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_Resumo

A hemocromatose hereditaria (HH) associada ao gene HFE, dado ser
uma doencga autossémica recessiva com penetrancia incompleta, deve
obedecer a uma estratégia de analise molecular que compreenda, em
primeiro lugar, a pesquisa das alteragdes moleculares que ocorrem mais
frequentemente no referido gene (p.H63D e p.C282Y). Deve dar-se priori-
dade a pesquisa da alteracdo p.C282Y ja que esta, quando presente em
homozigotia, ndo havendo outros fatores de risco associados, permite
confirmar a doenga em individuos com fendtipo clinico sugestivo de HH
e/ou apresentam biomarcadores séricos indicadores de sobrecarga em
ferro, nomeadamente saturagao da transferrina e ferritina elevadas. Neste
trabalho, o estudo molecular de 1838 doentes com parametros clinicos
e/ou bioquimicos relacionados com HH, revelou a presenga de homozigo-
tia para a alteragao p.C282Y em 4% dos individuos analisados, valor muito
acima do estimado para a populagao em geral (~0,09%) enquanto que a
homozigotia para p.H63D foi de 7,9%, o qual corresponde a duas vezes
0 valor previsto para a populagdo em geral (~4%). Ou seja, estes resulta-
dos, sustentam que a referida pesquisa, antecedida de aconselhamento
genético, devera ser realizada para confirmar (em individuos com indices
bioguimicos de sobrecarga em ferro) a suspeita de HH. O diagnostico
molecular antecedido da ocorréncia dos sintomas graves da HH, permite
antecipar a vigilancia clinica, prevenindo a progressao da doenga para as
manifestacoes mais graves que incluem, por exemplo, cirrose e carcinoma
hepatocelular. Complementarmente, valoriza-se também a importancia
da participagao dos laboratérios em ensaios de avaliacao externa da qua-
lidade, o que permite melhorar o desempenho dos mesmos no &mbito da
genotipagem, interpretagao de resultados e qualidade dos relatorios.

_Abstract

Hereditary hemochromatosis (HH) associated with the HFE gene is an
autosomal recessive disease with incomplete penetrance, should follow
a molecular strategy analysis that includes, in a first stage, the screen-
ing of the molecular alterations that occur more frequently in that gene
(p.H63D and p.C282Y). Priority should be given to p.C282Y alteration
since this, when present in homozygosity, with no other associated risk
factors, allows the disease confirmation in individuals with a clinical
phenotype suggestive of HH and/or with serum biomarkers of iron over-
load, namely transferrin and ferritin saturation indices above normal. In
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this work, the molecular study of 1838 patients with clinical and/or bio-
chemical parameters related to HH, revealed the presence of homozy-
gosity for p.C282Y in 4% of the analysed individuals, a value well above
the estimated for the general population (~ 0.09%), while the homozy-
gosity for p.H63D was 7.9%, which is twice the expected value for the
general population (~ 4%). These results support that the strategy of
analysis mentioned above, preceded by genetic counselling, should
be carried out to confirm (in individuals with biochemical indexes of
iron overload) the suspicion of HH. The molecular diagnosis performed
before the occurrence of severe symptoms of HH, allows the anticipa-
tion of the patient’s clinical surveillance, preventing the progression of
the disease to the most severe manifestations that include, for example,
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Additionally, the participation
of laboratories in external quality assessment schemes is important and
highly recommended, which allows them to improve their performance
in terms of genotyping, results interpretation, and reports quality.

_Introdugéao

Designa-se por Hemocromatose Hereditaria (HH) um con-
junto de doencas genéticas, de desenvolvimento tardio no
adulto, as quais sd@o caracterizadas pela acumulagao de ferro
em 6rgdos parenquimatosos, sobretudo no figado (1). Na
auséncia de tratamento, a patologia podera originar a falén-
cia do 6rgado, passando por uma evolugao degenerativa de
fibrose, cirrose até ao carcinoma hepatocelular. A forma mais
prevalente ¢ a HH do tipo 1 (OMIM#235200) associada a
alteracdo ¢.845G>A, p.Cys282Tyrr em homozigotia no gene
HFE (HGNC#4886) (2) ¢ apresenta uma transmissdo autos-
somica recessiva. A penetrancia da doenca é incompleta,
75% a 85% dos individuos que possuem a referida alteracao



em homozigotia ndo desenvolvem manifestacdes clinicas
graves, embora possam apresentar alteracdes quantitativas
nos biomarcadores séricos associados ao metabolismo do
ferro (3-5). A alteragdo ¢.187C>G, p.His63Asp, também no
gene HFE, pode estar associada a ligeira sobrecarga em ferro
quando presente em heterozigotia composta com a altera-
cao ¢.845G>A,p.Cys282Tyr, ou eventualmente associada
a sobrecarga moderada, quando em homozigotia, contudo
para estes genoétipos as manifestacdes fenotipicas graves
sdo raras. De acordo com as guidelines mais recentes da
European Association for the Study of the Liver (EASL),
esta alteracdo, s por si, ndo é considerada causadora de
HH associada ao gene HFE (6).

_Objetivo

O presente trabalho visou avaliar os resultados genotipicos
da pesquisa das duas alteragdes que ocorrem mais frequen-
temente no gene HFE, associadas a hemocromatose here-
ditaria (HH) em doentes com suspeita clinica de HH ou com
parametros bioquimicos do metabolismo do ferro elevados.

_Materiais e métodos

Estudaram-se 1838 doentes, no periodo compreendido entre
janeiro de 2009 e outubro de 2020, no ambito do diagnds-
tico molecular de HH tipo 1 com base em critérios clinicos

(doenca hepatica crénica, doenga metabdlica, porfiria cuta-

nea tarda, diabetes mellitus), e/ou bioquimicos (alteracdo das
provas hepaticas, Ferritina Sérica (FS) elevada, ferro sérico
elevado, indice de Saturagéo da Transferrina (ST) elevada).
As alteracdes HFE: ¢.187C>G, p.(His63Asp) e c.845G>A,
p.(Cys282Tyr) foram pesquisadas recorrendo a amplificacao
das regides de interesse, respetivamente exdes 2 e 4, pela
Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de hidrélise
enzimatica dos respetivos fragmentos, com as endonuclea-
ses Mbo | e Rsa I.

_Resultados e discussao

A amostra analisada demonstra (tabela 1), de acordo com o
previsto face as caracteristicas da doenca, que o grupo de
doentes é constituido predominantemente por individuos
do sexo masculino: 1366 homens (74,3%) e 472 mulheres
(25,7%). A predominancia do sexo masculino é justificada
pela HH, ou a sobrecarga em ferro, ser mais frequente em
homens do que em mulheres pré-menopausa. Atendendo a
alteracdo molecular mais relevante associada a doenga em
causa, ou que confere risco significativo para HH, a homo-
zigotia para c.845G>A, p.Cys282Tyr (adiante designada
por YY), foi detetada em 4% dos individuos analisados (74,
independentemente do sexo). Este valor é similar ao repor-
tado na literatura, ou seja, ~1/3 dos laboratérios participan-

Tabela 1: £ Gendtipos HFE para as alteragdes p.His63Asp e p.Cys282Tyr
detetados nos 1838 individuos analisados.

Sexo masculino
Genotipo HHCC HDCC DDCC HHCY HHYY HDCY
N° de casos 639 430 117 76 47 57
Percentagem 46,8% 31,5% 8,6% 5,6% 3,4% 4.2%
Total 100% (n=1366)

Sexo feminino
Genotipo HHCC HDCC DDCC HHCY HHYY HDCY
N° de casos 224 130 29 43 27 19
Percentagem 47,5% 27,5% 6,1% 9,1% 5,7% 4,0%
Total 100% (n=472)

Representacao simplificada dos gendtipos a nivel da sequéncia na proteina. Cada aminoacido esta
representado por uma Unica letra de acordo com a nomenclatura internacional: H(Histidina), D(Acido
aspartico), C(Cisteina) e Y(Tirosina). HH ou DD - homozigotia para, respetivamente, histidina ou acido
aspartico na posicdo 63; CC ou YY - homozigotia para, respetivamente, cisteina ou tirosina na posicéo
282; HD e CY - heterozigotias, e HDCY - heterozigotia composta para as duas alteracées em causa.
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tes num inquérito europeu revelaram que a taxa de detegao
da referida homozigotia ¢ inferior a 5%, enquanto que cerca
de 50% dos referidos laboratérios, 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%), o0 que sugere que o diag-
nostico clinico/bioquimico nas mulheres é mais eficaz do que
o realizado em homens, relativamente ao genotipo patogé-
nico obtido. Quanto ao gendtipo DY (heterozigotia composta)
foi também detetado em ~4% dos individuos analisados,
0 que sustenta a associacdo do mesmo a sobrecarga em
ferro ou as respetivas manifestagdes clinicas. Nesta anélise
0 gendtipo DD esta particularmente representado na amos-
tra analisada (8,6% em homens e 6,1% em mulheres). Embora
a maioria dos autores considere que a alteragdo H63D néo
constitui uma alteracdo genética que isoladamente cause
HH, o genotipo DD devera ser considerado como um fator
de risco sempre que ocorra em individuos que também pos-
suam outros fatores a contribuir para a sobrecarga em ferro,
por exemplo, doenca hepética crénica, doenga metabdlica ou
habitos alcodlicos.

Atendendo aos diversos genotipos que podem conferir risco
acrescido de sobrecarga em ferro (YY, DY e DD, embora o
risco ndo seja 0 mesmo para cada um), verificamos que 0s
mesmos foram detetados em 16,1% dos doentes analisa-
dos (296/1838), revelando assim, que os parametros clinicos
e bioguimicos usados para a selegdo dos doentes permi-
tem identificar os que, em idade mais avancada, estardo em
maior risco de vir a desenvolver sintomatologia mais grave
associada a sobrecarga em ferro e consequentemente care-
cem de vigilancia clinica mais regular. Complementarmente
ao diagnostico molecular em individuos que possuam as
caracteristicas clinicas ou bioquimicas anteriormente indica-
das, o aconselhamento genético prévio dos mesmos e dos
seus familiares diretos € essencial para a realizagao dos tes-
tes genéticos preditivos em causa.

Os presentes resultados também revelam que a grande
maioria dos doentes (~84%) ndo possui as alteracdes que
ocorrem mais frequentemente no gene HFE. Esta evidén-
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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 figado e nao possuindo outros fatores de risco para a
doenga em causa, poderdo ter indicacao tanto para a pes-
quisa de alteracdes raras no gene HFE, como para o estudo
molecular dos restantes genes associados a HH nao clas-
sica, nomeadamente HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1. A ana-
lise molecular por sequenciagdo de nova geragao (NGS,
na sigla em inglés) de um painel contendo estes genes foi
recentemente implementada na Unidade de Genética Mole-
cular do Departamento de Genética Humana do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. Esta nova abor-
dagem metodoldgica permite (comparativamente a analise
sequencial dos referidos genes por sequenciacao de San-
ger) com elevada rapidez, com um custo inferior e em fun-
cao da informacao clinica, identificar outros tipos raros de
HH ndo-classica causada por alteragdes moleculares nes-
tes genes.

Evidencia-se, ainda, a importancia da participacdo em
ensaios de avaliacdo externa da qualidade (AEQ), nomea-
damente 0s programas que avaliam, para além da genoti-
pagem, a interpretacdo dos resultados, a clareza e formato
dos relatérios. Neste aspeto, a participacdo da Unidade de
Genética Molecular em AEQ para a HH, a qual ocorre desde
2005 no programa organizado pela EMQN (European Mole-
cular Genetics Quality Network), obteve sempre resultados
acima da média, ou a pontuacdo maxima, relativamente aos
restantes laboratorios participantes, conforme represen-
tado no grafico 1 (relativa a genotipagem) e no grafico 2
(relativa a interpretagao dos resultados). A participagao em
AEQ e a acreditacdo que obtivemos em 2014, no ambito da
norma portuguesa 1SO 15189:2014 (1) sao dois requisitos
essenciais que demonstram credibilidade e competéncia,
permitindo assegurar um diagnéstico de qualidade a diver-
so0s niveis. Cumprindo 0s rigorosos requisitos de gestao e
técnicos da Qualidade, contribui-se também para cumprir
0 exigente regulamento relativo aos dispositivos médicos
para diagndstico in vitro (Regulamento (UE) 2017/746) (12),
ja em vigor e com aplicacdo obrigatéria a partir de 26 maio
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Grafico 1: 2 Resultados da participacéo da Unidade de Genética Molecular (UMO) no programa de avaliagéo externa da

Classificagdo — Genotipagem

qualidade em Hemocromatose Hereditaria da EMQN, para o parametro "Genotipagem”. Intervalo da classi-
ficacéo O(zero) a 2.
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Grafico 2: ['1 Resultados da participagdo da Unidade de Genética Molecular (UMO) no programa de avaliacdo externa

Classificagdo — Interpretagao de resultados

da qualidade em Hemocromatose Hereditaria da EMQN, para o pardmetro "Interpretagao de Resultados".
Intervalo da classificagédo 0(zero) a 2.
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_Conclusoes

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferen-
tes genotipos para as alteragdes pesquisadas associadas a
sobrecarga em ferro, ocorrem com uma frequéncia que varia
entre 3,4% e 8,6%. Contudo, dada a penetrancia incompleta
destes genodtipos, é determinante considerar os outros fato-
res nao genéticos que contribuem para a sobrecarga em
ferro visando uma melhor caracterizagado da doenca indivi-
dualmente e a identificagcdo da(s) sua(s) causa(s).

A selegao dos doentes para a caracterizacdo molecular da
HH, dada a inespecificidade das manifestacOes clinicas
que lhe estdo associadas, e na auséncia de outras doen-
cas hematologicas, deve ser sustentada por indices bio-
quimicos de sobrecarga em ferro, nomeadamente a ST e a
ferritina consistentemente elevados. Os doentes que nao
possuam a homozigotia YY, demonstrando-se inequivoca-
mente a sobrecarga em ferro (por ex. por ressonancia mag-
nética ou mesmo devido a necessidade de realizagao de
flebotomias regulares), poderdo realizar estudos molecu-
lares noutros genes associados a HH, desde que outras
causas de doenca hepatica ou hematoldgica tenham sido
excluidas.

Esta selecdo criteriosa dos doentes, permitira aumentar a
taxa de detecé@o de gendtipos associados a doenga, a qual se
refletira na vigilancia clinica dos doentes e dos seus familia-
res, acompanhadas pelo adequando aconselhamento gené-
tico, contribuirdo mais eficazmente para um diagnéstico mais
precoce da HH.

49

Referéncias bibliograficas:

(1) Porto G, Brissot P, Swinkels DW, et al. EMQN best practice guidelines for the mo-
lecular genetic diagnosis of hereditary hemochromatosis (HH). Eur J Hum Genet.
2016 Apr;24(4):479-95. https://doi.org/10.1038/ejhg.2015.128

(2) FariaR, Silva B, Silva C, et al. Next-generation sequencing of hereditary hemochro-
matosis-related genes: Novel likely pathogenic variants found in the Portuguese
population. Blood Cells Mol Dis. 2016 Oct;61:10-5.
https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2016.07.004

(3) Mayr R, Janecke AR, Schranz M, et al. Ferroportin disease: a systematic meta-
-analysis of clinical and molecular findings. J Hepatol. 2010 Nov;53(5):941-9.
https://doi.org/10.1016/j.jhep.2010.05.016

(4) Waalen J, Beutler E. Beware of multiple comparisons: a study of symptoms asso-
ciated with mutations of the HFE hemochromatosis gene. Clin Chim Acta. 2005
Nov;361(1-2):128-34. https://doi.org/10.1016/j.cccn.2005.05.017

(5) Katsarou MS, Papasavva M, Latsi R, et al. Hemochromatosis: Hereditary hemochro-
matosis and HFE gene. Vitam Horm. 2019;110:201-22.
https://doi.org/10.1016/bs.vh.2019.01.010

(6) European Association For The Study Of The Liver. EASL clinical practice guidelines
for HFE hemochromatosis. J Hepatol. 2010 Jul;53(1):3-22.
https://doi.org/10.1016/j.jhep.2010.03.001

Bryant J, Cooper K, Picot J, et al. A systematic review of the clinical validity and
clinical utility of DNA testing for hereditary haemochromatosis type 1 in at-risk
populations. J Med Genet. 2008 Aug;45(8):513-8.
https://doi.org/10.1136/jmg.2007.055806

(8) Merryweather-Clarke AT, Pointon JJ, Jouanolle AM, et al. Geography of HFE C282Y
and H63D mutations. Genet Test. 2000;4(2):183-98.
https://doi.org/10.1089/10906570050114902

(9) Swinkels DW, Jorna AT, Raymakers RA. Synopsis of the Dutch multidisciplinary
guideline for the diagnosis and treatment of hereditary haemochromatosis. Neth
J Med. 2007 Dec;65(11):452-5. http://www.njmonline.nl/getpdf.php?id=606

(10) Silva B, Faustino P. An overview of molecular basis of iron metabolism regulation
and the associated pathologies. Biochim Biophys Acta. 2015 Jul;1852(7):1347-59.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2015.03.011

(11) NP ENISO 15189:2014. Laboratérios clinicos. Requisitos para a qualidade e com-
peténcia.

(12) Regulamento (EU) 2017/746 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 5 de
abril de 2017. Relativo aos dispositivos médicos para diagnéstico in vitro e que
revoga a Diretiva 98/79/CE e a Decisao 2010/227/UE da Comisséo. JO 5.5.2017:
L 117/176-332.
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:32017R0746&from=EN



