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_Resumo

A Hemocromatose Hereditéaria (HH) ¢ uma doenca autossomica recessiva
caracterizada pela absorgao excessiva de ferro a nivel intestinal e sua acu-
mulac@o em 6rgaos vitais, podendo originar cardiomiopatia, cirrose e car-
cinoma hepatocelular. O correspondente diagndstico molecular é obtido
pela associagdo com genotipos especificos no gene HFE (homozigotia
para p.Cys282Tyr ou heterozigotia composta p.Cys282Tyr/p.His63Asp).
Contudo, nos paises do sul da Europa, cerca de um terco dos doentes
com diagnostico clinico de HH nao apresenta os referidos gendtipos. Para
identificar a base molecular da HH nado-classica em Portugal usaram-se
metodologias de pesquisa geral de variantes genéticas (SSCP e dHPLC),
Next-Generation Sequencing (NGS) e sequenciagdo de Sanger, cobrindo
seis genes relacionados com o metabolismo do ferro em 303 doentes.
Identificaram-se 69 variantes diferentes e de varios tipos, por ex. missense,
nonsense, de splicing, que perturbam a transcricao do gene ou a regula-
¢ao da tradug@o do mRNA. Seguidamente, realizaram-se estudos in silico
e in vitro para esclarecer o significado etiolégico de algumas das novas va-
riantes. Concluiu-se que a base molecular desta patologia é bastante hete-
rogénea e que a NGS ¢é uma ferramenta adequada para efetuar a analise
simultanea dos varios genes num grande numero de amostras. Contudo,
o0 estabelecimento da relevancia clinica de algumas variantes requer a rea-
lizagao de estudos funcionais.

_Abstract

Hereditary Hemochromatosis (HH) is an autosomal recessive disorder
characterized by excessive intestinal iron absorption and deposition
in vital organs leading to cardiac failure, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Molecular diagnosis of common HH is made by the pres-
ence of specific genotypes in HFE gene (p.Cys282Tyr homozygosity or
p.Cys282Tyr/p.His63Asp compound heterozygosity). However, in South-
ern European countries up to one third of the patients with a clinical
diagnosis of HH do not have these genotypes. In order to identify the
molecular basis of the non-classical HH in Portugal, we used genetic
screening methods for the detection of unknown mutations (SSCP and
dHPLC), Next-Generation Sequencing (NGS) and/or Sanger sequenc-
ing in six HH-related genes in 303 patients. Sixty-nine different variants
were identified, including missense, nonsense and splicing variants, and
variants that impair gene transcription or mRNA translation regulation.
In silico and in vitro studies were performed to know the likely etiologic
significance of some of the novel variants found. We can conclude that

the molecular basis of the non-classical HH in Portuguese population is
largely heterogeneous. NGS revealed to be an appropriate tool for fast
analysis of the HH-related genes in a large number of samples. How-
ever, establishing the clinical relevance of some novel variants requires
further functional studies.

_Introdugéo

A Hemocromatose Hereditaria (HH) classica (HH-tipo 1;
OMIM#235200) é uma doenca genética autossémica reces-
siva, comum em Caucasianos, caracterizada por absorcéo
aumentada de ferro a nivel intestinal e consequente acumu-
lagao em varios 6rgédos, podendo originar cirrose hepatica,
carcinoma hepatocelular, cardiomiopatias, etc. E uma pato-
logia de manifestacao tardia cujo gene associado é o HFE
(High Fe). No norte da Europa, a grande maioria dos do-
entes com HH tem a variante HFE:c.845G>A,p.Cys282Tyr
em homozigotia. Uma segunda variante neste gene, a
¢187C>G,p.His63Asp, tem também sido implicada no
desenvolvimento da doenga quando em heterozigotia com-
posta com a anterior (1). Pelo contrario, nos paises do sul
da Europa cerca de um tergo dos doentes com HH nao
apresenta os genotipos acima referidos (1:2). Nestes casos
poderao estar envolvidos outros genes relacionados com o
metabolismo do ferro e, entdo, estaremos em presenca de
uma doenca rara, a HH ndo-classica, que se classifica em
varios tipos (revisto em (3)).

A HH-tipo 2, também chamada de Hemocromatose Juvenil
(HJ), é a forma mais grave da doenca. Nesta, a sobrecarga
em ferro instala-se a um ritmo mais acelerado e os individuos
apresentam cardiomiopatia e problemas enddcrinos ainda em
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jovens. A HJ deve-se a alterac6es no gene da Hemojuvelina
(HJV; HH-tipo 2a; OMIM#602390) ou da Hepcidina (HAMP;
HH-tipo 2b; OMIM#613313). Por outro lado, na HH-tipo 3
(OMIM#604250) o gene envolvido é o do Receptor 2 da Trans-
ferrina (TFR2). Neste caso s&o observados sintomas clinicos
semelhantes aos da HH-tipo 1 mas, por vezes, de manifesta-
¢do mais precoce. Por ultimo, a HH-tipo 4 (OMIM#606069) é
causada por alteracées no gene da ferroportina (SLC40A7),
sendo por isso também designada de Doenca da Ferroporti-
na, e ao inverso das anteriores apresenta transmissao autos-
sémica dominante.

_Objetivos

Neste trabalho pretendeu-se identificar a base molecular da
HH nédo-classica na populagao portuguesa, bem como avaliar
a metodologia de genética molecular mais adequada para o
seu diagnostico.

_Materiais e métodos

Foram estudados 303 doentes selecionados pelos clinicos
segundo 0s critérios: persisténcia de parametros aumenta-
dos do status do ferro (ferritina sérica >400 pg/L e saturacao
da transferrina >50 %), auséncia de fatores de risco ambien-
tal (alcoolismo e hepatite) e auséncia dos gendtipos de risco
em HFE.

Numa primeira fase os métodos utilizados para a pesquisa
geral de alteragbes genéticas foram o Single-Stranded
Conformation Polymorphism (SSCP) e a Denaturing High-
Performance Liquid Chromatography (dHPLC) (4). Numa
segunda fase usou-se a Next-Generation Sequencing
(NGS). Para tal, foi desenhado um painel com 97 amplicoes,
cobrindo as regides codificantes, as jungdes exao/intrao e
as regides transcritas nao traduzidas de seis genes relacio-
nados com o metabolismo do ferro (HFE, TFR2, HJV, HAMP,
SLC40A17 e FTL, o gene da cadeia leve da ferritina) perfazen-
do uma sequéncia cumulativa de 12115 pb. As bibliotecas
de DNA foram preparadas utilizando o kit TruSeq Custom
Amplicon (llumina), sequenciadas no MiSeq (lllumina) e as
sequéncias foram comparadas com o genoma humano de

referéncia hg19 no software MiSeqReporter. A sequencia-

cao de Sanger foi realizada usando o kit BigDye Terminator
v1.1 Cycle sequencing e o sequenciador 3130xI Genetic
Analyser (Applied Biosystems).

_Resultados

Em 215 doentes, com fendtipo clinico e bioquimico compati-
vel com HH e que cumpriam os critérios acima mencionados,
realizou-se uma pesquisa geral de alteracdes nos genes HFE,
TFR2, HJV e HAMP, pelos métodos de SSCP ou dHPLC.
Estas foram posteriormente identificadas por sequenciacéo
de Sanger (4). Numa segunda fase analisaram-se mais 88 do-
entes pela metodologia de NGS (nos genes HFE, TFR2, HJV,
HAMP, SLC40A1 e FTL). As variantes novas (n&o descritas
nas bases de dados publicas) ou muito raras foram validadas
por sequenciacdo de Sanger.

No total dos 303 doentes analisados identificaram-se 69
variantes genéticas diferentes, algumas delas novas: 29
missense, 8 sinénimas, 5 localizadas em regides de splicing,
1 que origina um codao de stop prematuro, 1 que origina um
codao de iniciagao da traducé@o prematuro, 2 localizadas num
elemento de resposta ao ferro (Iron-Responsive Element) e
23 aparentemente neutras.

Na tabela 1 apresentam-se as principais variantes identifi-
cadas nos genes HFE, TFR2, HJV e HAMP, as respetivas
frequéncias alélicas e significado clinico [obtido por consul-
ta das bases de dados e pelos estudos in silico e in vitro
efetuados (4:5)]. Para além dessas, de entre as alteracdes
detetadas nos genes SLC40A7 e FTL sdo de referir duas
variantes patogénicas com transmissao autosséomica domi-
nante: SLC40A1:c.238G>A,p.Gly80Ser, responsavel pelo
feno6tipo de HH-tipo 4 onde ocorre uma sobrecarga intrace-
lular de ferro (sobretudo nos macroéfagos) e FTL:c.-167C>A,
responsavel pela sindrome de hiperferritinémia hereditaria
com cataratas congénitas (OMIM#600886).
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Tabela 1: [ Variantes detetadas em genes relacionados com o metabolismo do ferro em doentes portugueses com fenétipo compativel
com Hemocromatose Hereditaria ndo-cléssica.

o Golfegio  lowlshn  Maadofe  mpogsans  Femérds  Saicadsclicooyarar
rs149342416 6:9.26087458 c.18G>C Missense; p.(Arg6Ser) 0,17 Desconhecido
rs765114087 6:9.26090901 c.1377>C Missense; p.(Leud6Trp) 0,17 Provavelmente patogénico (4)
rs1799945 6:9.26090951 c.187C>G Missense; p.(His63Asp) 19,32 Possivelmente patogénico/Fator de risco
rs1800730 6:9.26090957 c.193A>T Missense; p.(Ser65Cys) 1,01 Possivelmente patogénico/Fator de risco
rs2071303 6:9.26091108 .340+4T>C Altera regido dadora de splicing 0,17 Provavelmente benigno
rs200706856 6:9.26091358 €.385G>A Missense; p.(Asp129Asn) 0,17 Provavelmente patogénico (4)
HFE rs780563614 6:9.26091387 C.414C>T Sinénima; p.(Tyr138=) 0,17 Provavelmente benigno (4)
sem n° de ID 6:9.26091387 c.414C>G Nonsense; p.(Tyr138%) 0,17 Patogénico (4)
sem n° de ID 6:9.26092757 c.689A>T Missense; p.(Tyr230Phe) 0,17 Provavelmente benigno (4)
rs758663135 6:9.26092757 €.689A>G Missense; p.(Tyr230Cyst) 0,17 Provavelmente patogénico*
rs140080192 6:9.26092897 €.829G>A Missense; p.(Glu277Lys) 0,17 Patogénico (5)
rs1800562 6:9.26092913 c.845G>A Missense; p.(Cys282Tyr) 2,82 Patogénico
rs143175221 6:9.26092952 .884T>C Missense; p.(Val295Ala) 0,17 Patogénico (5)
rs376955913 7:9.100640856 €.303C>T Sindnima; p.(Tyr101=) 0,17 Provavelmente benigno
rs148902192 7:9.100640678 c.473+8T>A Altera regido dadora de splicing 0,17 Provavelmente benigno
rs34242818 7:9.100633241 c.714C>G Missense; p.(lle238Met) 0,34 Benigno
rs151198873 7:9.100633010 c.840C>G Missense; p.(Phe280Leu) 0,17 Provavelmente benigno
sem n° de ID 7:9.100229569 .967-1G>C Altera regido aceitadora de splicing 0,34 Patogénico*
rs41303501 7:9.100629279 c.1364G>A Missense; p.(Arg455Gin) 0,17 Nao esclarecido; fator de risco
TFR2 rs80338885 7:9.100628294 C.1403G>A Missense; p.(Arg468His) 0,17 Patogénico
rs139178017 7:9.100628224 ¢.1473G>A Sinénima; p.(Glu491=) 0,17 Patogénico (9)
rs62625319 7:9.100627570 c1767+7C>T Altera regido dadora de splicing 0,17 Provavelmente benigno
rs2075674 7:9.100627408 c.1851C>T Sindénima; p.(Arg617=) 0,34 Provavelmente benigno
sem n° de ID 7:9.100218637 €.2249T>C Missense; p.(Leu750Pro) 0,34 Patogénico*
rs41295942 7:9.100621008 €.2255G>A Missense; p.(Arg752His) 3,23 Benigno (10)
sem n° de 1D 7:9.100218556 €.2330C>T Missense; p.(Ala777Val) 0,34 Patogénico*
rs56025621 1:9.146019740 ¢.98-6C>G Altera regido aceitadora de splicing 0,34 Desconhecido
HJV sem n° de ID 1:9.145415755 ¢.371C>T Missense; p.(Pro124Leu) 0,17 Estudos funcionais em curso
sem n° de ID 1:9.145415769 ¢.385T>C Sinonima; p.(Asn129 =) 0,17 Provavelmente benigno
sem n° de ID 19:9.35773456 C.-25G>A Cria coddo de iniciagao da tradugéo 0,66 Patogénico (4,7,8)
e r$10489469 19:9.35284999 ¢.212G>A Missense; p.(Gly71Asp) 0,17 e dlo fisee

* Resultado proveniente de estudos in silico e de associagao gendtipo/fenétipo.
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_Discusséo

A analise dos resultados revelou que a base molecular da
HH-nao cléssica na populacdo portuguesa é bastante hetero-
génea, envolvendo varios genes assim como varios tipos de
mutacdes. Observa-se um predominio de variantes nos genes
HFE e TFR2, associadas a HH com fendtipo de aparecimento
tardio e sintomas semelhantes a HH-tipo 1 (tabela 1). No
grupo de doentes analisados as variantes com maior frequén-
cia alélica encontram-se no gene HFE: p.His63Asp=19,32% e
p.Cys282Tyr=2,82%. Contudo estas frequéncias nédo diferem
significativamente das descritas para a populacdo portugue-
sa em geral [p.His63Asp=15-20% e p.Cys282Tyr=0,9-5,8%,
dependendo da regido do pais (6)]. A terceira variante mais
frequente é a p.Ser65Cys com frequéncia alélica de 1,01%.
Nao existindo dados sobre a frequéncia desta variante na po-
pulacdo portuguesa consultou-se o 7000 Genomes Project -
Iberian population in Spain, onde a frequéncia do alelo T €
de 1%, muito semelhante ao aqui encontrado. As restantes
variantes detetadas neste gene apresentam frequéncias muito
baixas, na ordem de 0,17%. Quanto as variantes patogénicas,
ou possivelmente patogénicas, detetadas no gene TFR2, nao
foi observada nenhuma predominancia mas sim diversas va-
riantes raras com frequéncias na ordem de 0,34%.

A hepcidina é uma hormona sintetizada no figado e é o princi-
pal regulador (de agao negativa) da absorcdo intestinal do
ferro. De entre as variantes detetadas no seu gene destaca-se
a HAMP:c.-25G>A (frequéncia = 0,66%). Esta ja foi detetada
em segregacdo em quatro familias portuguesas naturais de
diferentes regides do pafs ((7:8), este estudo). A variante ori-
gina um codao de iniciagdo da traducao prematuro, alteracéo
da grelha de leitura, expressao muito baixa de hepcidina (7:8)
e, consequentemente, sobrecarga de ferro na fase juvenil
(HH- tipo 2b). Assim, esta parece ser a principal causa da HJ
na nossa populacao (tabela 1).

_Concluséo

Nos doentes portugueses com fendtipo compativel com
HH-nao classica foi detetada uma grande variedade de altera-
cbes moleculares cuja prevaléncia €, em geral, muito baixa.
Isto indica que para o diagnéstico molecular desta patologia
devera ser utilizada uma metodologia de pesquisa/identificacdo
geral de alteracdes genéticas como a NGS, que se revelou de
execucéo rapida e de elevada sensibilidade e especificidade.
No entanto, a concluséo sobre a relevancia clinica das novas
variantes encontradas é complexa e requer frequentemente a
realizagdo de estudos funcionais.
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