t y assessment schemes is impor tant and 
h igh ly recommended, which a l lows them to improve the i r per formance 
in te rms of genotyp ing, resu l ts inte rpretat ion, and repor ts qua l i t y.

_Introdução

Designa-se por Hemocromatose Hereditária (HH) um con-
junto de doenças genéticas, de desenvolvimento tardio no 
adulto, as quais são caracterizadas pela acumulação de ferro 
em órgãos parenquimatosos, sobretudo no fígado (1). Na 
ausência de tratamento, a patologia poderá originar a falên-
cia do órgão, passando por uma evolução degenerativa de 
f ibrose, cirrose até ao carcinoma hepatocelular. A forma mais 
prevalente é a HH do tipo 1 (OMIM#235200) associada à 
alteração c.845G>A, p.Cys282Tyrr em homozigotia no gene 
HFE (HGNC#4886) (2) e apresenta uma transmissão autos-
sómica recessiva. A penetrância da doença é incompleta, 
75% a 85% dos indivíduos que possuem a referida alteração 
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