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Distribuicao e armazenamento do Ferro
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Absorcao do ferro pelos enterocitos no duodeno

Transporte do ferro do limen intestinal para os
enterocitos:

O transporte do Fe na forma hémica é realizado
por intermédio da proteina transportadora dos
grupos heme (HCP1).

O transporte do Fe nao-hémico (forma férrica
Fe3*) depende de um passo inicial de reducéo a
forma ferrosa Fe?* Essa reducao é feita por
intermeédio da proteina citocromo b duodenal
(DCYTB), ou por outros agentes redutores ex. ac
ascorbico. O Fe?* é transportado para o interior dos
enterdcitos, via DMT1.

O efluxo do Fe através da membrana baso-lateral
para a corrente sanguinea é mediado pelo
transportador ferroportina-1 (FNP-1) sendo este
oxidado pela hefastina (na membrana) ou pela
ceruloplasmina (no plasma), entrando na
circulacdo na forma férrica (Fe3*) ligado a
transferrina.

Enterécito

: Ferroportina
TR

Transferrina + Fe’*

Figura 1. O enterécito e as proteinas envolvidas na absorcdo do
ferro. Dcyth: ferroredutase; DMT-1: transportador de metal diva-
lente-1; HCP-1: proteina transportadora do heme-1; Nu: nicleo;
HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor da transferrina
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A regulacao da absorcao do ferro ao nivel do

A 3
2 2

duodeno e da sua reciclagem pelos macrofagos

Dietary iron
Q

Infecéo
Inflamagéao

Excesso de ferro

Anemia
Hipdxia

+
Ferroportin W
Hepcidina
hormona
Plasma reguladora
Limited absorption of do
dietary iron metabolismo
do ferro

Adaptado de Finberg, 2013

Plasma

Limited recycling of
iron stores

A hepcidina @ uma hormona

sintetizada no figado que
regula (negativamente) os niveis

de ferro no organismo.

Liga-se a ferroportina (unico

exportador de Fe conhecido) e
promove a sua internalizacéo e
degradacao e,
consequentemente, impede a
entrada de ferro para a
circulagcao proveniente da
absorcédo (no enterdcito) ou da

reciclagem (nos macrofagos).
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Regulacao da expressao do gene da hepcidina

Inflamacéo

Excesso de ferro no organismo o
Hepcidina
Infecdo

Anemia \LH idi holo.Tf soluble
PP epcidina olo-T
Hipoxia P Hemojuvelin”

vV

SMAD 1/5/8

HEPATOCITO

Cytoplasm 2

Nucleus
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Patologias associadas a sobrecarga em
ferro por excesso na albsorcao

A hemocromatose hereditaria
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Hemocromatose Hereditaria —
caracteristicas da doenca

A doenca carateriza-se por um aumento da absorcao a nivel intestinal
do ferro ingerido na alimentac&o, com consequente acumulagao 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.

Problemas ao nivel hepatico - hepatomegalia, cirrose e carcinoma
hepatocelular

Problemas ao nivel cardiaco - cardiomiopatias e arritmias

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

A doenca afeta mais homens que mulheres.

A doenca se nao for tratada (flebotomias) pode levar a morte.
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A Hemocromatose Hereditaria tipo 1 (classica)
- base molecular

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

Apresenta transmiss&ao autossdmica recessiva e penetrancia incompleta.
Foi verificado que a grande maioria (cerca de 90%) dos doentes HH

apresenta homozigotia para uma mutacéo no gene HFE: c.845G>A, p.C282Y

Mais raramente, sao reportados doentes com HH devido a heterozigotia
composta para a mutacao p.C282Y e uma outra mutacao também no gene
HFE c.187C>G; p.H63D
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Distribuicdo geografica em Portugal
das frequéncias alelicas de p.C282Y e p.H63D em HFE

1-3%

<1%

A frequéncia alélica da A frequéncia alélica da
p.C282Y é dependente da  p.H63D € independente da
regido analisada regido analisada

Cardoso et al, Eur I Hum Genet 2001
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O diagnostico clinico e bioquimico de HH

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

1) Os testes bioguimicos 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 Saturacdo da Transferrina > 50%

[ST= Fe sérico/capacidade total de ligacédo ao Fe) x100]

2) Confirmacdo do diagnéstico pelos testes genéticos: pesquisa das
mutacdo C282Y e H63D no gene HFE >>> Os gendtipos C282Y/C282Y ou
C282Y/H63D confirmam o diagndstico de HH tipo 1

. E quando ha sobrecarga em ferro ndo associada
ao genaotipo de risco em HFE?
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Penetrancia da HH tipo |
Modificadores genéticos e ambientais

O

= |

T manifestacées clinicas de
sobrecarga em Fe

A HH evolui lentamente e a sua progressao pode ser acelerada ou

atenuada por varios fatores tanto ambientais como genéticos.
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Tipos de Hemocromatose Hereditaria

Tipos Gene Tipo de Dados Consequéncias
de HH heranca laboratoriais | funcionais
Tipo 1 HFE Autossomica 1 Ferritina o .
lAssi Mut. comuns recessiva +Sat. Transt Niveis baixos de hepcidina
OUCIassIta 1 282y e HB3D |
HIV Autossémica T Ferritina
Tipo 2A _ _ recessiva 1Sat. transf Niveis baixos de hepcidina
Hemojuvelina : :
HH juvenil
HAMP Autossomica »
) o . 1 Ferritina o ) o
Tipo 2B Hepcidina recessiva Niveis baixos de hepcidina
) ) 1Sat. Transf
HH juvenil
TFR2 , . "
Tipo 3 Autossomica 1 Ferritina Niveis baixos de hepcidina
P Recetor 2 da recessiva 1Sat. Transf
Transferrina
1 1 Ferritina Niveis elevados
. SLC40A1 Autossomica Saturacéo da .
Tipo 4 de hepcidina

(Ferroportina)

dominante

Transferrina —
normal ou baixa
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Estudo da Hemocromatose Hereditaria ndo-classica em Portugal

» Screening de mutacées em quatro genes relacionados com o metabolismo do ferro

(HFE, TFR2, HAMP, HJV) em doentes com hemocromatose, sem 0s genotipos de risco
em HFE (homozigotia para C282Y ou heterozigotia composta com H63D) e sem fatores
de risco ambiental (alcoolismo e hepatite).

Metodologias: 7
12 fase (215 doentes)

* Single-Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) -
 Denaturing High- Performance Liquid Chromatography (dHPLC)

» Sequenciacao de Sanger A Hematol -

DOI 101007 /50027 7-008-057 2=y

ORIGINAL ARTICLE

a
2*tase (88 doentes) Non-classical hereditary hemochromatosis in Portugal: novel
- Next-generation sequencing mutations identified in iron metabolism-related genes

. ~ . Ana Isabel Mendes - Ana Ferro - Rute Martins -
.Valldagao daS Varlantes por Isabel Picanco « Susana Gomes « Rute Cerqueira «
Manuel Correia « Antonio Robalo Nunes «

Jorge Esteves - Rita Fleming - Paula Faustino

sequenciacao de Sanger



Estudo da Hemocromatose Hereditaria ndo-classica em Portugal

No total dos 303 doentes analisados identificaram-se 69 variantes genéticas
diferentes, algumas delas novas:

29 missense,

8 sindbnimas,

5 localizadas em regides de splicing,

1 que origina um codao de stop prematuro,

1 que origina um codao de iniciacao da traducao prematuro,

2 localizadas num elemento de resposta ao ferro (Iron-Responsive Element),

23 aparentemente neutras.
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Estudo da Hemocromatose Hereditaria nao-classica em Portugal

MutacOes novas, ou muito raras, detetadas no 1° estudo:

NO gene HFE : S65C, E277K, V295A, L46W, D129N, Y138X e Y230F
No gene TFR2:1238M, IVS5-9T>A; F280L

No gene HAMP: 5'UTR -25G>A

No gene HJV: A310G, E275E, IVS2+395C>G, P142L (em curso)

o] g] research paper

* Estudos funcionais de . S .
The functional significance of E277K and V295A HFE mutations

novas mutacoes

Bruno Silva,1 Rute 1\-’larl:irls,l Daniela
P'roeru;,a,l Rita Flemi.ng2 and Paula
Faustino

‘Deparramema de Genética, Instituto Nacional
de Satide Dr. Ricardo Jorge and 2$ewi;:o de
Imuno-hemoterapia, Hospital de Santa Maria,
Lisboa, Portugal



MutacOes novas, ou muito raras, detetadas no 2° estudo:
HH tipo 3 — Novas mutacdes no gene TFR2 detetadas por next generation sequencing

e~ — AT

€.967-1G>C €.2249T>C;p.Leu750Pro and
€.2330C>T;p.Ala777Val

J'UTR

TFR2¢.967-1G>C TFR2¢.2249T>C TFR2¢.2330C>T
CCTTTCCCTGCACGCTGLCACCT CACCTGCGGC CGC TGC GC TCC CGCTCAGC TAGYCCTGC TCACC

c/c lc/c

T
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Mutacao missense - TFR2:¢.2249T>C, p.Leu750Pro

« Individuo &, 56 anos:
—  Ferritina: 2961 ng/ml

— Saturacdo de transferrina: 84% * Resultados NGS

AD bP GQ VF (variant

Gene #CHROM QUAL FILTER GT (allelic (read (genotype G ET ] ID
depth) depth) quality) 9 4

TFR2 chr7 4960.62  PASS homoz 4;215 219 99 0,982 p.L750P

* Confirmacao por Sanger . o
caop J - Alinhamento Mdltiplo

- Polyphen =P €]

sp|G3REZO#1
=sp|UPI0001DEC3FEE]

QUERY : L% L

splUPI0001561254#1 L L

ap | G1TTYS#1 n Lg%iL

splUPI00021053A1#1 L B

sp|E2RCWO#1 TR

splUPI00005A0F00#1 AT i

spl FESI2T#1 AT i

splFIMF4T#1 o ofe|n

sp|D5RB40#1 T i

splUPI0002236773#1 L L

sp|G3TI10#1 NPL L

. T splG1SDPO#1 L B
« Estudos in silico op|D2HXO08E1 e
T b

L L

AFLOGIVE] L

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.963 (sensitivity: 0.78; specificity: 0.95)

.. Esudos inviro
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Mutacao de splicing - TFR2:¢.967-1G>C

Individuo &, 69 anos:
- Ferritina: 1930 ng/ml

- Saturacao de transferrina: 100% Resultados da NGS
. DP GQ .
Gene #CHROM  QUAL  FILTER eni: 5 Az:a't':)"c (read (genotype X';(‘;a;r';"; ID
g P P depth) quality) 9 ¥
TFR2 chr?7 10655,17 PASS homoz. 0;453 435 99 1.000 c.973-1G>C
« 1) Estudos in silico - Human Splicing Finder
«Confirmacao por Sanger:
- @G TG Score da Score da
Sinais de Splicing sequéncia sequéncia Variagao (%)
nativa (1-100) alterada (1-100)
Local aceitador de 98,12 69,18 29,5

Splicing

v

|
j |"|T|'| _Ex7‘y Ex 9

Ex7 Ex9

« 2) Estudos ex-vivo: procura dos transcritos anémalos no doente
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Determinacao da patogenicidade de
mutacoes novas:

» Estudos funcionais de mutacoes missense
0 exemplo da HFE p.E277k e V295E



) 1o Nacional de Satide

HFE — estrutura do gene e proteina

A Gene HFE B Proteina HFE
sinais poli-A
/ ]\

ene [ 14 | 12 '5 | ¥ 1

i B E =5 '?4‘ — 6 i N

mRNA

E277K V295A

péptido dominio al dominio a2 dominio a3 tm ct

sinal
I UL ]
| | |

Interacc¢iio com TfR1 Interacc¢io com f2-M

A proteina HFE encontra-se associada a beta2-microglobulina (pelo seu dominio a3)
ancorada a superficie celular, sobretudo dos enterdcitos, hepatdocitos e mondcitos.

Compete com a Transferrina ligada ao ferro (Fe;Tf) para o seu recetor (TfR1).

Liga-se ao TfR1 pelos seus dominios al e a2.
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Estudo da patogenecidade de variantes missense
exemplo: p.Glu277Lys (E277K)

Segregacao na familia associada a fenotipo?
Frequéncia na populacao superior a 1% (polimorfismo)?
Estudos in silico:
Glu277 é conservado entre espécies?
Diferenca entre os aa — perturbacao na estrutura e funcao
da proteina. Ex: Glu (carga negativa) > Lys (carga positiva)
A localizacdo no dominio a3 da proteina HFE podera afetar a ligacao

ao chaperone 2M e assim impedir 0 processamento e transporte para

a superficie da membrana. > estudos de expresséo in vitro (linhas

celulares)



HFE-GFP

Padrao de localizacéo celular das
proteinas HFE mutadas -
Ensaios de imunofluorescéncia

HFE_H63D

- PEGFP-N1 + cDNA de HFE (green fluorescent protein)
- Mutagénese dirigida — introducdo das mutacées E277K,
V295A e os controlos H63D e C282Y.

- Expressao em linhas celulares (HelLa).

- Incubacéao com anticorpos anti-B2M e Calnexina (RE).
- Microscopia confocal.

HFE_E277K

HFE_C282Y

N&o co-localiza com B2M

HFE_V295A

__HFE-GFP Calnexin

HFE wt
HFE_C282Y

HFE_H63D

HFE_V295A

HFE_E277K




Ensaios de imunoprecipitacao das variantes
proteicas da HFE

Os ensaios anteriores permitem visualizar por microscopia de fluorescéncia
a localizacao das proteinas mutantes no interior das células.

Seguidamente pretendeu-se ensaios de imunoprecipitacao que permitem
as associacoes fisicas com outras proteinas (neste caso a 2M e TfR1)

Linha celular HelLa
Transfec&o com as construcoes :

PEGFP+HFE_wt, pEGFP+HFE_H63D , pEGFP+HFE_C282Y,

PEGFP+HFE_E277K e pEGFP+HFE_V295A
Incubac&o com anticorpo anti-GFP
Western blotting
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Western blotting
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B e C- Ensaios de co-imunoprecipitacdo com B2M e TFR1 para as variantes de
HFE
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Estudos funcionais de uma variante de
HFE resultante de splicing alternativo
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Estudo da fungéo fisiologica da isoforma soluvel da HFE

O transcrito principal do gene HFE (mRNA full length) tem 4,2 kb.

Existem, adicionalmente, varios outros transcritos HFE resultantes de processos de
splicing alternativo.

Uma vez que identificamos um novo transcrito HFE devido a insercao do intrao 4,
pretendeu-se investigar:

* 0 seu nivel de expressao em diferentes tecidos,
* a correspondente estrutura da proteina e localizacao celular
* 0 seu possivel papel fisiolégico .

AUG

] Transcrito HFE full length

Size (bp) 76 264 276 276 114 41 1056 1944

AUG

—STOP

Novo transcrito HFE devido a
B s, splicing alternative (inclusdo do

76 264 276 276 158 114 41 1056 1944 intréo 4’ HFE iVS4)
: : , o B Exdo
Transcrito HFE full length e transcrito alternativo devido a ntr
incluséo do intrdo 4 (contém um coddo de STOP prematuro) [] Intrao

Regido ndo codificante
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1) Expresséao do transcrito “HFE_ivs4 ” em diferentes tecidos humanos

Transcrito com inclusdo do ivs4

i 13% HFE total EH
Spleen
i 12%
Heart . .
PCR quantitativo em
25%
Duodenum H tempo -real (RT-gPCR)
. 6%
Liver _
. 18%
Small Intestine _
v | — 7 O ronSonio PR s tem uma
_ i 9% expressao ubiquitaria.
Kidney
i = 35%
Testis
6 14000 28600 42600 56000

Copy number/pg RNA



HFE
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2) Co-localizacao celular da variante proteica HFE_ivs4 em células hepaticas

HFE_GFP B2M Merge HFE_GFP _TfR1 Merge
- . s T
> =
15 L o
— T —
= =
< <
2 2
w' m
LL LL
T T
Imunofluorescéncia (HepG2)
Os cDNAs de HFE foram ligados a GFP no vetor pEGFP-N1. As
construcdes foram usadas para transfetar células HepG2. A <
localizacao das respetivas proteinas foi efetuada usando ! g
anticorpos contra a $-2M, TfR1 e calnexina. 'f -
=]

v’ A proteina “HFE_full length” co-localiza com a B-2M e
com o TfR1, a maior parte dela a superficie celular. Nao
co-localiza com a calnexina (marcador do ER).

v" A proteina “HFE_ivs4” co-localiza pouco com a f3-
2M, nao co-localiza com o TfR1 e co-localiza com a
calnexina.

HFE ivs4

Bar represents 10 pm

Co-localiza com a calnexina

eI



3) Secrecéao celular da proteina variante HFE_ivs4

Ensaios de Imunoprecipitacdo (HepG2; detecdo com os anticorpos anti-GFP e
B-2M)

Lisados celulares Sobrenadante das culturas celulares

A
75 kDa 3 — — - = 64 kD
15 KDas — _— HFE_GFP a
13kDa —| Wiy, - - B,-M —, - 13 kDa
- + } + - + - +  Exol
HFE_full length HFE_ivs4 HFE_full length HFE_ivs4

v'As proteinas “HFE_full length” e “HFE_ivs4” encontram-se associadas a f2M nos
lisados celulares, contudo, apenas a variante “HFE_ivs4” ¢é encontrada no

sobrenadante das culturas celulares.

v'A proteina “HFE_ivs4” é uma variante truncada e soltuvel (sHFE) da proteina HFE

que é segregada pelas células mantendo a sua interacdo com a -2M.



4) Efeito da variante sHFE na expresséao de genes relacionados com o
metabolismo do ferro numa linha celular duoedenal (HuTu-80)

» Transfecao de células HuTu-80 com construcdes que expressam a HFE ou a
sHFE, seguida, ou nao, de estimulo com ferro (holotransferrina).

» Quantificacao da expressao de varios genes
relacionados com o metabolismo do ferro por
PCR guantitativo em tempo real.

* A expressao do gene da Hefastina (HEPH) é
bastante inibida pela sobrexpresséo da
SHFE.

» Estudos em biépsias de duodeno humano
mostraram uma correlagc&o negativa entre o
nivel dos transcritos da sHFE e o nivel dos
transcritos da hefastina - corroborou os
resultados obtidos in vitro

HEPH

1.60

1.20 T

0.80 - | I * ,
0.40 - |
0.00 - : : : : : l

& O
o o o
N & NS & X &
< < N\
< £
NT — néo transfetado
*p-value<0.05; **p-value<0.01, unicaudal student’s t-test

Silva et al, BBA 2014, 1842:2298-2305


HuTu-80/Compiled results2.xlsx
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Mecanismo proposto de atuacao da sHFE ao nivel
do duodeno

Ascorbic acid
o ¢
Increased Tf saturation @’_\0/“ b
‘ Heme
l Dmt1
o9 9
oe HCP1 m
holo-Tf otfar?

Blllverdm
CcO2

wEP

dynamin-mediated
RhoA-regulated
endocytosis @

A
A
A
Re?pplor X Heph
Fpn1

S ¢

apo-Tf co
Pensamos que a sHFE é expressa em diversos tipos de células. A sua expresséo é aumentada por
aumento de ferro no organismo. E entfo lan¢ada para a corrente sanguinea a atua, remotamente, no
duodeno, diminuindo a expressao da hefastina o que diminui a absorcéo do Fe proveniente da
alimentacao.
Assim, a sHFE contraria a sobrecarga em ferro e contribui para a homeostase deste elemento no

organismo.
Silva et al, BBA 2014, 1842:2298-2305
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» Patologias associadas a caréncia em
ferro

Anemias relacionadas com o ferro:

Anemia ferropénica — bastante frequente, devida a caréncia de ferro
na alimentacdo. Tem também uma componente genética?

IRIDA - Iron Refractory Iron Deficiency Anaemia

Anemia rara, devida a incapacidade de absorver o ferro da alimentacao.
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Regulacéo da expresséo de hepcidina pela
HJV / Matriptase 2

TMPRSS6 :
A proteina TMPRSS6 ou matriptase 2 é

uma serina protease transmembranar

| (codificada pelo gene TMPRSS6) que

Cytoplasm { ) _ .
[ s"m Dé] interage com a hemojuvelina (HJV) e

causa a sua fragmentacéao, controlando

m . . _ .
/ | ~X assim a via de transduc&o de sinal

BMP/SMADS que culmina na ativacao da

|
Nucleus :
E;N\/ V[T expressédo de HAMP (gene da hepcidina).

Tmprss6 Hepcidin



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3613936_JCI68889.f2.jpg

Consequéncias de alteracdes no gene TMPRSS6

TMPRSS6

Cytoplasm }

T

[
| Mutagdes no
|

Increased
transcription

Nucleus gene TMPRSS6 R
E:/W ! E:/W causam IRIDA  fify E:%
Tmprss6 Hepcidin Tmprss6 Hepcidin
Situacdao fisioldgica Situacao de IRIDA

normal

Mutacdes no gene TMPRSS6
causam a ineficiente atuacéo da
Matriptase 2 sobre a HJV -
consequentemente esta esta
continuamente a estimular a
expressao de HAMP.

Niveis elevados de Hepcidina
reprimem a absorcao de ferro
>>> anemia.

MutacOes graves no gene
TMPRSS6 — causam IRIDA (Iron
deficiency iron refractory anaemia).

Ha um blogueio na absorcédo do
ferro pelos enterocitos do intestino
devido aos altos niveis da hormona
hepcidina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3613936_JCI68889.f2.jpg
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Trabalhos seguintes

Implementacao e aplicacdo da metodologia de next-
generation sequencing para o estudo da base molecular
da IRIDA e das anemias ferropénicas hereditarias
graves em Portugal.

Estudos funcionais das novas variantes nos genes
relacionados com o metabolismo do ferro detetadas por
NGS.
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OUTRAS ANEMIAS HEREDITARIAS

» Qutras causas genéticas de ANEMIA nao
relacionadas com o nivel de ferro
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A Hemoglobina e os globulos vermelhos

Glébulos Vermelhos

Moléculade Hb A = a2f32

A Hemoglobina é o principal constituinte dos GV do sangue,
responsavel por 90% do peso seco da ceélula madura.

A sua principal funcao é ligar e transportar o oxigenio
proveniente do ar dos pulmodes para os tecidos e ai liberta-lo.


http://4.bp.blogspot.com/_LkZAvahNb5w/TGNgVRR1MGI/AAAAAAAAAE8/WRYz8NRZN3s/s1600/vitamina-b6-1.jpg
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As diferentes hemoglobinas ao longo do desenvolvimento

Local da eritropoiese

Figado Baco Medula dssea
Periodo
Saco ’ Embrionario
embrionario
Hb Gower 1

01 = | Ge)

! \ Hb Gower 2
" \ (@28))

104 \\® Hb Portland
o\ 5 (637)

—

% da sintese total de globinas

| | | ; | | | |
Nascimento
6 18 30 6 18 30 42

Idade pré-natal (semanas) Idade pds-natal (semanas)

Expressao diferencial das globinas ao longo
do desenvolvimento

Periodo
Fetal

HbF
(0272)

Periodo
Adulto

HbA

(a2,)
HbA,
(a20y)
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A estrutura dos agrupamentos génicos das globinas

Regiado regulatéria distal

| l | | [T]
| | | |8
HS-48 HS-40 HS-33 HS-10 € 1) a2 o1 9
k=)
S
Regido regulatoria distal § 5
—_—t g E
w w <
s 4 3 2 1 3'HS1
F
A2 AR L. |
%
» W 0 % 4w s @ % s s it

A - Agrupamento génico da a-globina (cromossoma 16)
B - Agrupamento génico da B-globina (cromossoma 11)
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A Hemoglobina e as Hemoglobinopatias

Hem

o))

Molécula de Hb A = a232

Quantitativas - Talassémias

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

a Persisténcia Hereditaria de Hb F.

Hemoaglobinopatias )

Qualitativas - Variantes da Hemoglobina
resultantes da alteracao da estrutura de uma
cadeia globinica, ex: Hb S (drepanocitose), Hb C,
Hb D, etc.

\



As hemoglobinopatias do tipo quantitativo: exemplo da B-talassémia

Base molecular:
mutacOes/delecbes/insercdes
nos genes da beta-globina
(HBB) ou nas suas regioes
regulatdrias

*Talassémia Minor ou
traco talassémico

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

2 genes HBB afetados (individuo homozigético 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 quelantes Gcv T

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

E sempre causada pela mesma mutacao na beta-globina: Hb S
codao 6 GAG>GTG; HBB:c.20A>T (Ac. Glutamico > Valina)

o — -

A Hb S produz efeitos deletérios porque, em
desoxigenacéo, ha reducéo da sua
solubilidade e ocorre polimerizacao.

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

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 manifestagdes clinicas

Ulceras
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N° de nascimentos de criangas afetadas de uma
hemoglobinopatia grave por 1000 nascimentos

£ <04 Z/%)‘/

B3 0.1-0.19 “ &
[ 0.2-0.99

B 149 & /

N 5-9.9
B 10-18.9
. 19

Distribuicdo 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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Investigacdo em Hemoglobinopatias em Portugal

Primeiros objetivos:

* Conhecer a dimensao do problema em Portugal
« Caracterizar a populacao em termos de epidemiologia molecular

Implementar um programa de prevencao baseado
no rastreio dos portadores,

no aconselhamento genético e

no diagnostico pré-natal.

AN
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As hemoglobinopatias
em Portugal

Prevaléncia de portadores

A) de p-talassémia (%) e AL

B) de drepanocitose (%)

e Martins et al, J Med Genet 1993 e
* Inez et al, Arg INSA 1993

.........
.....
.....
iisy

<05% <05%
Vi ot %
1.0-1:5 %

15-2.0% I
=% - O =5% |

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.

Calcula-se que a Incidéncia a nascenca de formas graves da doenca (SS, Sp-tal; B-tal/p-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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Investigacdo em Hemoglobinopatias / Saude Publica

Objetivos atuais da investigacao:

« a identificacdo e caracterizacao de novas associacoes
genotipos/fendtipos

* a realizacao de estudos funcionais de novas mutagcdes 0 que aumenta o
conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca

* identificar e compreender o modo de acao de fatores modificadores das
manifestacoes clinicas

» identificar biomarcadores de prognostico

« aplicar os conhecimentos para uma melhoria das estratégicas
terapéuticas e do diagnostico.

......................................................................... alguns exemplos:
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Alfa-talassémia - pesquisa de grandes delecoes nos agrupamento génicos
globinicos e estudos dos mecanismos de regulacao génica a distancia

por multiplex ligation probe dependent amplification (MLPA)

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 980 kb
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 .|
MLPA Probe nr 12 3 4567 l8-12 13-1415-19 20-23 24 25-43 44 45 46 47 48 49 50
py L= m = [ TN e ] . ER
MCS-R . e ee e 3 3 3
z o i 28 - = Y > = 0
gz 2 3 2 g9 S il o] x z o
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w g T Y =] 3]
N = : a
@ o ;
; ; Del. |
: Del. Il
Del. Il
Del. IV
Del. V
Del. VI
Del. VII
Del. VIl
ﬂ _—— Del. IX

* 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 dos mecanismos de regulacao génica a distancia >>>> aumento do
conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca.

Coelho et al, Blood Cell Mol Dis, 2010, 45: 147-153
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Anemia das Células Falciformes ou Drepanocitose
— doenc¢a monogénica sob controlo poligénico

Genel Gene?2 Gene3

Gene HBB com L; Doenc;a , .
mutacdo ¢.20A>T em (ambiente) drepanocitica
homozigotia grande variabilidade

nas manifestagoes
clinicas
Objetivos:

* Identificar modificadores genéticos e caraterizar o seu modo de acéo
* Identificar riscos de desenvolver certos endofenotipos
* Identificar novos marcadores de prognostico



Fatores modificadores do fendtipo da drepanocitose
Niveis elevados de Hb Fetal

SNP rs11886868 em BCL11A SNP rs4671393 em BCL11A
30,0 68 30,0 63
59 ) *69
.8 [ ] [ ] .
25,0 25,07
20,0 20,0
® 2
L 15,0 L 15,0
o T
65
10,07 i 10,0
5,0 5,07
0,0 0,0
T T 1 T T T
cC CT TT AA AG GG
Genotipo em rs11886868 Genotipo em rs4671393

Foram estudados SNPs em varios genes possiveis moduladores da expressdao da Hb F (HBG2, HBG1,
BCL11A, HBS1L-MYB, etc). Foi encontrada associacao positiva entre o alelo C do SNP rs11886868 e
o alelo A do SNP rs4671393 no gene BCL11A e o nivel elevado de Hb F.

A co-heranca de niveis elevados de HbF com HbS resulta em menor morbilidade e
mortalidade.
O nivel elevado de Hb F € o principal agente modificador da doenca.
Este conhecimento foi usado para o tratamento farmacologico da doenca
(o medicamento Hidroxiureia >> aumento de Hb F >> melhoria dos sintomas, maior
sobrevivéncia).



Relacao entre BCL11A e os niveis de HbF e
a terapia génica

Terapia génica

@ 0 00 0o 0

Cromossomall 5 4 3 2 1 . | ) i E }
LCR Embrionario Fetal Adulto HS1

Adaptado de Xu et al. 2010

* O fator transcricional BCL11A atua como um repressor da expressao dos genes
globinicos fetais.

* A diminuicao dessa repressao originara um aumento da expressao desses genes
mesmo no periodo adulto determinando o aumento da HbF (a2y2), que impede a
polimerizacdao da HbS, e consequentemente melhora o fenétipo e diminui o
numero de internamentos hospitalares/ano.
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