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RESUMO

A Hemocromatose Hereditaria (HH) é uma doenca autossdmica recessiva com
diagnéstico baseado principalmente na pesquisa de mutacdes no gene HFE
(C282Y,H63D). E caracterizada pelo aumento da absorcido intestinal de ferro,
resultando no acumulo deste em varios orgaos. A auséncia de tratamento ou
tratamento inadequado pode levar ao desenvolvimento de patologias mais graves
associadas a doenca e destruicdo de orgaos onde ocorre este depdsito de ferro. A
contribuicdo de cada gendtipo para o desenvolvimento da patologia ainda €
controverso e depende da interacdo com fatores moduladores de gravidade. Além
disto, ndo existem estudos sobre a frequéncia das mutacdes associadas a HH em
Alagoas. Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, determinar a prevaléncia das
mutacbes C282Y e H63D no gene HFE na populagcéo geral e suspeita de HH, e
correlacionar os gendtipos identificados com os sintomas clinicos e o perfil
nutricional de pacientes com suspeita de hemocromatose hereditaria (HH) no estado
de Alagoas. Foram selecionados para a pesquisa um grupo de 164 pessoas para
avaliacdo das frequéncias das mutacdes na populacdo geral e um grupo de 97
pacientes com ferritina sérica aumentada em Alagoas, que sao considerados
suspeitos de HH. Em seus prontuarios foram analisados os sintomas clinicos e os
resultados laboratoriais de ferritina sérica, assim como, se estes desenvolveram
alguma complicagdo mais grave da doenca. Todos o0s suspeitos de HH
responderam ao QFCA para avaliacdo de ingestdo diaria de ferro e consumo de
alcool. As frequéncias genotipicas encontradas na populagéo geral e suspeita foram
24,4% e 20,62% de heterozigotos H63D, 3% e 10,31% de heterozigotos C282Y, 3%
e 2,06% de homozigotos H63D, 0,6% e 5,15% de heterozigotos compostos. Os
principais sintomas relatados pelos pacientes foram fadiga, artralgia e diabetes. Os
valores médios de ferritina para as mulheres foi menor que para os homens. Mais de
50% dos participantes sdo obesos e 22,86% destes desenvolveram esteatose
hepatica. Quanto a ingestéao diaria de ferro, os homens apresentaram ingestdo mais
elevada que as mulheres. Foi observada uma correlagéo positiva entre ingestdo de
alcool e niveis de ferritina. Observou-se que a frequéncia genotipica para
heterozigotos H63D, tanto na populagdo geral quanto suspeita de HH, € maior que
para os demais genotipos. Resultados iguais a estes foram encontrados em outros
trabalhos publicados em todo o mundo, onde na populagdo geral prevalece a
mutacdo H63D, apresentando baixa frequéncia de C282Y. Porém entre 0s suspeitos
de HH, encontramos resultados j& relatados na literatura, que menciona a mutacao
C282Y, principalmente os homozigotos, como a mais frequente. Entretanto, a
frequéncia da mutagdo C282Y é proporcionalmente maior na populacdo suspeita de
HH que na populacao geral. Além disto, identificamos nesta pesquisa que os fatores
ambientais moduladores (ingestédo de ferro, alcool, obesidade, ingestdo de vitamina
C) da HH podem estar atuando como agravantes da doenca em portadores das
mutacdes ou naqueles pacientes sem diagndstico genético.

Palavras chave: Gene HFE. Ferritina. Ferro. C282Y. H63D.



ABSTRACT

The hereditary hemochromatosis is an autosomal recessive disease, with diagnosis
based primarily on the research of HFE gene mutations (C282Y,H63D). It is
characterized by increased intestinal iron absorption, resulting in accumulation in
various organs. The absence of treatment or inadequate treatment, can lead to the
development of severe pathologies associated disease and organ damage occurs
where this iron is deposit. The contribution of each genotype for the development of
pathology is still controversial and depends on factors interacts with modulators of
gravity. Further, there aren’t studies on the frequency of mutations associated with
HH in Alagoas. With this, aimed to determine the prevalence of C282Y and H63D the
HFE gene in the general population and suspicious HH, and correlate genotypes
identified with clinical symptoms and the nutritional profile of the patients with
suspicions of hereditary hemochromatosis (HH) in the state of Alagoas. Were
selected for the search a group of 164 individuals for evaluation of the mutation in the
general population and a group of 97 patients with increased serum ferritin in
Alagoas, who are considered suspected of HH. In their records, were analyzed
clinical symptoms and laboratory results of serum ferritin, as, if these developed
anything most serious complication of the disease. All HH suspicious answered the
FFQ for evaluation of daily intake of iron and alcohol consumption. The genotypic
frequencies found in the general population and suspicious were 24,4% and 20,62%
heterozygotes for H63D, 3% and 10,31% heterozygotes for C282Y, 3% and 2,06%
homozygotes for H63D, 0,6% and 5,15% for composed heterozygotes. The main
symptoms reported by patients were fatigue, arthralgia and diabetes. The mean
values of ferritin for women were lower than for men. More of 50% of the participants
are obese and 22.86% of these developed hepatic steatosis. As the daily intake of
iron, the men presented higher intake than women. It was observed a positive
correlation between alcohol intake and ferritin. It was observed that the genotype
frequency for heterozygotes H63D, both in the general population as suspicious of
HH, it is greater than for the other genotypes. Results similar were found in other
studies in all the word, where in the general populations, prevails the H63D mutation,
presenting low frequency of C282Y. But among those suspected of HH, found results
reported in the literature, that mentions of the C282Y mutation, principally the
homozygotes, the most frequent. However, the frequency of the C282Y mutation is
proportionally higher in the suspected HH than in the general population.
Furthermore, we identified in this research that environmental factors modulators
(iron intake, alcohol, obesity, intake of vitamin C) of the HH may be acting as
aggravating of the disease in patients with mutations or in those patients without
genetic diagnosis.

Keywords : HFE gene. Ferritin. Iron. C282Y. H63D
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1 INTRODUCAO

Considerada uma das doencas genéticas mais comuns, a Hemocromatose
Hereditaria (HH) tem seu diagnostico baseado, muitas vezes, em sintomas clinicos e
alteragbes laboratoriais, como aumento de ferro sérico, ferritina e saturacdo de
transferrina. Sabe-se, no entanto, que esses resultados sao insuficientes para
diagnosticar se um paciente desenvolveu a Hemocromatose como consequéncia de
uma alteracdo genética. Para confirmar a patologia, deve ser feito um estudo do
gene HFE e outros genes associados aos distarbios do metabolismo do ferro
(HAMP, HJV, TRF1) e identificar se o paciente possui as mutacbes que causam a
HH.

No Brasil, ainda sdo poucos os relatos de frequéncia das mutacles
responsaveis por esta doenca. Além disto, apenas uma pequena parte da populacao
com suspeita de HH tem acesso ao diagnostico molecular. Com base em alguns
estudos feitos em regides brasileiras distintas, foram identificadas diferencas na
prevaléncia dessas mutacdes. As diferentes frequéncias regionais ocorrem,
possivelmente, devido as diferencas nas composi¢cdes de grupos étnicos que
compdem o pais. Em Alagoas, nao existem estudos publicados sobre a prevaléncia
destas mutagoes.

Fatores como a dieta, onde ha o aumento na ingestdo de ferro, induz o
surgimento dos sintomas da HH em pacientes com risco de desenvolvé-la. Além
disto, a ingesta de éalcool, obesidade, idade, sexo e a existéncia de outros alelos de
HFE ou de outros genes como HAMP, TRF1 e HJV podem ser considerados
importantes no desenvolvimento da HH, pois atuam como moduladores de
gravidade e podendo acentuar as manifestacdes da doenca.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia das principais mutacdes
causadoras da HH, C282Y e H63D, na populacao geral e emn pacientes que foram
identificados por sintomatologia clinica e diagnostico laboratorial com suspeita de
HH. Além disto, avaliar a contribuicdo de potenciais moduladores de gravidade na
manifestacéo clinica da doenga nos pacientes estudados.

Nossos resultados corroboram outros estudos no Brasil com uma maior
prevaléncia da mutacdo H63D, tanto na populacdo geral, quanto em pacientes.

Identificamos ainda que o grupo de pacientes, em geral, possui uma ingestao
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excessiva de ferro, alcool, vitamina C e um indice aumentado de obesidade que

podem estar associados com o quadro de hemocromatose apresentado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metabolismo e Homeostase do Ferro

O ferro € uma substancia mineral essencial para o funcionamento celular da
cadeia respiratoria, sintese de 4cidos nucleicos, nas reacdes de transferéncias de
elétrons e para o metabolismo energético. Atua principalmente na sintese de
hemoglobina dos eritrocitos, da mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado
(DOMINGOS,2007).

O ferro pode ser encontrado na forma ferrosa (Fe®*) ou férrica (Fe*"), sendo
oxidante ou redutor. No organismo, o mineral, na forma férrica ou ferrosa, pode estar
ligado a proteinas ou atuar como componentes de compostos heme, impedindo
assim, as reacOes oxidativas e os danos ao organismo (NASCIMENTO et.al, 2012).
O heme é formado por uma anel tetrapirrdlico com um ion de Fe no meio e é
sintetizado em todas as células que possuem nucleo, porém, é encontrado em maior
quantidade nos eritrécitos. O controle do ferro deve ser rigoroso, pois 0 excesso
desse mineral pode causar graves danos ao organismo, pois ao unir-se com O
oxigénio, pode causar lesdes nas células e aos tecidos (GROTTO, 2010).

O ferro € absorvido no intestino de acordo com as necessidades do
organismo, sendo expelido através da descamacédo de pele e mucosas, do suor ou
hemorragia, e em mulheres, também através da menstruacdo. As principais formas
de aquisicdo do ferro sdo através da ingestdo alimentar e da reciclagem de

hemacias (CANCADO, 2010).

2.1.1 Absorcéao Intestinal do Ferro

Em uma dieta de 14 a 18 mg/dia de ferro, apenas 1 a 2 mg séo absorvidos no
epitélio duodenal, na forma ndo heme, proveniente de vegetais e grdos, ou na forma
heme, proveniente de ovos, carnes, laticinios, hemoglobina e mioglobina. Um
individuo adulto tem cerca de 4 a 5 g de ferro em seu organismo, sendo 2,5 g sob a

forma de hemoglobina, ou através da reciclagem de hemécias (CANCADO, 2007).
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Na superficie do Enterdcito, sob forma de Fe**, o ferro inorganico, através da
ferroredutase citocromo b duodenal (Dcytb), é convertido em Fe®" Liga-se ao
transportador de metal divalente, DMT1, e € levado ao interior dos enterodcitos
(Figura 1). Além do ferro, é também transportado Mn?*(Manganés), Co?* (Cobalto),
Cu?" (Cobre) e Zn** (Zinco) (SIAH. Et.al, 2006) .

J& a internalizagdo do heme se d& através da heme-1 (HCP1), onde este se
liga @ membrana da borda em escova, a proteina transmembrana 50-kDa, HCP1,
que transporta intacta a molécula. (Figura 1) A HCP1 também é expressa em rins,
figado e é regulada de acordo com o nivel de ferro dentro das células, aumentando
ou diminuindo a internalizagdo do ferro nos enterdcitos. A hipoxia também induz a
producdo de HCP1, aumentando a captacédo de heme, para o0 aumento da producao
de eritrocitos (GROTTO, 2010).

2.1.2 Reciclagem de Hemacias

Outra forma de obtencéo do ferro € através do reaproveitamento de hemacias
senescentes. Apos 120 dias de vida, as hemacias séo fagocitadas por macrofagos.
O ferro liberado pode continuar no macréfago, armazenado sob a forma de ferritina,
ou pode ser levado a corrente sanguinea. Na circulacdo sanguinea, esse ferro pode
voltar a medula 6ssea, onde sera reaproveitado na producéo de novos eritrécitos ou
continuar livre na corrente (WANG e PANTOPOULOQOS, 2011).

2.1.3 Transporte do Ferro

Dentro da célula, o ferro é liberado da Protoporfirina pela heme oxigenase,
fazendo parte do ferro ndo heme e podendo ser armazenado ou liberado na corrente
sanguinea. Parte desse ferro livre é oxidado a forma Fe* e passa ao plasma,
através da ferroportina (FPN), também conhecida como IREG1, sendo este o Unico
mecanismo de efluxo do ferro conhecido. A funcéo da ferroportina € exportar o ferro
das células para o sangue e é altamente expressa na deficiéncia de ferro e na
hipoxia (GROTTO, 2010).

Ao chegar na corrente sanguinea, o ferro é transformado em Fe** através da
oxidase haefastina, havendo assim sua ligacdo a transferrina sérica. A transferrina é

uma beta-1-microglobulina de alto peso molecular, sintetizada pelo figado, que
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possui afinidade pelo ferro e € uma proteina transportadora do ferro no sangue.
Ligada a transferrina, o ferro € levado a corrente sanguinea, onde sera encaminhado
a medula 6ssea para a producdo de eritrocitos ou serdo armazenados em outros
tecidos, como nos hepatdécitos, por exemplo (LORENZII, 2003; CANCADO, 2001). O
complexo transferrina-receptor é responsavel pelo retorno do ferro a célula quando

necessario ao organismo.

2.1.4 Armazenamento de ferro

Se 0 organismo nao estiver necessitando de ferro, este mineral é captado
pela apoferritina no citoplasma celular, onde parte deste fica armazenado sob a
forma de ferritina. A ferritina € o principal composto de armazenamento de ferro
(Figura 1). E uma proteina citosolica de 24 subunidades composta pela apoferritina e
um cerne oxiidréxido férrico, que facilitam o ingresso e a saida de ferro na molécula.
E encontrada em quase todas as células, porém nos hepatocitos e macréfagos da
medula 0ssea possui uma reserva disponivel para a producdo de hemacias e outras
proteinas (CANCADO, 2010; BURTIS e ASHWOOD, 1998; WANG et.al, 2010).

A ferritina tem capacidade de armazenar 4.500 4&tomos de ferro que devem
ser utilizados sempre que 0 organismo necessitar. Em média 400mg de ferro no
organismo, devem estar estocados sob a forma de ferritina. Quando os niveis de
ferro ultrapassam os valores desejaveis do organismo, ou seja, encontram-se
aumentados na corrente sanguinea, este é armazenado como ferritina no tecidos e
orgdos. Além de ser o principal marcador de aumento de ferro no organismo, a
ferritina também é uma proteina de fase aguda, aumentando 25% em processos
inflamatorios, principalmente no figado (BEATON e ADAMS, 2012).

Outra forma de armazenar o ferro € como Hemossiderina, que diferentemente
da ferritina, € insolivel em agua e libera o ferro lentamente. (BURTIS e ASHWOOD,
1998) Em menor quantidade que a ferritina, € encontrada nos lisossomos dos
histiocitos e células de Kupfer, podendo ser observada em maior quantidade em
individuos com sobrecarga de ferro (CANCADO e CHIATONNE, 2009).
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Figura 1 - Absorcéo intestinal de ferro. Apés a ali  mentacdo, o ferro inorganico é
absorvido sob a forma 3 * Através da DCYTB é oxidado a forma 2 * e é internalizado no
enterdcito, através do receptor de membrana DMT-1. Na célula, este ferro pode
armazenado sob a forma de ferritina ou ser levado a corrente sanguinea através da
ferroportina. J& o ferro heme, ligado a HCP1 é leva do ao interior do enterdcito atraves
do receptor de membrana 50KDa. Na célula, esse ferr o heme é oxidado a ferro 2 * pela
Hemeoxigenase, que novamente pode ser estocado sob a forma de ferritina ou levado
ao plasma através da ferroportina. Na corrente san guinea, esse Fe2 " liga-se a
Haefastina e é transformado em 3 *. Liga-se a transferrina e é transportado a outras
células e orgaos.
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2.1.5 Regulacéo da Absorgao de Ferro

O estoque de ferro no organismo € o que determina a absorcéo intestinal
deste mineral. A descoberta das proteinas IRPs, IRP1 e IRP2, que sdo as chamadas
proteinas reguladoras de ferro, permitiram um melhor entendimento sobre a
regulacdo do ferro. E comprovado que todas as células do organismo codificam

essas proteinas e que elas regulam a entrada e a saida de ferro nas células, atraves
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do controle na sintese da ferritina e dos receptores de transferrina. Ocorre que, as
IRPs ligam-se a estruturas encontradas no RNAm da ferritina ou dos receptores de
transferrina, os chamados elementos responsivos ao ferro (IREs), aumentando ou
diminuindo suas expressdes (ZHANG e ENNS, 2009 ; HOFFBRAND e MOSS,
2011).

Se a quantidade de ferro intracelular estiver reduzida, as IRPs se ligam aos
IREs no RNAm dos receptores da transferrina, aumentando sua estabilidade e a
sintese dos receptores de transferrina, atuando diretamente no aumento da
absorcao de ferro (PIETRANGELO, 2010; HOFFBRAND e MOSS, 2011).

Para que haja uma regulacdo de ferro no organismo, deve haver uma
interacao entre a absorcéo, a utilizacdo e a quantidade de ferro estocado. O uso e o
estoque de ferro € coordenado pelo horménio peptideo circulante, Hepcidina (HPN).
Grotto (2010) relata em seu artigo, que existem trabalhos com animais que
desenvolviam deficiéncia na HPN e possuiam sobrecarga de ferro, e aqueles que
superexpressavam a HPN, apresentavam anemias graves.

A Hepcidina é sintetizada no figado e codificada pelo gene HAMP. Possui
como receptor a ferroportina. Essa interacao causa a fosforilagao da tirosina da FPN
(Ferroportina) pela enzima Jak2, internalizando, desfosforilando, ubiquitinando e
degradando em um compartimento lisossomo/endossomo esse receptor, impedindo
que o ferro seja exportado através da FPN, sendo estocado na célula como ferritina
(PIETRANGELO, 2010).

O gene HAMP ¢ ativado através das BMPs (bone morphogenetic proteins),
citocinas responsaveis pela proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e migracao
tecidual. As BMPs ligam-se aos seus receptores, em especial a BMP6, e fosoforilam
as RSMAD (SMAD1, SMAD5 e SMADS8) que interagem com a SMAD4 no citoplasma
celular. (Figura 1) O complexo migra para o nucleo, ativando a transcricdo dos gene
HAMP e estimulando a sintese de hepcidina. Ha relatos, também, que a Hepcidina
diminui a sintese de Dcytb e DMT-1 (CHEN E CHLOUPKOVA, 2009; GROTTO,
2008).

A transferrina também tem grande importancia nessa regulagéo férrica. Ela
compete com a proteina HFE pelos receptores de transferrina Trfl e Trf2, na
tentativa de controlar a entrada de ferro nas células. Ao mesmo tempo, a interacéo

de HFE com Trf2, permite que o organismo identifique os niveis de ferro e ativem as
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RSMADs, induzindo a sintese de Hepcidina, quando necessario (Figura 2)

(GROTTO, 2008; BACON et.al, 2011).

Figura 2 - Mecanismo de expressdo de hepcidina. As BMPs, mais especificamente, a
BMPG6, ligam-se aos seus receptores (BMP1 e BMP2) pa ra iniciar a ativacdo do gene
HAMP. Essa interacdo fosforila as SMADs (1,5 e 8), ligam-se as SMAD4, que ativa a
transcricdo do gene HAMP, estimulando a producéo de hepcidina. Ao mesmo tempo,
supde que a SMAD4 ativa a SMAD7 que atua diretamen te na estimulagdo de HAMP e
sintese de hepcidina. A proteina HFE liga-se aos TR  F1, impedindo que haja a ligacao
destes receptores pela transferrina, impedindo a en  trada de ferro na células. Quando
a proteina HFE liga-se aos TRF2, ela, também, ativa as Smads, induzindo a produgéo

da Hepcidina.
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Outros genes estao associados ao metabolismo do ferro, como € o caso

do HJV (Hemojuvelina), que também é responsavel pelo aumento na expresséo de
hepcidina, porém tratam-se de estudos que ainda estdo em fase de
desenvolvimento. A identificacdo de novas proteinas associadas a homeostase do

ferro, serdo essenciais para o melhor entendimento deste mecanismo (D"ALESSIO

et. al, 2012).
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2.1.6 Patologias Associadas ao Ferro

Tanto a deficiéncia desse mineral quanto o seu aumento na absorcao tornam-
se prejudiciais a saude. A deficiéncia de ferro no organismo, causada pela ma
absorcao ou pela dieta deficiente causa problemas sérios na producgéo de eritrocitos,
podendo desenvolver anemias graves. Outros fatores que podem causar a
diminuicdo dessa taxa de ferro no organismo sdo a menstruacdo, a hemorragia
(principalmente gastrointestinal), gestacdo, alguns tipos de parasitas e alteracbes
genéticas associadas ao metabolismo do ferro (CANCADO e CHIATTONE, 2010;
CANCADO et. al, 2007).

A patologia em que ocorre a elevacéo de ferro no organismo é chamada de
hemocromatose, e pode ser de dois tipos: primaria e secundaria. A hemocromatose
primaria ou hereditaria € uma das patologias mais graves que causam aumento de
ferro no organismo, pois sdo sindromes genéticas causadas por mutacdes em
determinados genes associados a absorcdo de ferro no organismo (DEUGNIER et.
al, 2008).

Quanto & hemocromatose secundéria ou adquirida, € um tipo de doenga que
causa hiperferremia, porém sem causa genética, mas associada a outras patologias.
Existem varias doencgas que podem causar esse aumento de ferro, como é o caso
das talassemias, anemias autoimunes, doencas crbnicas do figado (Hepatites),
doencas alcodlicas cronicas, porfiria cutanea tardia, transfusdo de células
vermelhas, aceruloplasminemia e outras. Até mesmo a dieta rica em ferro é capaz
de desenvolver esse tipo de hemocromatose (SIDDIQUE e KOWDLEY, 2012).

2.2 Hemocromatose Hereditaria

Hemocromatose Hereditdria (HH) € uma doenca autossémica recessiva,
caracterizada por distarbio no metabolismo do ferro, aumentando sua absorcéo
intestinal (FERREIRA,2008; OLYNYK,2008). Esse aumento resulta no acumulo de
ferro no organismo depositando-se no figado, coracdo, pancreas, glandula pituitéria
e articulagbes. As manifestacdes clinicas sdo: fadiga, artralgia, diminui¢cdo da libido,
arritmias cardiacas, diabetes mellitus, cirrose hepatica, hiperpigmentacéo,
hipotireidismo e carcinoma hepatocelular (LYON e FRANK ,2001; MACLAREN,
et.al.2008; PIETRANGELO,2010).
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E considerada uma das alteracdes genéticas mais comuns entre a populagio
caucasiana do Norte Europeu, afetando um a cada 200-300 individuos, com idade
meédia de 30 a 40 anos. Desenvolve-se em homens e mulheres de forma igualitaria,
porém, as manifestacdes mais graves sao desenvolvidas pelos homens. Acredita-se
que essa diferenca entre 0s sexos ocorre porque as mulheres possuem alguns
fatores fisiolégicos, como a gravidez e a menstruacdo, que dificultam o
desenvolvimento da doenca ou a HH acaba se desenvolvendo mais tardiamente
(TAVILL, 2001; MACLAREN et.al., 2008).

HFE € o principal gene responsavel pela hemocromatose hereditaria. Este
gene foi descoberto em 1996 por Feder et.al, que foi o precursor do descobrimento
das patologias associadas ao aumento de ferro no organismo. Até o momento,
foram descritas 3 mutacdes que estdo relacionadas ao gene HFE (C282Y, H63 e
S65C) (SIAH et.al, 2006; GAC e FEREC, 2005).

Estudos publicados com populagbes de todo o mundo demonstram que a
prevaléncia das mutacdes em europeus (caucasianos) é bem maior que nativos
americanos. Asia, Islandia e Africa apresentaram baixa frequéncia de HH (HANSON,
2001).

Além das mutagbes em HFE, existem outras mutacdes identificadas em
genes diferentes, que apresentam fenotipos similares. Sdo mutagdes mais raras e
podem ser encontradas nos genes TfR2 (Receptor de transferrina), Ferroportina,
Hemojuvelina (HJV) e Hepcidina (HAMP). Dentre essas, destaca-se como a mais

comum, a mutagao no gene que expressa a ferroportina (PIETRANGELO,2005).

2.2.1 Mutacdes do Gene HFE

O gene HFE estid localizado no complexo HLA-A no brago curto do
cromossomo 6. Ele € responsavel pela codificagdo da proteina HFE, uma
glicoproteina transmembrana como 343 aminoacidos, responsavel pela regulacao da
absorcao de ferro através da ligacdo com os receptores de transferrina e da inducéo
da sintese proteica da hepcidina. A proteina HFE é expressa nos enterécitos e
hepatécitos estando altamente relacionada com o controle do mecanismo de
absorcéo do ferro no organismo.

Em 1996, foram descritas duas mutacdes encontradas em mais de 85% dos

pacientes com fenotipo compativel com HH (FEDER et.al.,1996). A mutacdo mais
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comum responséavel por HH é a que leva a uma substituicdo do nucleotideo 845, de
uma cistina por uma tirosina do aminoacido 282 na proteina HFE. Outra mutagéo
comum, causa a substituicdo do nucleotideo 187, do aspartato por histidina na
posicdo 63 da proteina HFE (BATTS, 2007). As mutacdes C282Y e H63D alteram a
estrutura da proteina HFE, havendo perda ou diminuicdo de suas funcgdes,
impedindo seu transporte para a superficie das células, sua ligacdo aos receptores
gue controlam a entrada e a saida de ferro na célula e a regulacédo na producédo de
horménios que controlam os niveis de ferro no organismo (HANSON, BURKE e
IMPERATORE, 2001).

Ha duas hipoteses para a funcdo da proteina HFE e a fisiopatologia da
hemocromatose. A primeira € que esta proteina, em conjunto com beta 2
microglobulina, liga-se ao receptor de transferrina (TRF1), reduzindo a afinidade
Transferrina — TRF1, impedindo que o ferro seja absorvido, havendo um controle da
entrada do ferro na célula e no organismo (GRIFFITHS et.al., 2007; OLYNYK
et.al.2008). Com a mutacédo C282Y, a proteina HFE perde sua funcédo e nao exerce
seu papel bioldgico e a transferrina se encontra livre para se ligar ao seu receptor,
havendo o transporte de ferro e, consequentemente, seu aumento no organismo.

A segunda hipotese é que a proteina HFE regula, através da ligagdo aos
TRFS, a sintese da hepcidina, horménio que inibe a exportacdo de ferro da célula
para a corrente sanguinea controlando a ferroportina. Para se ligar a transferrina, o
ferro é transportado, dentro da célula, para a membrana basolateral pela
ferroportina e € levado ao plasma. Quando ocorre a mutagéo, diminui a expressao
da hepcidina, consequentemente, ndo ocorre ligacdo hepcidina -ferroportina e esta
altima fica livre para que uma maior quantidade de ferro seja exportada para o
sangue (SEBASTIANI et.al., 2007; NEMETH e GANZ, 2009).

A mutacdo H63D nédo impede que a proteina HFE alcance a membrana das
células e se ligue aos receptores de transferrina TRF1 e TRF2, porém a afinidade
com estes receptores torna-se diminuida (HERRUZO e MUNOZ, 2007). Por isso, o
fendtipo expresso por pacientes com a mutacdo H63D é mais leve.

E mais comum em individuos que desenvolveram a HH apresentarem
fendtipo quando possuem gendétipos homozigotos para C282Y, apresentando-se em
maior frequéncia entre os individuos com a patologia. Varios estudos demonstram
que a mutacdo C282Y/C282Y expressam o0s fenotipos de forma mais acentuada
que os demais genotipos (ARANDA et.al., 2010; ROSSI et.al., 2001). Esta mutacéo
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€ responsavel pelo desenvolvimento de graves sintomas da doenca, causando
graves danos aos 6rgaos(FIX e KOWDLEY, 2008).

Os heterozigotos compostos desenvolvem sintomas clinicos graves,
semelhantemente aos homozigotos C282Y, contribuindo fortemente para o
desenvolvimento da HH (DEUGNIER e MOSSER, 2008; AGUILAR-MARTINEZ
et.al, 2001).

A contribuicdo da mutacdo H63D para a HH tem apresentado controvérsias.
Muitos estudos demonstram que a presenca da mutacdo H63D, ndo apresenta risco
de desenvolver a HH. (PIETRANGELO, 2010) Outros estudos demonstram que 0s
homozigotos H63D desenvolvem um aumento de ferritina sérica e saturagdo de
transferrina em algumas populacdes. Por outro lado, parametros normais de ferritina
sdo encontrados na maioria dos heterozigotos H63D, bem como em heterozigotos
C282Y (TOMATSU et. al., 2003).

2.2.2 Frequéncias das Mutacdes C282Y e H63D no Mundo e no Brasil

2.2.2.1 Populacao Geral

Na Espanha, Asia e Islandia, a frequéncia das mutagbes do gene HFE na
populacdo geral € de 1:200 para 1:300 individuos brancos homozigotos C282Y
(PIETRANGELO, 2010). No norte da Europa e norte da América, heterozigotos
C282Y possuem prevaléncia de 9,2%, enquanto no sul da Europa essa prevaléncia
encontra-se diminuida (1-3%). Na india, Africa e Australia, homozigotos C282Y n&o
foram encontrados e heterozigotos encontram-se em porcentagens muitos baixas.

O gendtipo heterozigoto para H63D apresenta frequéncia elevada na
populacdo geral, com 18-20% na Europa, destacando-se a Espanha com 32%. Os
mesmos resultados foram encontrados na América do Norte. Na Asia e Africa,
apesar de serem muito baixas as frequéncias para todos 0s genotipos mutados,
agueles heterozigotos para H63D encontram-se em frequéncias de 2-17%. Em
algumas regibes, quase 90% da populacdo possui genétipo sem mutacdes
(HANSON et.al, 2001; MERRYWEATHER-CLARKE et al., 1997).

O crescimento da publicacdo de artigos estrangeiros, principalmente na

Europa, sobre a HH, tem demonstrado a importancia da doenca em todo o mundo.
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Apesar de haverem poucos relatos da hemocromatose nos paises da América do
Sul, o Brasil tem apresentado grande relevancia ao assunto (CANCADO. 2010).

A mistura de etnias no Brasil e a dimensao geografica do pais podem resultar
em frequéncias alélicas e genotipicas diferentes em relagcdo aos demais paises.
Porém, ainda é necessario que sejam realizados varios estudos nas diferentes
regides brasileiras, para definir a mutagcdo mais frequente (BITTENCOURT et.al,
2002).

A frequéncia alélica de C282Y na populacdo brasileira em geral € ainda
menor que a encontrada nos outros paises do mundo. Concomitantemente, a
mutacdo H63D apresenta frequéncia semelhante entre as popula¢cdes mundiais,
apresentando maior frequéncia alélica na populacéo geral. O quadro 1 demonstra os
resultados encontrados para a populacéo geral em algumas regides do Brasil.

Em S&o Paulo, Pereira, et. al (2001), observaram as diferentes frequéncias
alélicas de acordo com o0s grupos étnicos mais frequentes em uma populacdo
brasileira de 395 participantes. Daqueles que tinham cor de pele branca, 3,7%
possuiam a mutacdo C282Y e 20,3%, a mutacdo H63D. A populacdo negra possuia
0,5% e 6,4% das respectivas mutagdes. E os mulatos, 0,7% e 13%. Resultados
aproximados a estes foram encontrados em Agostinho et, al (1999), demonstrando

que a mutacdo H63D no Brasil € mais frequente, principalmente entre os brancos.

Quadro 1 - Frequéncia dos genotipos para as mutacfe s do gene HFE no Brasil.

Populacao C282Y/ (C282Y/W H63D/ H63D/W C282Y/ WT/WT Estudo e
Estudada (n) | C282Y (%) T (%) H63D (%) T (%) H63D (%) (%) Ano
Campinas, . B
SP . 3,4 1 22,9 0o 727 etpzlr';%'&
(201) o
Regido Norte N Torres et.
(800) 0 0,62 1 26,75 71,63 Al 2008
Parana Jackowisky
* * *
(289) 0.3 3.2 9.5 et.al, 2004
Salvador, BA Menezes
*
(130) 0 0.77 0 22 3 et.al, 2010
Séo Paulo, Bueno
SP 0 2,7 0 18,3 0 79 ot al 2006
(156) i
WT — Wild type * - N&o avaliado

Fonte: Autora, 2013
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2.2.2.2 Pacientes com diagnostico de Hemocromatose Hereditaria

A mutacdo C282Y é considerada a causa mais frequente do desenvolvimento
de HH e da forma mais grave, com fenotipo acentuado, principalmente causando
graves distarbios hepéticos.

A frequéncia genotipica, na Europa, em pacientes com provavel suspeita de
HH, € de mais de 80% de homozigotos para C282Y. Estudos realizados na Franca
demonstram valores de 96,3% e 80,2% de pacientes com homozigose para C282Y
(BRISSOT et.al, 1999; MURA e RAGUENES, 1999). Na América do Norte, a
prevaléncia de homozigotos C282Y/C282Y em pacientes com HH é comparada a
Europa, com 60-80% (HANSON, 2001).

Para homozigotos H63D, alguns trabalhos relatam frequéncias de 1 a 3% na
Europa e 1 a 8% na América do Norte e Australia (HANSON, 2001).
Em média 2/3 da populagédo brasileira com hemocromatose hereditaria, possuem
uma das mutacdes do gene HFE. Os outros 1/3, provavelmente, sdo acometidos por
outras mutacdes em outros genes (DOMINGOS, 2007).

Em um estudo realizado em S&o Paulo por BITTENCOURT e colaboradores
(2009), a prevaléncia para homozigotos C282Y em pacientes com suspeita de HH
apresentou-se maior que H63D nos pacientes, onde 47% dos participantes
apresentaram este gendtipo. Enquanto 11% apresentaram-se heterozigotos para
H63D.

E comum, no Brasil e no mundo, encontrar entre 0s pacientes com
hiperferremia, a presenca da mutagdo C282Y mais evidente, apresentando também
valores mais altos de ferritina e saturacdo de transferrina em relacdo aos demais
genotipos. E possivel que o desenvolvimento destes fenétipos sofram influéncia de
fatores ambientais e culturais, que acentuam os sintomas em portadores da doenca
(CANCADOQO, et.al, 2007; CANCADO e CHIATTONE, 2012).

2.2.3 Diagndstico da HH

O diagnostico da HH € baseado nos sintomas clinicos e laboratoriais e
confirmado através do teste molecular que identifica a presenca das mutacdes
(C282Y, H63D e S65C) causadoras da doenca (HANSON, IMPERATORE e BURKE,
2001). Alguns testes laboratoriais sdo essenciais para determinar a sobrecarga de
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ferro, e o possivel desenvolvimento da HH. Entre os principais, estd a dosagem de
ferritina que atua como principal marcador de suspeita da doenca, determinando os
primeiros sinais de sobrecarga de ferro no organismo. E considerado o teste mais
sensivel para estes fins (LYON e FRANK, 2001).

Outro exame muito importante € a saturagcdo de transferrina (ST).
Normalmente, 20 a 50% dos sitios de ligagdo da transferrina encontra-se ligadas ao
ferro. Para saber se a ST encontra-se elevada, € calculada a razao ferro sérico pela
capacidade total de combinacéo do ferro. Valores acima de 50% sé&o considerados
preocupantes e indicativos de HH (BACON et.al, 2011).

Capacidade total de ligacado do ferro, dosagem de ferro, capacidade latente
de ligacdo de ferro, também séo testes usados para identificar a HH e devem ser
analisados em conjunto com a dosagem de ferritina. Porém, nem sempre
encontram-se acima dos valores de referéncia em pacientes com esta patologia.
Devem ser usados apenas como testes de controle da doenca (BEATON e ADMS,
2007; TAVILL,2001).

A HH sé é diagnosticada verdadeiramente apds a realizacdo dos testes
moleculares. Através de métodos utilizados na biologia molecular, principalmente a
Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR), é possivel determinar a presenca das
mutacbes no gene HFE ou qualquer outro gene identificado como essencial no
metabolismo do ferro (HAMP, HJV, TRF).

A biépsia de figado, também apresenta grande importancia no diagnostico da
HH e no acompanhamento de pacientes com a doenca. E possivel saber se o grau
de depdésito de ferro no 6rgdo esta alto e o nivel de agressdo do mesmo. Os
hepatdcitos podem ser lesados até causarem uma cirrose ou um cancer hepatico
(AGUILAR-MARTINEZ et.al., 2011).

Para avaliar os niveis de agressao do figado, também sao dosados 0s niveis
das enzimas especificas Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina
aminotransferase (ALT), a fim de determinar o nivel de agressao aos hepatocitos
(V.R.: Até 40,0 U/L e até 41,0 U/L) (BACON, et.al, 2011).

As etapas de diagnostico da HH podem ser demonstradas atraves da figura 3,
gue mostra um algoritimo seguido pelos médicos, quando h& suspeita de
Hemocromatose Hereditaria em algum paciente, recomendado pela AASLD

(Associacdo Americana para o Estudo de Doencas do Figado).



Figura 3 - Algoritmo proposto pela AASLD para diagn
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A flebotomia periédica ou sangria terapéutica é o método mais eficaz para o

tratamento da HH. Consiste na retirada de 200 a 400ml de sangue por puncgao

venosa, para controlar os niveis de ferro no organismo. A quantidade de sessfes de

sangria € determinada pelo médico hematologista, podendo variar de acordo com o0s

niveis de ferritina do pacientes e a resposta ao tratamento (TAVILL, 2001).

Associado a flebotomia, é necessario que o paciente faca um a dieta

adequada, evitando alimentos ricos em ferro, suplementos de ferro, excesso de
vitamina C e alcool (HURREL e EGLI, 2010).
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2.3 Moduladores de Gravidade da Hemocromatose Hered itaria

Véarios estudos demonstram que existem moduladores de gravidade da
Hemocromatose Hereditaria. Fatores como a dieta e 0 consumo de alcool podem
interferir diretamente no surgimento da doenca em pessoas que possuem a
mutagdo, podendo desenvolver altos niveis de ferro e ferritina no sangue se
possuirem uma dieta rica em ferro. Alimentos ricos em vitamina C, por outro lado,
aumentam a absorcdo de ferro no organismo (MILWARD, et. al, 2008). Pacientes
com HH que possuem um alto ou moderado consumo de alcool, tem grandes
chances de desenvolver a doenca e causar graves complicacdes hepaticas,
aumentando os niveis de ferritina e causando danos aos hepatdcitos (BEATON e
ADAMS, 2007).

Fatores como idade, sexo, menstruacdo, gravidez, e a presenca de outros
alelos mutados de HFE ou outros genes em estudo ou ja descobertos (HAMP, HJV,
FPN, TRF1), podem ser considerados importantes no desenvolvimento da HH. Estes
podem determinar diferentes manifestacdes para a doenca entre os pacientes com o
mesmo gendtipo (BUENO, DUCH e FIGUEIREDO, 2006).

2.3.1 Ingestao de Ferro

As duas formas de ingestdo de ferro, ferro heme e ferro ndo heme, sao
encontrados em diferentes tipos de alimentos. O ferro heme é encontrado em carne
vermelha e frutos do mar, estando em menor quantidade em frango e peixe. O ferro
nao heme é encontrado em vegetais, legumes e cereais (HURREL e EGLI, 2010).

A absorcdo do ferro heme € maior que ferro ndo heme, porém quando
associados a outros fatores alimentares, a absorgcédo de ferro ndo heminico torna-se
similar ao heminico. Esses fatores que aumentam a absorcdo de ferro sdo carne,
vitamina C, peixe, frutas citricas, alimentos lacticos e peptideos contendo cisteina
(HEATH, et.al, 2003; MILWARD, et. al, 2008).

A ingestdo diaria de ferro deve ser de no maximo 18mg/dia, segundo
recomendacdes da ANVISA (Associacdo Nacional de Vigilancia Sanitaria), e apenas
1 a 2mg de ferro sdo absorvidas desta ingestdo. Porém, essa absorcdo torna-se
aumentada na presenca das mutacbes da HH. E como apenas 1mg de ferro &

excretado por dia (através da secrecdo e descamacgdo gastrintestinal e da pele) e o
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organismo nao pode aumentar essa quantidade de excrec¢éo, o ferro acumula-se nas
células e na corrente sanguinea (CANCADO,2010). Existem alguns alimentos que
diminuem a absorcdo de ferro, como é o caso de chas, café, alimentos ricos em
calcio, proteinas e magnésio.

Recomenda-se, portanto, que pacientes portadores da HH tenham uma dieta
pobre em alimentos que possuem alto teor de ferro, suplementos férricos, bem como

os alimentos que aumentam a absorcao do mineral (CANCADO, 2010).

2.3.2 Ingestao de alcool

A ingestdo de alcool altera significativamente os niveis de ferritina sérica e
aumenta as complicacbes da HH, principalmente a cirrose e o cancer hepatico
(GOOT et.al, 2012). Entende-se que a ingestédo de etanol prejudica os hepatécitos,
pois a substancia é metabolizada no figado e através de mecanismos de oxidacao
que degradam a molécula de etanol, acabando por danificar as células hepaticas.
Essa destruicdo celular acaba liberando enzimas encontradas neste 6rgao como
ALT, AST, GGT (Gama glutamil transferase) e dependendo do grau de agressao, a
ferritina (LEE e KOWDLEY, 2012).

Além disso, o alcool, até mesmo em doses leves, é responsavel pelo aumento
do transporte de ferro duodenal, pois ele inibe a expressdo de hepcidina,

principalmente em homens (FINDIK, 2010).

2.3.3 Obesidade e Esteatose

A obesidade é um fator muito importante para o aumento da ferritina,
principalmente em pacientes com Hemocromatose Hereditaria. Os obesos
geralmente possuem uma dieta desregrada, rica em alimentos com alto teor de ferro
e outros alimentos que aumentam a absorcdo do mineral. Esta falta de controle
alimentar tende a aumentar os niveis de ferro na corrente sanguinea e o0 seu
consequente depdsito sobre a forma de ferritina (ROSSI et.al, 2001; ARANDA et. al,
2010).

As complicacbes hepaticas decorrente da obesidade podem ser causadas
pelo acimulo de gordura no figado (esteatose hepatica) que juntamente com o

depdsito de ferro no 6rgdo, acabam levando os hepatdcitos a um alto nivel de
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agressao, causando fibrose, cirrose ou carcinoma hepatocelular. Diante desta
destruicdo celular, ocorre a liberacdo do ferro que estava estocado dentro das
células, contribuindo para o aumento da ferritina na circulacdo sanguinea (DANTAS
et.al, 2002).

Ha estudos que relatam, por outro lado, que a obesidade pode regular a
absorcédo de ferro através de mecanismos inflamatérios. Essa inflamagéo induz o
aumento da producdo de hepcidina, diminuindo a absorcdo de ferro e em muitos
casos, causando anemia. Porém, este mecanismo ainda necessita de pesquisas
adicionais, pois ainda néo esta bem estabelecido (MACCLUNG e KARL, 2008).

2.3.4 Variacdes Hormonais

A gravidez, menstruacdo, menopausa e métodos contraceptivos resultam em
variagbes hormonais que interferem nos niveis de ferro do organismo de forma
contraria aos que foram citados acima.

Em muitos casos, na gravidez, € necessario fazer uso de suplementos
férricos para suprir a deficiéncia de ferro causada por hematopoese aumentada e
para suprir as caréncias nutricionais do feto e da gestante. Em pessoas com HH, a
gravidez atua como um fator favoravel importante para a diminuicdo dos niveis de
ferro (BRANDAO et. al, 2011).

A menstruacdo € um dos principais fatores que influenciam para evitar o
desenvolvimento da HH em mulheres, pois a perda sanguinea mensal que estas
sofrem, acabam regulando os niveis férricos na corrente sanguinea mais facilmente
que os homens (CANCADO e CHIATTONE, 2010).

Um mecanismo contrario ocorre na menopausa. Como ndo se tem mais a
perda de sangue mensal, os niveis de ferritina aumentam em portadores da HH. O
fato de as mulheres desenvolverem a HH mais tardiamente que homens, pode,
também, ser devido a este fator (CONTE, 2000).

2.3.5 Doencas hepaticas crbnicas associadas a HH
Doencas como Hepatites, anemias, distlrbios intestinais e esquistossomose

aceleram o desenvolvimento da HH. S&o consideradas doencas cronicas que afetam

o figado, causando a ruptura dos hepatdcitos e fibrose. Juntamente com o depdésito
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de ferro nesse 6rgao, o paciente pode ser acometido por uma cirrose ou carcinoma
hepético (CAUZA et.al, 2003). Nesses casos, o fenotipo da HH torna-se mais severo

e 0s niveis de ferritina tendem a ser sempre extremamente elevados.

2.4 Justificativa da pesquisa

E importante avaliar o nimero de portadores da HH em uma regido como
meétodo de prevencéo, tratamento e conhecimento cientifico sobre a patologia. Aléem
disso, como nao existem registros publicados sobre a frequéncia das mutacoes
C282Y e H63D do gene HFE em Alagoas, comparar os resultados encontrados em
nosso estado com as demais regides do Brasil e do mundo, possui uma grande
contribuicdo epidemiolégica e social para a doenca.

N&o hé& protocolos estabelecidos para a realizagdo de exames em Alagoas. A
implantacédo do teste molecular da HH contribui para o acesso dos pacientes
alagoanos com suspeita de HH ao diagndéstico, tendo como base a prestacdo de
servicos a comunidade.

A dieta, a ingesta de alcool, e obesidade sdo considerados moduladores de
gravidade importantes para o desenvolvimento da doenga em pessoas com as
mutacdes. E estudar os principais fatores que influenciam o desenvolvimento da HH
e determinar 0os genotipos que expressam fendtipo mais severo diante destes
moduladores € importante para se estabelecer medidas de controle com o intuito de
reduzir os sintomas e complicacées da doencga, assim como evitar a progressao
para os sintomas mais severos. O estudo da interacdo de moduladores ambientais
com os gendtipos da HH na manifestacdo da doenca pode fornecer informacdes
Uteis na identificacdo de grupos e fatores de risco, além de uma melhor avaliacao
prognostica dos pacientes.

Com base nisto, os objetivos do trabalho foram avaliar a frequéncia das
mutacbes C282Y e H63D do gene HFE na populacdo geral e suspeita de HH, a
relacdo entre os genodtipos e a manifestacdo clinica dos pacientes estudados, a
identificacdo de potenciais moduladores de gravidade da doenca e sua interacao
com os gendétipos da HH.



38

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a frequéncia das mutacbes C282Y e H63D no gene HFE em uma
amostra da populacdo geral e em pacientes com suspeita de Hemocromatose
Hereditaria, correlacionando os gendtipos identificados com os sintomas clinicos e o

perfil nutricional dos pacientes no estado de Alagoas.

3.2 Objetivos Especificos

- Implantar em Alagoas os testes genéticos para as mutacdes H63D e C282Y no

gene HFE em Alagoas;

- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas das muta¢cbes H63D e C282Y do
gene HFE em uma amostra da populacdo geral e em pacientes com suspeita de HH

no estado de Alagoas;

-Fazer uma anélise comparativa das frequéncias entre as populacdes estudadas.

- Correlacionar os genotipos encontrados com sintomas clinicos, complicacdes da
doenca, além dos resultados laboratoriais de ferritina sérica, obtidos a partir dos

prontuarios dos pacientes;

- Correlacionar os genétipos encontrados com os valores para ingesta diaria de

ferro, alcool e vitamina C, obtidos a partir da avaliagcdo nutricional dos pacientes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecao de pacientes com suspeita de HH e compo  si¢do da amostra para
estudo de frequéncia das mutacdes na populacdo gera |

Foram selecionados para a pesquisa 0s pacientes que fazem tratamento por
flebotomia no Centro de servicos hemoterapicos do municipio de Arapiraca
(HEMOAR) e do municipio de Macei6 (HEMOAL e HEMOPAC). Todos os pacientes
tiveram seus prontuarios analisados, tendo como critério de selecdo para a
pesquisa, aqueles que possuiam os resultados dos exames com aumento de
ferritina sérica. Todos os pacientes fazem acompanhamento com um profissional
hematologista. Os valores de referéncia utilizados para ferritina foram de até
290ng/dl para as mulheres e 320ng/dl para homens.

Foram obtidas as seguintes informacdes sobre os pacientes: idade, sexo,
etnia, principais sintomas clinicos associados a HH (fadiga, artralgia, diminuicdo da
libido, arritmias cardiacas), complicacbes da HH (diabetes mellitus, cirrose hepatica,
hiperpigmentacédo, hipotireidismo ou carcinoma hepatocelular),valores de ferritina
sérica no inicio da descoberta da doenca e os valores durante o tratamento, historico
familiar de pessoas com suspeita de HH ou diagnosticados com a patologia, peso e
altura. O IMC (indice de Massa Corpérea) foi calculado dividindo-se o peso pela
altura ao quadrado de cada individuo. Este célculo gera um indice que € comparado
a tabela da Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade, caracterizando se o
individuo esta obeso. Os valores de referéncia para o célculo de peso ideal é 18,5 a
24,9; para sobrepeso é 25,0 a 29,9; para obesidade grau 1 é 30 a 34,9; obesidade
grau 2 é 35 a 39,9; e obesidade grau 3, acima de 40. Foram excluidos da pesquisa
aqueles que realizavam flebotomia nos hemocentros, porém ndo apresentaram
alteracdes laboratoriais relacionadas a HH, ou que faziam tratamento para outra
patologia e aqueles que se recusaram a fazer parte desta pesquisa.

Para o estudo das mutacbes em uma amostra da populacédo de Alagoas,
foram selecionados 164 individuos voluntarios. Informacdes sobre idade, sexo e
etnia foram obtidas por autodeclaracao.

Todos os dados foram coletados apO0s a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado no Comité de Etica da
Universidade Federal de Alagoas — UFAL (protocolo 007112/2011-01). A pesquisa
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foi desenvolvida no Laboratdrio de Biologia Molecular do Campus Arapiraca da
UFAL.

4.2 Avaliacdo Nutricional e Ingestdo de Alcool

Para avaliar a ingestdo diaria de ferro, os pacientes com suspeita de HH
responderam ao Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar, padronizado
por Schieri (1998), proposto para brasileiros maiores de 12 anos.

Este questionario consiste em um método de avaliacdo qualitativo e
quantitativo de ingestdo de ferro, composto por 80 alimentos fonte deste mineral,
onde o entrevistado descreve a frequéncia e a quantidade ingerida de cada
alimento.

Para avaliar quantitativamente a ingestao diaria de ferro de cada paciente, foi
utilizado o programa de avaliacéo e prescricdo nutricional AVANUTRI 4.0.111, que
determina a quantidade deste, existente em determinadas quantidades dos
alimentos ingeridos. Os valores de referéncia para ferro utilizados foram de 14 a
18mg/dia (GROTTO, 2010).

Foi calculada também a ingestédo diaria de vitamina C, seguindo 0s mesmos
métodos para a ingestdo de ferro. Adotou-se como valores de referéncia 60 a
75mg/dia de vitamina C. (ANVISA, 1998)

Para determinar se o0 paciente apresentava um alto consumo de alcool,
definiu-se consumo excessivo de bebida alcodlica a ingestdo diaria referida de
etanol acima de 60 g por dia e durante periodo de, pelo menos, 5 anos (Scotet et al,
2003). Para calcular em gramas a quantidade diaria de etanol ingerida, utilizou-se a
seguinte férmula:

Quantidade ingerida/dia = (dose em ml x grau da bebida x 0,8) / 100
Os graus das bebidas sao: cerveja 4, vinho 12, conhaque 40, rum 40, uisque 43 e

cachaca 46.
4.3 Extracdo de DNA
Os pacientes que concordaram em fazer parte da pesquisa, apds assinarem o

termo de consentimento livre e esclarecido, foram submetidos a uma coleta de

aproximadamente 5 ml de sangue por puncao venosa realizada por profissional apto
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a este procedimento. Todos 0s passos para a coleta foram seguidos criteriosamente
desde a assepsia ao material descartavel. O sangue foi coletado em tubos de ensaio
contendo anticoagulante KsEDTA (Shandong Weigao Group Medical Polimer) para
posterior extracao do DNA.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o Flexigene DNA kit
(Qiagen,Germany) , segundo recomendacfes do fabricante. A técnica consiste na
adicado de 750 uL de uma solucéo de lise de células (FG1) a 300ml de sangue total,
invertendo o tubo 5 vezes. A solucao foi centrifugada por 2 minutos a 10.000rpm
para garantir que todas a hemacias foram lisadas. O sobrenadante € descartado,
cuidadosamente para néo perder o pellet de leucécitos. Apés inversdo dos tubos em
papel absorvente por 2 minutos para secagem, o0s leucocitos sao ressuspendidos e
lisados por 150 uL de uma solucdo de desnaturacéao (FG2 - tampéo desnaturante), e
1,5 uL Qiagen Protease a0 mesmo tempo, para que ocorra a digestdo de proteinas.
As amostras foram incubadas a 65 ° C por 5 minutos. Foi adicionado 150 uL de
isopropanol 100% para precipitar o DNA. Neste momento, o precipitado de DNA
deve ser observado em meio aos reagentes do tubo. Apos centrifugacdo a 14.000
rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, sem que o pellet fosse perdido. O
DNA foi lavado em 150 uL etanol 70% e centrifugado por mais 5 minutos a mesma
velocidade. Por fim, apds descartar o etanol e aguardar a secagem por, no minimo
10 minutos, o DNA foi ressuspendido em 200 uL de solucédo de hidratacdo (FG3) —
Tris Cl 10mM Ph 8,5, incubado a 65 ° C por 10 minutos e armazenado a -20° C. Para
avaliar se o DNA foi realmente extraido, foi feito um gel de agarose de 0,8% com
tampédo TAE por 30 minutos e avaliados sob luz ultravioleta apds corar com brometo

de etideo.

4.4 Determinacado dos genotipos

O diagnostico das mutagdes C282Y e H63D foi realizado utilizando o método
de PCR-RFLP, com conjuntos de iniciadores e enzimas de restricdo especificos para
cada mutacéao.

PCR (Polymerase Chain Reaction) : Foram realizadas duas reacbes de
amplificacdo por amostra, visto que foram utilizados iniciadores especificos (primers)
para cada mutacdo do gene HFE. Os primers possuem as seguintes sequéncias:
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5TGGCAAGGGTAAACAGATCC3 e 5 CTCCAGGCACTCCTCTCAACC 3’ para a
mutacdo C282Y com amplificacdo de fragmentos de 390pb e 5
GCCACATCTGGCTTGAAATT3 e 5 ACATGGTTAAGGCCTGTTGC3' para H63D,
amplificando 208pb. A amplificacdo ocorreu em um termociclador Biocycler com uma
desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos, onde a amplificacéo
ocorreu sob as seguintes condi¢des: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 57,1°C e
40 segundos a 72°C. Finalizou com uma etapa de extensao a 72°C por 10 minutos.
Para um volume final de 25 pL, as reacOes foram padronizadas com 40 ng de DNA,
tampéo 1X, MgCI2 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, primers (5pmoles de cada), enzima Taq
polimerase 0,5u (Invitrogen) e H20 Millig. O resultado final foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando 5 pL da reacédo de PCR, corado com
solucéo de brometo de etideo (0,5 ug/ml) e fotografado sob luz ultravioleta.

Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP): As reacgodes de restricdo sao
especificas para cada tipo de mutacdo, de forma que as enzimas de restricdo
utilizadas séo diferentes. As restricdes para a pesquisa da mutacdo C282Y foram
realizadas utilizando 20 pl do produto de PCR, 6,9 uL de agua Millig, 3uL (1X) de
tampao 10x (50Mm KCL; 10 Mm Tris HCL Ph 7,4; 0,1 Mm EDTA; 1Mm dithiothreitol;
200 pg/ml BSA E 50% de glicerol) e 0,1 yl da enzimas de restricdo Rsal (1u). As
reacOes foram incubadas por 16 horas a 37°C e depois incubadas a 65°C por 20
minutos. Para a mutacdo H63D, foram realizadas as restricbes utilizando 20 pl do
produto de PCR, 6,9 uL de agua Milliq, 3uL (1X) de tampéo 10x (50Mm KCL; 10 Mm
Tris HCL Ph 7,4; 0,1 Mm EDTA; 1Mm dithiothreitol; 200 ug/ml BSA E 50% de
glicerol) e 0,1 pl da enzimas de restricdo BCL1 (1u). As reacdes foram incubadas por
16 horas a 37°C. Ao volume final de 30uL por reacdo foram adicionados 5 L de azul
de bromofenol (0,25%). Com 35 uL, foi feita a analise do perfil eletroforético dos
produtos de PCR que foram submetidos a restricdo, em gel de agarose a 3%,
corados com brometo de etideo 0,5ug/ml. No quadro 2, podemos observar as
enzimas de restricdo utilizadas para definir os genotipos nas amostras, seus sitios

de clivagem e os resultados para cada genotipo descritos em pares de bases.
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Quadro 2 - Produtos obtidos apds restricdo para as duas mutacbes de acordo com 0s
genadtipos: normal, heterozigoto e homozigoto

Enzima de Fragmentos Obtidos (pb)
Mutacdo | restricdo/ Sitio de
. Normal Homozigoto Heterozigoto
clivagem
c282Y RSAI 250,140 250,111 e 29 | 250, 140,111
GT|AC e 29
H63D BCLI 137e71 208 208,137e 71
T|GATCA

pb — pares de bases
Fonte: Autora, 2013

Os produtos das digestdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 3%. Os padrbes eletroforéticos das restricdes podem ser observados nas

figuras 4 e 5.

Figura 4 - Gel de agarose de 3,0% do resultado da
restricdo para a mutacao

C282Y. 1 — Homozigoto Normal (WT/WT); 2— Homozigoto
Mutado (C282Y/C282Y); 3— Homozigoto Normal (WT/WT) ;
4— Homozigoto Normal (WT/WT) 5— Homozigoto Mutado
(C282Y/C282Y) 6- Homozigoto Normal (WT/WT) 7 -
Heterozigoto (C282Y/WT) 8 - Ma rcador Gene Ruler Low

Ranoe (FERMENTAS.USA)
1 2 3 4 5 6 7 8

700pb
500pb
400pb
300pb
200pb
150pb
100pb
75pb

50pb

25pb

Fonte: Autora, 2013
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Figura 5 - Gel de agarose de 3,0% do resultado da

restricdo para a mutacao

H63D. 1 — Homozigoto Normal (WT/WT); 2 - Homozigoto
Normal (WT/WT); 3— Heterozigoto (H63D/WT) ; 4 -
Homozigoto Normal (WT/WT) 5- Homozigoto Normal

(WT/WT) 6— Heterozigoto (H63D/WT) 7- Heterozigoto
(H63D/WT) 8 -  Marcador Gene Ruler Low Range

(FERMENTAS,USA)

1 2 3 4 5 6 7 8

700pb
500pb
400pb
300pb

200pb
150pb

100pb
75pb
50pb

25pb

Fonte: Autora, 2013

4.5 Andlise estatistica

Foi criada uma planilha com os dados dos pacientes e as variaveis estudadas
foram submetidas ao programa SPSS v16.0. A partir desta, foram realizadas as
média das idades, valores de ferritina, ingestao diaria de ferro e comparadas entre
0S genotipos, através da ANOVA. Para avaliar se as populagbes estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg, foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

Para avaliacdo da frequéncia alélica e genotipica nas duas populacbes
estudadas utilizamos o teste x* Para a média de ferritina, por se tratar de uma
distribuicdo que ndo é normal, foram utilizados testes ndo paramétricos nas
determinacbes estatisticas. O Teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para
demonstrar a distribuicdo ndo normal evidenciada.

Dados categoéricos como genotipos e perfil clinico; as comparacdes entre 0s
gendtipos da populacgdo geral e suspeita de HH foram analisados através do teste x
e o teste exato de Fisher. O teste do x% também foi utilizado para determinar a
frequéncia da esteatose entre os obesos. histograma e curva de distribuicdo dos
dados em relacéo a ferritina.

Para determinar a diferenga entre os valores de ferritina para os homens e

para as mulheres foi realizada a mediana e Box em percentil (25 e 75%), e whiskers
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representando valores minimo e maximo de ferritina entre os géneros, através do
Teste de Mann-Whitney U.

Foi aplicado ANOVA com post hoc DMS para comparacdo das médias de
ferritina entre os grupos genotipados. O teste t de Student foi utilizado para
comparar os valores de ingesta de ferro, ingesta de vitamina C e ferritina entre os
individuos genotipados. Para correlacionar os gendétipos a ingestéao de alcool, ferro e
ferritina foi aplicado o teste de correlacao de Spearman.

Foi realizada analise descritiva de ferritina e vitamina C entre 0s genotipos,
utilizando como critérios os percentis (25%, 50% e mais de 50%). N&o foi realizado
teste estatistico, apenas andlise descritiva entre os sintomas clinicos, valores de
ferritina, etnia, ingestdo de vitamina C e os gendtipos da HH, devido ao tamanho

amostral pequeno para alguns grupos de genaotipos.
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5 RESULTADOS

5.1 Investigagdo das Mutagbes C282Y e H63D nas Amos tras da Populagdo
Geral e com Suspeita de HH

Dos 164 sujeitos analisados na populacao geral, 35,37% (58) sdo homens e
64,63% (106) sdo mulheres, com idade média de 29,12 (xDP 11,24). 31 (18,90%)
mulheres e 19 (11,58%) homens apresentaram uma das mutacdes do gene HFE.

Foram analisados os prontuarios de 97 pacientes com idade entre 20 e 60
anos, com idade média de 47,56.( £ DP 11,077) que fazem tratamento por
flebotomia e que possuiam valores de ferritina superiores a 320 ng/dl para homens e
290 ng/dl para mulheres.

Destes, 13 (13,41%) sdo mulheres e 84 (86,59%) sdo homens, com média de
idade de 46,54 (+ DP 15,186) e 47,71 (+ DP 10,411), respectivamente.

As amostras estudadas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para
os trés alelos na populagao geral e suspeita de HH. (P>0,05).

A maior frequéncia genotipica observada em nossa amostra da populacdo
geral foi de heterozigotos para H63D (24,4%). Heterozigotos para C282Y e
homozigotos H63D foram encontrados em 3%. N&o foi encontrado nenhum
homozigoto para C282Y. Um individuo desta amostra (0,6%) foi heterozigoto
composto.

Dos 97 pacientes suspeitos de HH, 39 (40,21%) apresentaram uma das
mutacbes do gene HFE. O gendtipo mutado com maior frequéncia foi de
heterozigotos H63D, sendo apresentada em 20,62% dos pacientes. 10,31% sao
heterozigotos para C282Y. Os homozigotos para as duas mutagdes apresentaram
frequéncias baixas (2,06%). 5,15% foram heterozigotos compostos. Cinquenta e oito
(59,79%) das amostras nao apresentaram genotipo mutado para nenhuma das
mutacOes do gene HFE. As tabelas 2 e 3 apresentam as frequéncias alélicas e
genotipicas observadas na populagéo geral e no grupo de pacientes.

Podemos observar que o alelo mais frequentemente encontrado nas
populacdes estudadas € H63D. Embora a frequéncia do alelo C282Y seja baixa nas
duas populacbes, ha uma diferenca significativa nas frequéncias desta mutacéo,

sendo mais elevada em pacientes com HH do que na populagéo geral.



a7

Quando comparadas as frequéncias dos genotipos entre a populacdo geral e
a populacdo suspeita, observamos que ha diferenca estatistica significante entre os
dois grupos. (p<0,0008) (tabela 1) No entanto, os heterozigotos para H63D
apresentam-se mais frequentes em ambas as populacdes. Porém, ha uma
frequéncia de 10,3% de heterozigoto C282Y na populagao suspeita, e apenas 3% na
populacao geral. Homozigoto C282Y foi encontrado somente na populagdo suspeita
(2%).

Tabela 1 - Frequéncias genotipicas dos pacientes co m suspeita de HH e da populacéo
geral.

Pop. Geral Pop. Suspeita

GENOTIPO  REQUENCIA(%) FREQUENCIA(%) Valor de p
WT/WT 68,9% (113) 59,79% (58)
WT/H63D 24.4% (40) 20,62,% (20)
H63D/H63D 3,0%(5) 2.06% (2) 0.0008
WT/C282Y 3,00%(5) 10,31% (10)
C282Y/C282Y 0% 2.06% (2)
C282Y/H63D 1(0,6%) 5,15% (5)

Teste Qui-quadrado
Fonte: Autora, 2013.

Na tabela 2, podemos observar que apesar da predominancia da mutacao
H63D nas duas populacdes em estudo, houve maior frequéncia desta mutacédo na
populacao geral (88,5%) do que naquela com suspeita de HH (61,4%). Uma maior
frequéncia da mutacdo C282Y foi observada na populacdo com suspeita de HH
(38,6%) do que na populacao geral (11,5%; p=0,0019)

Tabela 2 - Frequéncia das mutac¢des que exibiram gen  étipos para a mutacdo H63D
elou C282Y

x Pop. Geral Pop. Suspeita N
MUTAGOES  ~FREQUENCIA(%) FREQUENCIA(%) Valor de p
H63D 46 (88,5%) 27 (61,4%) 00019
C282Y 6 (11,5%) 17 (38,6%) :
Total 52 44

Teste Qui-quadrado.
Fonte: Autora, 2013.
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5.2 Avaliacdo dos gendtipos da HH em relacdo a etni  a

O grupo da populacéo geral € formado por 40 (24,4%) brancos, 10 (6,1%)
negros e 114 (69,5%) mulatos (pardos). Dos 97 pacientes com suspeita de HH, 12
nao responderam ao questionario de etnia, totalizando 85 individuos. Destes, mais
de 50% dos pacientes declararam-se brancos e aproximadamente 40% declararam-
se mulatos. Negros e indios apresentaram frequéncia mais baixa entre os
participantes (5,88% e 1,18%).

Apesar de ndo apresentar diferenca estatisticamente significativa (p>0,05),
podemos observar nas tabelas 3 e 4 que possuem mais mulatos com mutagdes do
gene HFE na populacdo geral em Alagoas do que brancos, estando em maior
frequéncia entre eles o gendtipo heterozigoto H63D.

Quando avaliada a relacdo entre a etnia e os genotipos da HH de 85
pacientes com suspeita de HH, pode ser observado que os mulatos apresentam
maior frequéncia de genadtipo heterozigoto para H63D (12,94%) (Tabela 4). Para a
mutacdo C282Y, tanto homozigotos quanto heterozigotos foram encontrados como
maior frequéncia entre os brancos (2,35% e 8,23%). Os heterozigotos compostos
foram encontrados principalmente entre aqueles com etnia branca (4,71%). Nao
foram encontrados negros e indios com muta¢gdes no gene HFE. (Tabela 4) Porém,
nao foi encontrada diferenca significante entre os alelos e gendtipos de brancos e
mulatos. (p>0.05).

Tabela 3 - Frequéncia dos gendtipos de acordo com e tnia ha populacdo geral.

Etnia
Branco Negro Mulato
Gendtipo N % N % N %

WT/WT 27 67,5% 7 70,0% 79 69,3%
H63D/WT 12 30,0% 1 10,0% 27 23,7%
H63D/H63D 0 0% 1 10,0% 4 3,5%
WT/C282Y 1 2,5% 1 10,0% 3 2,6%

C282Y/C282Y 0 0% 0 0% 0 0%
C282Y/H63D 0 0% 0 0% 1 0,9%

wt = wild-type

Fonte: Aurora, 2013.
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Tabela 4 - Frequéncia étnica para cada gendétipo do  gene HFE em suspeitos de HH.
ETNIA % (N)

Gendtipo Branco Mulato Negro indio
WT/WT 29,41% (25) 22,35% (19) 5,88% (5)  1,18% (1)
H63D/WT 8,23% (7)  12,94% (11) 0% 0%
H63D/H63D 1,18% (1) 0% 0% 0%
WT/C282Y 8,23% (7)  2,35% (2) 0% 0%
C282Y/C282Y 2,35% (2) 0% 0% 0%
C282Y/H63D 4,71% (4)  1,18% (1) 0% 0%
wt = wild-type

Fonte: Autora, 2013.

5.3 Avaliacéo dos dados laboratoriais e sintomas cl inicos em relacao aos
genatipos de HH

Quanto as dosagens de ferritina dos participantes do estudo com suspeita de
HH, a analise das amostras indicou que a distribuicdo ndo € normal, necessitando
utilizar testes néo-paramétricos (figura 6) nas determinacdes estatisticas. Os dados

exibiram média, mediana e moda de 928,60; 849,10 e 500,00 respectivamente.

Figura 6 - Histograma e curva de distribuicdo dos d ados em relacdo a
ferritina. Distribuicdo ndo normal evidenciada. [Te  ste de Kolmogorov-
Smirnov p=0,003].
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Fonte: Autora,2013.
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Os valores médios de ferritina para as mulheres foi de 641,75 ng/dl (xDP
362,23) e de 972,99 ng/dl (xDP 521,52) para os homens . Os valores de ferritina de
homens séo significativamente mais altos que os valores de ferritina das mulheres
(p=0,007) (Figura 7)

Figura 7 - Diferenca entre os valores de ferritina para os homens e para as mulheres.
Mediana, Box em percentil (25 e 75%), e whiskers re presentando valores minimo e
méximo de ferritina entre os géneros. Teste de Mann  -Whitney U.
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Fonte: Autora,2013.

Os pacientes que possuem a mutacdo C282Y possuem valores de ferritina
entre 300-1600 ng/dl, com valor médio de 618,63ng/dl para os heterozigotos e
1485,0 ng/dl para os homozigotos. Apesar de apenas dois individuos apresentarem
genotipo homozigoto para C282Y, estes apresentam os maiores niveis de ferritina
sérica, seguidos de heterozigotos para H63D (1110,33ng/dl) (Tabela 5). Pode-se
observar, também, que os individuos do grupo com gendtipo tipo selvagem (wt/wt)
possuem valores mais altos de ferritina sérica que alguns grupos de individuos
mutados. Nao foi observada significancia estatistica entre os valores de ferritina e os
genatipos da HH.



Tabela 5 - Média da dosagem de ferritina

suspeitos de HH.

sérica em

FERRITINA (ng/dL)

Média +DP

933,07 +532,47
618,63 +483,54
1485 + 223,45
1010,33 £ 463,17
764,50 + 533,86
693,86 + 327,51

912,15 + 511,56

GENOTIPO  FREQUENCIA(N)
WT/WT 58
WT/C282Y 10
C282Y/C282Y 2
WT/H63D 20
H63D/H63D 2
C282Y/H63D 5
Total 97

wt = wild-type

Fonte: Autora,2013.
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cada gendtipo de pacientes

Foi realizada, também, uma andlise descritiva dos valores de ferritina por

genotipo, dividindo os pacientes em trés grupos, de acordo com os valores das

dosagens de ferritina. O critério utilizado para a escolha dos trés grupos foram os

percentis, pois foi observado que 25% dos pacientes tinham ferritina de até
500,38ng/dl; 50% dos pacientes tinham ferritina de 500,39% a 849,10 e mais de
50% tinham ferritina acima de 849,10. Podemos observar que a maioria dos

pacientes com as muta¢cdes da HH, possuem valores de ferritina acima de 849,10,

principalmente entre os heterozigotos H63D (60%) e os homozigotos C282Y (100%).

(Tabela 6)

Tabela 6 - Frequéncia dos niveis de ferritina. Os v

alores de ferritina divididos em trés

grupos de acordo com os percentis (25%, 50% e mais  que 50%)
Gendtino 25% (até 50% (500,39 a Acima de 50%
b 500,38) 849,10) (>849,10)

N % N % N %
WT/WT 12 20.7% 19 32.8% 27 46.6%
WT/H63D 3 15.0% 5 25.0% 12 60.0%
H63D/H63D 1 50.0% 0 0.0% 1 50.0%
WT/C282Y 6 60.0% 0 0.0% 4 40.0%
C282Y/H63D 2 40.0% 1 20.0% 2 40.0%
C282Y/C282Y 0 0.0% 0 0.0% 2 100.0%

Fonte: Autora,2013.
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Alguns pacientes apresentaram em seus prontuarios algumas complicacdes
conhecidas decorrentes da HH. As alteragcbes mais comumente descritas foram a
artralgia, fadiga e diabetes. A tabela 7 mostra a frequéncia com que essas doencas

foram relatadas no estudo.

Tabela 7 - Frequéncia das complicacbes da HH encont  radas entre os pacientes.

DOENCA FREQUENCIA % (n)
ARTRALAGIA 28,91% (24)
FADIGA 27,71% (23)
DIABETES 19,28% (16)
PROBLEMAS CARDIACOS 2,40% (2)
NAO APRESENTARAM SINTOMAS 19,28% (16)

Fonte: Autora,2013.

Quanto a avaliacdo dos principais sintomas relatados entre os pacientes com
HH, embora ndo tenha sido utilizado teste estatistico, encontramos com maior
frequéncia a fadiga e a artralgia (dores nas articulacdes), principalmente entre os
individuos com os gendétipos heterozigotos para C282Y e H63D (figura 8).

Figura 8 - Sintomas relatados pelos pacientescomH  H.
As numerag0Oes indicam os valores absolutos dos dado S. Representa o nimero de
individuos que desenvolveram os respectivos sintoma S.
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Fonte: Autora, 2013.
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5.4 Registro de Esteatose Hepatica e Obesidade em p  acientes com HH

Para determinar quantos individuos eram obesos foram calculados os indices
de Massa Corpérea (IMC) dos pacientes. 39,3% (33) foram considerados com
sobrepeso; 27,4% (23) com obesidade grau 1; 9,5% (8) com obesidade grau 2 e
4,8% (4), com obesidade grau 3. Apenas 16 (19%) possuiam peso ideal.

Além disto, 18,07% (15) dos pacientes possuem relatos de esteatose
hepatica. Dentre estes, trés (20%) possuem peso ideal e 0os demais estdo com
sobrepeso (13,3%) ou séo obesos (66,7%).

Dos oitenta e cinco participantes que responderam aos dados necessarios
para o calculo de IMC e determinacéo da obesidade, 35 apresentaram mutacao para
o gene HFE. Aqueles que possuem gendtipo heterozigoto para H63D, possuem o
maior nimero de obesos ou com sobrepeso dentre 0s grupos de gendtipos mutados
(Tabela 8). Devido a amostragem pequena por subgrupo genotipico, ndo foi possivel
a realizacdo de testes estatisticos, havendo apenas uma analise descritiva dos

dados.

Tabela 8 - Frequéncia de obesidade entre os gendtip  os da HH.

PESO IDEAL % SOBREPESO %  OBESIDADE
GRAU (1,2,3) %

C282Y/C282Y 0% 5,71% (2) 0%
WT/C282Y 11,43% (4) 5,71% (2) 8,57% (3)
H63D/H63D 0% 2,86% (1) 0%

H63D/WT 5,71% (2) 11,43% (4) 34,29% (12)

C282Y/H63D 5,71 (2) 5,71% (2) 2,86% (1)

Total =35

Fonte: Autora,2013.

Dentre aqueles que possuem o alelo mutado da HH, oito (22,86%)
apresentavam em seus prontuarios terem desenvolvido esteatose hepatica, sendo 4
(50%) heterozigotos C282Y, 3 (37,5%) heterozigoto H63D e 1 (12,5%) heterozigoto
composto. Apenas um individuo, dentre os pacientes com HH que desenvolveram
esteatose esta com peso ideal. Os demais apresentam-se obesos ou com
sobrepeso. A esteatose em obesos apresentou significancia statistica com valor de

p=0,043, através do teste Qui- quadrado exato de Fisher.
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5.5 Avaliacéo nutricional de ingesta de ferro

82 participantes responderam ao questionario de Frequéncia de Consumo
Alimentar. Vinte e seis (31,71%) participantes apresentaram valores ideais (14-
18mg) de consumo de ferro e 56 (63,41%) apresentaram consumo excessivo (acima
de 18mg).

Os homens apresentaram ingestdo de ferro mais elevada que as mulheres,
com 19,28mg (xDP 7,20) de ferro para os homens e 14,05mg (xDP 5,92) para as
mulheres (p=0,032). (Teste t de Student)

A ingestdo de ferro dos individuos foi classificada como: abaixo do valor
minimo de referéncia (<14mg/dia), normal (14 a 18mg/dia) e acima do valor maximo
de referéncia (>18mg/dia). Quando comparados os grupos de consumo ideal de
ferro e consumo excessivo com as respectivas médias de ferritina sérica dos dois

grupos, nao houve significancia estatistica entre eles (p=0,922) (tabela 9).

Tabela 9 - Relacdo entre a ingestdo de ferro e o va lor médio de ferritina.

Ingestédo de Média Ferritina Valor de
Ferro N (ng/dL) *DP P
ldeal 26 902.8742 399.90
p=0,922
Excessivo 56 1008.1561 577.70

* Teste de amostras independentes Mann-Whitney U.
Fonte: Autora,2013.

Embora ndo tenha havido diferenca estatistica significante entre a ingestédo de
ferro e os respectivos genodtipos, podemos observar que os heterozigotos H63D
possuem, dentre 0s outros gendtipos, o0 maior niumero de individuos com ingestao
de ferro acima do valor maximo de referéncia (12,9%), possuindo também, niveis
mais altos de ferritina. Homozigotos H63D apresentaram poucos individuos com
elevada ingestdo de ferro (1,22%), bem como, os heterozigotos C282Y (4,88%).
Nenhum homozigoto C282Y apresentou altas ingestfes diarias de ferro, apesar de
apresentarem valores de ferritina sérica mais altos que os demais genotipos. (Tabela
10) Também nao foi possivel comprovar a correlacdo entre a ingesta de ferro e os
niveis de ferritina por ndo haver significancia estatistica nas amostras analisadas
(valor de p=0,793)
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Tabela 10 - Niveis de ingestdo de ferro nos diferen  tes genétipos da HH

Ferritina
(ng/dl) Ingestao de Ferro %
Gendtipo Baixo (n) Normal (n) Alto (n)
Média
WT/WT 933.07 20,73% (17) 12,19% (10)  24,39% (20)
WT/H63D 1010.33 2,44% (2) 7,32% (6) 12,19% (10)
H63D/H63D 764.50 0% 0% 1,22% (1)
C282Y/WT 618.63 6,10% (5) 0% 4,88% (4)
C282Y/H63D 693.86 1,22% (1) 1,22%(1) 3,66% (3)
C282Y/C282Y 1485.00 2,44% (2) 0% 0%

Teste de Qui-quadrado. Valor de p>0,05.
Fonte: Autora,2013.

Para avaliar se a ingestdo de ferro atual dos pacientes estéo interferindo nos
valores de ferritina, foi necessario relaciona-los a ferritina dosada proximo a
aplicacdo do questionario. Foram avaliados os pacientes que tiveram os valores de
ferritina dosados em até 5 meses antes da aplicacdo do QFCA (46 pacientes).
Podemos observar, através do teste de correlacdo de Spearman, que a ingestao de
ferro apos a dieta, alterou diretamente os niveis de ferritina, existindo uma
associacdo moderada (p de Spearman=0,416) e estatisticamente significativa
(p=0,004) entre os individuos.

Na tabela 11, observamos que os heterozigotos H63D, apds a dieta, possuem
altas ingestdes de ferro e altos niveis de ferritina em relacdo aos demais genétipos.
Os heterozigotos compostos também apresentam altas ingestbes de ferro, porém,
seus niveis de ferritina apresentam-se mais baixos que heterozigotos H63D.
Entretanto, devido ao tamanho amostral pequeno, nao foi possivel a realizacédo de

testes estatisticos para avaliar os niveis de ferritina e ferro entre os genaotipos.
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Tabela 11 - Niveis de ferritina e ferro sérico de p  acientes obtidas préximo a aplicacao
do QFCA.

o Média de Ingestao

Genotipos N Ferritina *DP de ferro *DP
WT/WT 30 911.30 415.67 15.79 552
WT/H63D 9 1069.67 324,51 20.77 6,96

H63D/H63D 0 - - - -
WT/C282Y 3 850.27 679.28 16.01 4.38
C282Y/H63D 2 603.50 226.98 21.27 3.48
Cc282Y/C282y 2 467.50 20.51 10.22 4,53

Fonte: Autora, 2013.

5.6 Avaliacdo da Ingestdo de Alcool

Quanto a ingestao de alcool, 82 pacientes responderam ao questionario, o
qual é possivel medir a quantidade, em gramas, ingerida de alcool por dia. Destes,
66 (79,52%) ingerem alcool. Dezessete (20,48%) relataram ndo ingerir bebida
alcodlica.

Os homens ingerem mais alcool que as mulheres, apresentando um total de
64 (78,04%) participantes da pesquisa. Apenas 2 (2,44%) mulheres declararam
ingestao de alcool.

A analise da ingestao de alcool daqueles que faziam uso do mesmo em nosso
estudo apresentou uma correlagao significativa (teste de correlacdo de Spearman)
entre a ingestdo de alcool e ferritina, havendo uma tendéncia entre os parametros
analisados, apresentando p=0,052 e rho=0.240.

A avaliacdo da ingestdo de alcool e o aumento de ferritina entre os grupos
genotipicos apresentou correlacdo significativa apenas para os individuos com
gendtipo C282Y/H63D (figura 9), apesar do seu pequeno numero amostral (n=4;
significancia p=0,001; coeficiente de correlagcdo de Spearman p=1,000), conforme
pode ser observado na tabela 12. O grupo de heterozigotos para H63D que
possuem uma alta ingesta de alcool, também apresenta valores de ferritina

aumentados em relacdo aos demais gendtipos, entretanto, sem significancia
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estatistica. A presenca de apenas um homozigoto para C282Y e para H63D
inviabiliza a analise estatistica destes grupos.

Tabela 12 - Relacdo entre os gendtipos com a ingest

ao de alcool e ferritina.

Alcool Ferritina Valor C.C.*
Gendtipo N Média +DP Média+DP de p (p)
WT/WT 39 26,81 +23,0 933,07+532,4 0,117 0,255
WT/H63D 15 32,40+32,6 1010,33+463,1 0,443 0,214
H63D/H63D 1 1,02 764,50 - -
WT/C282Y 6 17,87 £14,8 778,144584,4 0,872 -0,086
C282Y/H63D 4 15,02 +6,9 693,86+327,5 0,001 1,000
C282Y/C282 1 14,63 1485,00 - -

Y

Teste de correlagdo de Spearman

* Coeficiente de correlacdo de Spearman

Fonte: Autora, 2013.

Figura 9 - Diagrama de dispersdo de dados do gendti
ingestao de alcool e os niveis de ferritina
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5.7 Avaliagdo da Ingest&o de Vitamina C
Quando avaliados os niveis de vitamina C ingeridos pelos participantes da
pesquisa, observamos que todos 0s grupos ultrapassaram os valores maximos

recomendados de ingestao diaria (75mg/dia) (Tabela 13).

Tabela 13 - Média da ingestdo de vitamina C em cada  grupo genotipico

Genotipos N Média +DP
WT/WT 47 632.93 347.45
WT/H63D 18 715.28 396.37
H63D/H63D 1 1028.34 -
WT/C282Y 9 456.77 186.67
C282Y/H63D 5 649.34 316.07
C282Y/C282Y 2 465.72 631.64

Fonte: Autora, 2013.

Comparando esses grupos entre si, ndo foi observada diferenca significativa
entre 0s genotipos, quanto aos niveis de vitamina C ingerida. Diante destes
resultados, nos realizamos uma analise descritiva, dividindo os pacientes em trés
grupos, de acordo com os valores de ingestdo de vitamina C. O primeiro grupo era
formado por aqueles que tinham valores de vitamina C até o valor maximo de
referéncia (75mg/dia), o segundo grupo aqueles que obtiveram valores de 75 a
290,6mg/dia (que tiveram em 25% dos pacientes) e aqueles que apresentaram
valores acima de 290,6mg/dia, que foi encontrado em mais de 50% dos pacientes
com HH. A frequéncia de cada grupo pode ser analisada relacionando com cada
genatipo da HH, conforme a tabela 14. Podemos observar que, apesar de nao haver
significancia estatistica entre os grupos, a frequéncia para todos os genotipos foi

mais alta entre agueles que possuem ingestao de vitamina C acima de 290mg/dia.



Tabela 14 - Niveis de ingestdo de vitamina C nos ge  ndtipos da HH.

Valor de Referéncia 25% (75 a Acima de
(até 75mg) 290,6) 290,6

Gendtipo N % N % N %
WTWT 1 2.1% 11 23.4% 35 74.5%
WT/H63D 2 11.1% 1 5.6% 15 83.3%
H63D/H63D 0 0.0% 0 0.0% 1 100.0%
WT/C282Y 0 0.0% 3 33.3% 6 66.7%
C282Y/H63D 0 0.0% 1 20.0% 4 80.0%
C282Y/C282Y 1 50.0% 0 0.0% 1 50.0%

WT -wild type

Fonte: Autora, 2013.
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6 DISCUSSAO

A hemocromatose hereditaria € considerada uma das doencas genéticas mais
comuns em todo o mundo. E frequentemente encontrada entre a populagio
caucasiana (branca) originada do norte Europeu. As muta¢gdes mais frequentemente
relacionadas a Hemocromatose Hereditaria (HH) correspondem as do gene HFE
(C282Y e H63D) (ROSSI, et.al, 2001).

Sintomas graves aparecem quando a doenca nao é tratada. O primeiro
fendtipo a ser expresso é a elevagdo dos niveis de ferro sérico que implica no
aumento dos estoques do mineral sob a forma de ferritina. Esse depoésito de ferro
ocorre principalmente em 6rgados como figado, pancreas, coracao, que ao longo dos
anos acabam causando graves danos aos mesmos (CUKJATI et.al, 2007). Esse
armazenamento de ferro causa sérias complicacdes como diabetes, artralgia,
doencas cardiacas, cirrose e cancer hepatico.

Muitos estudos relatam que dentre as mutacdes causadoras da HH, aquela
em que o individuo apresenta os sintomas mais severos sdo os homozigotos C282Y
e 0s heterozigotos compostos. Por isso, torna-se importante diagnosticar a doenca
com antecedéncia, a fim de evitar que as complicagées tonem-se ainda mais graves
e que o tratamento adequado seja seguido (BITTENCOURT et.al, 2009).

Alguns fatores sdo considerados acentuadores destes fenoétipos. Dentre eles
podemos destacar a dieta rica em ferro, ingestdo de alcool, obesidade, ingestado de
vitamina C. E outros atuam como coadjuvantes no tratamento da doenga, como é o
caso da menstruacdo, distirbios hormonais, gravidez. E importante que estes
fatores sejam evitados em pessoas que possuem a mutacdo para HH, evitando-se
assim que a doenca se desenvolva ou se agrave.

Esta doenca tem sido estudada com bastante frequéncia no mundo e tem
apresentado frequéncias alélicas bastante variadas nas diferentes regifées. No
Brasil, os poucos estudos relatados, demonstram uma divergéncia nos resultados
encontrados para a frequéncia das mutacdes, talvez devido a populacdo multiétnica
aqui encontrada.

O presente estudo buscou identificar a frequéncia das mutagdes causadoras
da HH na populacdo geral e suspeita da doenca, determinando os principais
sintomas clinicos e laboratoriais desenvolvidos pelos pacientes e a possivel

contribuicao dos principais moduladores de gravidade conhecidos da doenca.
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S&o considerados suspeitos de hemocromatose hereditaria aqueles que
apresentaram sintomas clinicos e laboratoriais compativeis com a doenca. O
principal marcador de indicacdo da doenca € o aumento dos niveis de ferro e do
ferro armazenado (ferritina) no organismo (LYON e FRANK, 2001), que foi utilizado
como principal critério de inclusdo do nosso trabalho.

A hemocromatose hereditaria pode se desenvolver em todas as idades,
porém € mais comum que aparecam 0s primeiros sintomas depois dos 40 anos, pois
o ferro depositado nos o6rgdos demora de 20-40 anos para causar danos,
desenvolver os primeiros sintomas e as primeiras patologias associadas a doenca
(TAVILL, 2001). Os participantes do nosso estudo, com suspeita de HH,
apresentaram idade entre 20-60 anos, com idade média de 47,56 anos ( + DP
11,077).Pessoas com idade inferiores a 40 anos que nunca apresentaram sintomas,
mas que possuem as mutacdes do gene HFE para HH, principalmente aqueles
homozigotos C282Y, devem evitar alguns habitos de vida, como alimentacéo rica em
ferro, ingestdo de alcool, suplementacao férrica, entre outros, pois possuem grande
predisposicao ao desenvolvimento da HH futuramente, principalmente, apos os 40
anos de idade (FERREIRA et al, 2008; TAVILL, 2001).

Entre os pacientes com suspeita de HH do nosso estudo, apenas 13,41% séao
mulheres e 86,59% sao homens. Nossos dados refletem uma tendéncia relatada na
literatura, onde apesar de acometer homens e mulheres igualitariamente (BEATON
e ADAMS (2007), ha uma expressao do fendtipo mais acentuada em homens,
decorrendo de fatores que interferem no desenvolvimento da doenca em mulheres,
como € o caso da perda sanguinea mensal (menstruagdo) que impede que 0s niveis
de ferro no organismo aumentem. A gravidez, lactacdo, fatores associados a
menopausa, a baixa ingestdo de alcool e uma dieta mais balanceada, também sao
fatores importantes para a diferenca entre os sexos quanto a HH (CANCADO e
CHIATTONE, 2010). Portanto, as mulheres podem apresentar esse diagndstico mais
tardiamente, pois apresentam fatores, ja mencionados, que retardam o
desenvolvimento da HH (MACLAREN et.al, 2008).
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6.1 Investigacdo das Mutacdes C282Y e H63D nas Amos tras da Populacdo
Geral e com Suspeita de HH

Estudos em diversas populacdes do continente Europeu, demonstram que
1:200 individuos da populacéao geral apresentam a mutacdo C282Y em homozigose,
com frequéncia alélica de 6%. Ja a mutacdo H63D € encontrada em
aproximadamente 1-3% em homozigose e 14% da populagdo em heterozigose,
podendo variar em cada regido (FERREIRA et.al, 2008; JACKOWISKY, REBELLO e
FAUCZ, 2004).

Na populagéo geral estudada neste trabalho, com 164 individuos, o genaétipo
com maior frequéncia foi heterozigoto para H63D, apresentando frequéncia de
24,4%. Resultados similares sdo encontrados em muitas regiées do mundo,
principalmente na Europa e América do Norte, apresentando frequéncias que variam
de 12 a 30% de WT/H63D. (HANSON et.al,2001) Os heterozigotos para C282Y e os
homozigotos H63D apresentaram frequéncia de 3% cada um.

Em discordancia com este estudo, algumas regides da Africa (Nigéria e Sul
da Africa), india, Asia e Australia apresentam frequéncias alélicas tdo baixas, que
existem alguns trabalhos publicados nestes continentes com frequéncia inexistente
(0%) para as mutacdes. (MERRYWEATHER-CLARKE et.al, 1997)

Homozigotos para a mutacdo C282Y, quando pesquisados em uma
populacdo geral possui frequéncia muito baixa ou quase nula em todas as regides
do mundo (HANSON et.al,2001). Os resultados encontrados em nosso estudo para
a populacdo geral de Alagoas estdao de acordo com estes achados, néo
apresentando nenhum individuo homozigoto para C282Y.

Nos poucos estudos realizados no Brasil, os resultados ndo sao diferentes.
Em trabalhos realizados na populacdo geral do sudeste brasileiro, mais
especificamente em Sao Paulo, foram encontrados frequéncias de 22,9% e 26,75%
de heterozigotos para H63D (PERICOLE et.al, 2005). Na regido norte e nordeste, 0s
resultados também sdo os mesmos, com inexisténcia de homozigotos C282Y
(TORRES et. Al, 2008; JACKOWISKY et.al, 2004).

A presenca das mutagdes no gene HFE, em suspeitos de HH foi encontrada
em 40,20% dos pacientes deste estudo. E possivel que os demais individuos que

nao apresentaram mutacdo no gene estudado tenham desenvolvido hemocromatose
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decorrente de fatores ndo genéticos ou possuam outras mutacdes em outros genes
gue também sdo responsaveis pela sobrecarga de ferro. Esses genes podem ser
HJV, HAMP, Trf2 e FPN. As mutacdes nestes genes possuem uma frequéncia baixa
na populacao, fenétipo parecido com as mutacdes no gene HFE, porém possuem
mecanismo de absorc¢éo de ferro diferenciado (PIETRANGELO, 2010).

A mutacdo mais frequentemente encontrada entre os individuos com clinica
indicativa de HH em nosso trabalho foi a H63D. Esses resultados divergem dos
encontrados em estudos na Europa, principalmente na regido norte que apresentam
80-90% de pacientes com sintomas clinicos e laboratoriais da doenga com genotipo
de homozigotos para C282Y (HANSON et.al, 2001). Apenas 2,06% foram
homozigotos para C282Y neste estudo.

20,62% séo heterozigotos para H63D e apresentaram a maior frequéncia
alélica entre os suspeitos de HH com gendtipo mutado. Um estudo realizado no
Brasil com individuos de todo o pais (N=1955), apresentou resultados equivalentes
aos encontrados em nosso estudo. A frequéncia para C282Y foi de 2,9% para
homozigotos, enquanto que para a mutacdo H63D 30,06% eram heterozigotos
(FERREIRA et.al, 2008). No entanto, outros estudos publicados em nosso pais
concordam com os resultados publicados na Europa e América do norte, onde a
frequéncia é maior para os C282Y/C282Y, ficando em segundo lugar os
heterozigotos para H63D (BITTENCOURT et.al, 2009).

Em um estudo publicado sobre frequéncia das muta¢cdes no gene HFE na
América Central, mais de 80% dos pacientes com HH s&o heterozigotos para H63D,
enquanto 12% eram homozigotos C282Y (NIEVES-SANTIAGO, et.al, 2011).

E possivel que essa variagcdo na prevaléncia das mutacdes do gene HFE no
Brasil seja devido a diferencas étnicas na composicédo das populacdes das diversas
regides do pais (CANCADO et.al, 2010; BITTENCOURT, 2009).

Embora H63D tenha frequéncia maior nos individuos com HH, ha uma
diferenca significativa nas proporcdes de heterozigotos C282Y entre populacéo geral
e pacientes (p=0,0008), o que indica uma maior contribuicdo funcional desta
mutacdo para o0 desenvolvimento da hemocromatose. A mutacdo C282Y,
principalmente os homozigotos para esta mutacdo, sdo responsaveis pelos sintomas
e complicacdes mais severos da HH, por isso € uma mutacgédo tao frequente entre os
pacientes que desenvolvem a doenca (ALLEN et.al, 2008; CANCADO et.al, 2010).
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Com relacdo ao grupo étnico em que ocorre maior frequéncia das mutacdes
associadas a HH, existem muitas divergéncias entre os resultados encontrados no
Brasil e no mundo. Por se tratar de uma populacdo miscigenada, nem sempre
encontramos as mutagfes somente na populacao branca.

Neste estudo, na populagcdo geral, os mulatos apresentaram-se em maior
frequéncia que os brancos, e com 0 genoétipo heterozigoto H63D mais frequente. Os
negros apresentaram frequéncia de genotipos mutados baixa em todos 0s grupos
genotipicos, bem como a mutagcdo C282Y, que ndo houve nenhum homozigoto.

Em um estudo realizado em Sao Paulo, Pereira et. al (2001) descreve que
para a mutacdo C282Y, as frequéncias sao baixas em euro-brasileiros, mesticos e
afro-brasileiros, em concordancia com o nosso trabalho. Similarmente, a mutacao
H63D apresenta-se mais frequentemente em euro-brasileiros, seguidos de mesticos
e por ultimo, afro-brasileiros.

Nos Estados Unidos, Acton et.al (2006) demonstram em seu trabalho que
tanto H63D quanto C282Y possuem maiores frequéncias em brancos; C282Y
possuem baixas frequéncias em asiaticos e H63D possuem baixas frequéncias em
negros.

Na populagéo suspeita de HH, com relacéo a etnia, poucos séo os relatos no
Brasil e no mundo. Vérios estudos demonstram que a hemocromatose ocorre
principalmente em individuos caucasianos (brancos). O que se sabe, até entdo, &
que a populacdo negra possui baixa frequéncia genotipica para mutacées no gene
HFE e que a populagdo caucasiana em diversas regides do mundo apresentam
frequéncia elevada do gendtipo homozigoto para C282Y (ARANDA et.al, 2010).
Adams e colaboradores (2005) descreveram em um estudo realizado no Canada,
com uma populacdo estratificada de varios grupos étnicos, que a frequéncia de
brancos com HH foi maior que nativos americanos (indios) e que hispanicos. Negros
e asiaticos apresentaram uma frequéncia muito baixa, em relagcdo aos demais
grupos étnicos.

O nosso estudo demonstrou que a frequéncia de mulatos entre os individuos
com HH foi maior que de brancos, discordando dos resultados encontrados em S&o
Paulo e publicados por Cancado et.al (2007) que demonstram que mais de 50% dos
portadores da doenca séo individuos

brancos.
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Em Alagoas, tanto na populagédo geral quanto na populacao suspeita de HH,
a mutacdo mais frequente encontrada em mulatos foi H63D. Porém, aqueles que
apresentaram o alelo C282Y sdo, em sua maioria, brancos, conforme relatos
descritos por Pietrangelo (2010).

A diversidade étnica e as dimensdes geograficas do Brasil podem resultar em
diferentes associagdes entre HFE e etnias (ARANDA et.al, 2010; BITTENCOURT
et.al, 2002). Isto pode explicar porque os resultados nas populacbes de nosso
estudo divergem das diversas regibes do mundo, jA que 0 grupo étnico mais

prevalente foi o mulato e a mutacéo heterozigoto H63D.

6.3 Avaliacdo dos dados laboratoriais e sintomas cl  inicos em relagéo ao
genotipo de HH

Em média, os valores de ferritina dos homens foram maiores que o das
mulheres em nossa pesquisa. Provavelmente, esse resultado € decorrente de
fatores que modulam o aumento da ferritina, como dieta, alcool, ingestao de vitamina
C e alimentos que aumentam a absorcédo de ferro, menstruacédo, esteatose e
obesidade que séo diferentes entre os sexos (ARANDA, et al, 2010).

Homozigotos C282Y tendem a desenvolver sintomas mais severos,
apresentando altos niveis de ferritina sérica. Os genotipos heterozigotos para C282Y
e para H63D sao considerados de graus mais leves, porém o0s heterozigotos
compostos tém fenotipos semelhantes aos homozigotos (ALLEN et.al, 2008;
WOJCIK et.al, 2002). Cancado e colaboradores (2010) relatam que heterozigotos
para H63D nao desenvolvem fendtipos da HH.

Podemos observar que em nossa pesquisa 0s homozigotos C282Y
apresentaram valores de ferritina mais elevados que os demais gendtipos, porém,
nao apresentando significancia estatistica entre estes e o0s heterozigotos H63D,
possivelmente decorrente do pequeno tamanho amostral. Este dado esta de acordo
com varios trabalhos publicados, que descrevem que individuos com este genotipo
expressam um fenotipo mais acentuado da HH. (PIETRANGELO, 2010) No entanto,
0s heterozigotos para H63D também apresentaram altos valores de ferritina, quando
comparados aos demais genotipos.

Mesmo apresentando valores altos de ferritina, alguns dos participantes do

nosso estudo ndo possuiam nenhuma mutacdo. A partir deste resultado, é
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necessario identificar quais os fatores encontrados em nossa populagdo que
poderiam estar alterando os niveis de ferro. E possivel que estas alteracdes possam
estar associadas a outras mutacbes ou aos moduladores de gravidade que
acentuam os estoques de ferro no organismo, podendo ser consideradas, também, a
presenca de outras doencas hepéticas associadas.

Foram relatados pelos individuos alguns sintomas e complicacbes
decorrentes da HH. As alteragbes mais comumente descritas foram a diabetes,
artralgia, fadiga e problemas cardiacos. A artralgia e a fadiga foram relatadas com
maior frequéncia entre os individuos com hiperferritinemia. De acordo com Lyon e
Frank (2001), o sintomas da HH s&do causados pelo acimulo de ferro nos érgaos,
ocorrendo leséo dos seus tecidos. Estes autores relatam que o sintoma clinico mais
comum € a fadiga, havendo outros sintomas como a artralgia, problemas cardiacos,
diabetes mellitus, cirrose hepética, hiperpigmentacdo, conforme demonstrado em
nosso estudo, onde fadiga e a artralgia foram relatados com maior frequéncia entre
0s participantes.

Porém, essas manifestacdes foram desenvolvidas em sua maioria por
individuos com gendtipo heterozigoto para H63D ou C282Y.

Alguns estudos estimam que aproximadamente 50% dos pacientes
homozigotos C282Y desenvolva sintomatologia da HH (PIETRANGELO, 2010).
Aqueles que sao assintomaticos para este genoétipo sdo mulheres em fase pre-
menopausa (LYON e FRANK,2001).

Quatro individuos heterozigotos C282Y desenvolveram diabetes em nosso
estudo. A diabetes é uma consequéncia da HH bem frequente. Os altos niveis de
ferro no organismo fazem com que o individuo desenvolva uma intolerédncia a
glicose forte, causando o surgimento da patologia. Além disso, o depdsito de ferro
no pancreas impede que a insulina cumpra seu papel de forma adequada (HUANG
et.al, 2011).

O fato de ndo haver em nossa amostra individuos com sintomas mais graves
como cirrose e carcinoma hepatocelular pode estar associado a baixa frequéncia do
gendtipo homozigoto C282Y, que seria o principal responsavel pelo fenétipo mais
acentuado da HH. Entretanto, como o desenvolvimento da doenca é gradativo, ha a
necessidade de acompanhamento constante destes pacientes a fim de evitar o

desenvolvimento destas complicaces mais graves (CHEN e CHLOUPKOVA, 2009).
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6.4 Avaliacdo da Esteatose Hepatica e Obesidade em  HH

A obesidade € um forte fator para o aumento de ferritina no sangue. Pessoas
obesas tendem a alimentar-se de forma inadequada e com maior intensidade,
ingerindo alimentos que possam ser ricos em ferro e que aumentam a absorcao do
mineral (ROSSI, et.al, 2001; GOOT etal, 2012). 81% dos individuos com
hiperferritinemia, neste estudo, sdo obesos ou com sobrepeso.

Em uma pesquisa realizada na Franca, a obesidade aumentou os niveis de
ferritina apenas em pacientes homozigotos C282Y (DEUGINIER et.al, 2008). Rossi e
colaboradores (2001) demonstram que a obesidade aumenta significativamente os
niveis de ferro no sangue, e consequentemente a ferritina, em pacientes com
qualquer gendtipo da HH.

O grau de obesidade observado em nosso estudo foi bem acentuado,
principalmente entre os heterozigotos para H63D, onde encontramos valores mais
altos de ferritina.

Outro fator importante, decorrente da obesidade e que pode aumentar os
niveis de ferritina é a esteatose (TRAN e GUAL, 2013). A gordura no figado pode
causar danos aos hepatocitos. Esse acumulo de gordura, oxida os hepatdcitos,
causando degeneracdo nos mesmos, liberando a ferritina e aumentando o ferro na
corrente sanguinea (TRAN e GUAL, 2013 ; FARIA e ZANELLA, 2000) .

Dantas e colaboradores (2002) em estudo com pacientes com esteatose
hepética, demonstram que 42% dos pacientes apresentaram aumento nos niveis de
ferritina sérica. A esteatose apresentou-se em 22,86% dos pacientes com HH, com

genatipo heterozigotos H63D.

6.5 Avaliacdo nutricional de ingesta de ferro

A absorcéo de ferro € maior em pacientes com HH, induzindo diretamente o
aumento nos niveis de ferritina do sangue. Estudos demonstram que a ingestédo de
ferro ndo heme néo altera os niveis de ferritina, porém se for ingerida com alimentos
que aumentam a sua absorcdo intestinal, ele apresenta relacdo direta com o
aumento da mesma. Ja o ferro heme pode ser absorvido duas vezes mais em
pacientes com HH. (HEATH e FAIRWEATHER-TAIT, 2003)
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Em nosso estudo, homens apresentaram ingestédo de ferro mais elevada que
as mulheres. Esse fato pode ser explicado devido a dieta dos homens ser mais rica
em ferro e com valores de ingestdo de ferro acima 18mg/dia, que as mulheres,
principalmente quanto a ingestédo de carne vermelha. (ROSSI et.al, 2001)

Muitos trabalhos demonstram que a ingestédo de ferro acima do valor maximo
(18mg/dia) esta relacionada ao aumento de ferritina (LEGGET et.al, 1990;
GREENWOOD et. al, 2005; BURKE et.al, 2001; BEATON e ADAMS, 2007). Em
nosso trabalho, a ingestdo de ferro calculada a partir do QFCA em pacientes que
obtiveram resultados de dosagens de ferritina proximas a data de coleta do
questionério, apresentou significancia (p=0,004), demonstrando que a alimentacao
rica em ferro altera diretamente os niveis de ferritina independente do gendtipo.
Porém, quando comparados os valores de ingestao de ferro e os niveis de ferritina
em cada grupo genotipico, ndo houve nenhuma significancia estatistica. Uma
possivel explicacdo para esta falta de correlacdo pode residir no pequeno tamanho
amostral deste estudo, particularmente em relacdo aos subgrupos genotipicos.

E descrito em muitos trabalhos que apenas os homozigotos C282Y
apresentam uma relagao significante com o aumento de ferritina a partir de uma
ingestdo aumentada de ferro (HEATH e FAIRWEATHER-TAIT, 2003; BEATON e
ADAMS, 2007; BURKE et. al, 2001).

Na Holanda, estudo demonstra que altas doses de ingestao de ferro diarias
aumentam significativamente os niveis de ferritina em homozigotos C282Y e
heterozigotos compostos, ndo havendo significaAncia nos outros genotipos. (ADAMS
e BEATON, 2012).

Na Australia, que € considerada uma das populacdes mais consumidoras de
carne, uma pesquisa comprovou, entretanto, que, independente da presenca da
mutacdo, altas ingestdes de carne vermelha aumentam a ferritina sérica. E na
presenca da mutacéo, esses individuos se tornam ainda mais susceptiveis a essa
hiperferritinemia (LEGGETT et.al, 1990).

Entre os individuos do nosso estudo, aqueles que ingerem ferro em
guantidades maiores que 18mg/dia, sdo, em maior frequéncia, do grupo dos
heterozigotos H63D, com niveis mais altos de ferritina quando relacionados aos
demais gendtipos. Porém, estes resultados discordam de varios trabalhos
publicados, onde apenas os pacientes com a mutacdo C282Y diante de altas

ingestbes de ferro podem desenvolver altos niveis de ferritina, sendo as pessoas
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que possuem 0s genotipos com a mutagdo H63D, incapazes de apresentar valores
de ferritina tdo acentuados (SWINKELS et.al, 2006; BEUTLER, 2003).

Nenhum dos homozigotos para C282Y, em nosso estudo, teve ingestao de
ferro acima dos valores de referéncia durante um dia, no entanto, seus valores de
ferritina continuaram aumentados. Segundo Deugnier e Mosser (2008), a ingestao
de ferro € um dos principais fatores que propiciam o aumento da ferritina nesse
grupo genotipico, mesmo que as dosagens de ingestao de ferro estejam dentro dos
valores de referéncia. Por isso a necessidade de evitar os alimentos ricos em ferro.
Porém, podemos observar, mesmo sem significAncia estatistica, que quando
comparamos o0s valores de ingestdo de ferro aos valores de ferritina coletados
proximo a aplicacdo do QFCA, provavelmente apOs iniciarem dieta alimentar, os
homozigotos C282Y demonstraram valores de ferritina mais baixos dentre 0s outros
genadtipos. O tamanho amostral pequeno para os homozigotos C282Y impediram a
realizagdo de um estudo mais aprofundado entre eles.

Portanto, € importante, que haja um controle da dieta, diminuindo a ingestao
dos principais alimentos ricos em ferro, suplementos férricos e alimentos que
aumentam a absorcdo deste mineral por parte daqueles que possuem a HH. Esta
dieta também ¢é usada como método profilatico para aqueles que possuem a
mutacdo, porém ndo desenvolveram sintomas da doencga, como forma de evitar o
desenvolvimento da HH (BURKE et. al, 2001).

6.6 Avaliacdo da Ingestdo de Alcool

Tanto para homens quanto para mulheres, o consumo de &lcool interfere
diretamente nos niveis de ferritina. Esse resultado foi encontrado em nosso estudo e
em varios artigos publicados que fazem essa relacdo, onde quase 80% dos
pacientes que fazem ingestdo de alcool apresentaram aumento significativo de
ferritina (MILMA e KIRCHHOFF, 1996; ROSSI et.al, 2001; PEDERSEN e MILMAN,
2009).

Ja relatados em varias pesquisas, ha uma maior prevaléncia de ingestdo de
alcool e alcoolismo entre os homens do que entre as mulheres (ALMEIDA, et.al,
2004; GALDUROZ e CAETANO, 2004). Os resultados de nosso estudo estdo em

concordancia com esta afirmacao, onde os homens bebem mais que as mulheres.
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Deugnier e colaboradores (2008) relatam que o alcool acelera
significativamente o aumento do ferro do organismo e que pessoas com as
mutacBes da HH n&do devem ingerir alcool para evitar que a doenca seja agravada.
O éalcool € um importante fator para o desenvolvimento de doencas do figado,
acentuando os danos causados pela HH, podendo evoluir para cirrose hepatica,
fibrose e carcinoma hepatocelular, pois altera a homeostase do ferro (FLETCHER
et.al, 2003; WOOD et.al., 2008).

E estimado pela OMG (Organizagdo Mundial de Satde) que 76,3 milhdes de
pessoas no mundo que ingerem bebida alcodlica possuem alguma doenca
relacionada ao uso do alcool. Levando em consideracdo que o Brasil € o maior
produtor de cana de acucar e alcool, principalmente a cachaca, a ingestdo no pais &
bem acentuada, principalmente na regido nordeste. Este pode ser um fator
importante para agravar a HH em nossa regido, pois trata-se de uma questao
fortemente cultural (FILIZOLA et. al, 2008).

Apesar de o alcool alterar os niveis de ferritina independente da presenca da
mutacéo para HFE (ROSSI, et.al, 2001), em nosso trabalho os individuos com maior
consumo de alcool e altos valores de ferritina possuiam genotipos heterozigotos
para H63D. E possivel, entdo que o éalcool esteja influenciando a expressido dos
sintomas da HH nestes pacientes. No entanto, apenas os heterozigotos compostos
apresentaram significancia estatistica quanto a correlacao entre ingestéo de alcool e
0os niveis de ferritina (p=0,001) em nosso trabalho. Ha relatos na literatura que
mostram que esse gendtipo, quando sofre influéncias dos moduladores de
gravidade, como é o caso da ingestdo de alcool, expressa fenétipos comparados
agueles homozigotos C282Y, ou seja, desenvolve sintomas mais severos da HH
(ARANDA et.al, 2010).

6.7 Avaliagéo da Ingest&o de Vitamina C

Segundo Milward e colaboradores (2008), alimentos ricos em vitamina C
devem ser evitados por pacientes com HH, principalmente quando associados a
alguma refeicdo, pois aumentam a absorgéo intestinal do ferro. No entanto, em
nosso estudo, todos os individuos, independentemente de gendtipo, apresentaram
elevada ingestdo de vitamina C. Apesar de o0s heterozigotos para H63D

apresentaram valores mais altos de ferritina, o que poderia estar relacionado a maior
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ingesta de vitamina C deste grupo, ndo houve significAncia estatistica entre os
genaotipos e a ingestao da vitamina.

Estudos anteriores ao nosso, com um tamanho amostral ampliado
demonstraram que altas ingestdes de vitamina C em pacientes com HH, aumentam
o nivel de ferro no organismo e seu consequente depdsito hepético (BURKE, et.al,
2001; HURRELL e EGLI, 2010). E provavel que a vitamina C seja um fator que
acentua o desenvolvimento da HH em heterozigotos H63D, porém nédo ha estudos
que relatem a influencia da vitamina C nos diferentes genoétipos causadores da HH.
O que se sabe é que a vitamina C quando ingerida juntamente com alimentos ricos
em ferro heme, aumenta significativamente a absorcao intestinal de ferro (HEATH e
FAIRWEATHER-TAIT, 2003).
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7 CONCLUSOES

O gendtipo mais frequente encontrado na populacdo geral de Alagoas é o
hete rozigoto para H63D, sendo compativel com os resultados encontrados em
outras regides do Brasil e no Mundo.

Os gendtipos mais frequentes encontrados entre 0s pacientes com suspeita
de Hemocromatose em nossa pesquisa foram os heterozigotos H63D, discordando
de varios relatos que mostram uma maior frequéncia de C282Y entre pacientes com
HH. Entretanto, concorda com alguns estudos realizados no Brasil, podendo estar
relacionado a populagdo multiétnica aqui encontrada.

A mutacdo C282Y é mais frequente no grupo de pacientes comparativamente
a populacédo geral, o que indica uma maior contribuicdo funcional desta mutacéo
para o desenvolvimento da HH.

Os pacientes que possuem mutacao desenvolveram os sintomas com idade
meédia de 44,57 anos, relatada no prontuario com frequéncia maior em homens que
em mulheres. Os sintomas clinicos e laboratoriais mais severos foram apresentados
pelos homens.

Os mulatos apresentam-se em maior prevaléncia dentre os individuos que
apresentaram mutagfes, tanto na populacdo geral quanto na populacdo com
suspeita de HH, diferentemente dos relatos que afirmam que a frequéncia € maior
em brancos. Essa divergéncia se da, provavelmente devido a mistura étnica
encontrada no Brasil.

O sintoma mais comum apresentado pelos pacientes foi a fadiga e a artralgia
e a complicacdo mais frequente foi a diabetes. A obesidade foi frequente entre os
pacientes com HH, bem como a esteatose, que podem estar associadas ao aumento
de ferritina nesses pacientes, sendo considerados possiveis moduladores de
gravidade da HH em pessoas com a mutacao.

Os valores de ingesta de alcool relatados pelos pacientes estdo diretamente
correlacionados com os niveis de ferritina sérica. A maioria dos participantes que
ingerem &lcool em maior quantidade sdo homens, possuindo 0s maiores niveis de
ferritina.

Quanto a ingestdo de ferro, o grupo de pacientes (com ou sem mutacao)
possui um padrdo de dieta rico em ferro e vitamina C, que sao considerados

importantes fatores para o aumento de ferritina e o agravamento da HH.
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APENDICE A — Questionario de Frequéncia de Consuma Alimentar - QFCA

Paciente:
Idade:
Peso:
Altura:
Produto Quantidade Fregiiéncia
Lz gl @ ﬁ
FEER P EEEE
o B|X% 2l s E|la E x| =2 £
®| | X| g HIGR B| o ‘ﬂ 2
B
H — L = E
Aoz Colher sopa
cheia )
Feijdo Concha
media | )
Macarrao Escumadeira
cheia ou
pegador | )
Farinha de | Colher sopa
Mandicca
()
Péo 1 Francés/2
fafias  pao
forma( )

Modelo proposto por Schieri (1998) e validado para a populagéo Brasileira maior que
12 anos.



Produto Guantidade Fregiiéncia
- o| w g
¢ o3| & g g 5 ‘g i
HEE R R EER:
g R|[o X g 6l 38 o8 3
g o g - ﬁ ﬁ 2| w|l 2 F
(o] =| = 3
z
Pao doce Unidade )
Biscoito doce Unidade { )
Bolos Fatias { )
Biscoito Pacote { )
salgado
Polenta ou | Pedago ( )
angu
Batata frita ou | Porgdo
chips pequena ( )
Batata cozida Unidade { )
Mandioca, Pedago ( )
aipim
Milho verde 1 espiga =
4  colheres
sopal )
Pipoca sacol )
Inhame/cara Pedago | )
Lentilhafervilha/ | Colher sopa
grio de bico ()
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Produto Quantidade Fregiiéncia
- m| o g
e o3|l = B g 5 'E L
HEEEFE R HEER:
g X\ 5%e 8|~ 3|8l 82
ST =l %|%| =5
z
Alface Folha( )
Couve Colher =opa
cheia( )
Repolho Colher =opa
cheia( )
Laranja, Unidade ( )
tangerina
Banana Unidade ( )
Mamao ou | Fatia/imeio
papaia papaia { )
Maca Unidade { )
Melancia'meldo | Fatia| )
Abacaxi Fatia( )
Abacate Y2 unidade { )
Manga Unidade { )
Limao (Anote =0 a
freqliéncia)
Maracuja (Anote s0 a

freqgiéncia)
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Produto CQuantidade Freqiiéncia
— | w E
& = 2 gl 5|2
v 22 8l o - = E| 2
_EﬁHEmgngHEE
g B oX|e 3|~ 3882
STl R R|%| =S
Z
Uva Cacho médio
()
Goiaba Unidade { )
Péra Unidade { )
Chicoria Colher sopa
cheia( )
Tomate Unidade { )
Chuchu Colher =opa
cheia( )
Abdbora Colher sopa
cheia( )
Abobrinha Colher sopa
cheia | )
Pepino Fatia [ )
Yagem Colher =opa
cheia ( )
Quiabo Colher =opa
cheia( )
Cebola (4note =0 a

freqiéncia)
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bucho, etc.

figado, coragao,

Produto Cuantidade Freqiiéncia
m m( @
_Eﬁiﬂmgmgsﬁﬁ':
g = @ = w a3 E " E
3 2| x=|%| =5
=z
Alho (Anote =0 a
freqléncia)
Pimentao (Anote =0 a
freqléncia)
Cenoura Colher sopa
cheia( )
Beterraba Fatia( )
Couve-flor Famo ouw flor
()
Oivos Unidades { )
Leite Copo( )
legurte Unidade { )
Queijo Fatia media(
Regueijao (Anote =0 a
freqléncia)
Manteiga ou | (Anote s0 a
margarina freqiéncia)
Visceras, Pedago ( )
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()

Produto Quantidade Freqiiéncia
— m| w g
) n g Bl E 'g
Eﬁﬁﬂmgmggxug
gﬁﬂrnwﬂmﬂﬂgg
S 2| =|X|=|5
=z
Came de boi|Pedago( )
COMm
osso/mocoto/
rabo, efc.
Came de boi|1 bife médio,
Sem oSS0 ou 4 colheres
sopa de
moida ou 2
pedacos
()
Came porco Pedago ( )
Frango Pedago ( )
salksicha, Unidade ou
lingiliga gomo ()
Peixe fresco File ou posta

Peixe enlatado | Latas( )
(sardinha,

atum)

Hambuarguer Unidade ( )
Pizza Pedago ( )
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Produto Cluantidade Freqiencia
- | @ g
] u B Bl & 'g
.EEHEmENEEHEE
gﬂ:rmmﬂwﬂﬁ‘ﬂg
3 2| =|X%| =5
Zz
Camarao Unidade { )
Bacon e|Fatia( )
toucinho
Maionese Colhercha ()
Salgados: kibe, | Unidade { )
pasie], etc.
Sonvete Unidade { )
Agtcar Colher
sobremesa
()
Caramelos, (Anote S0 a
balas freqiéncia)
Chocolate Colher
poiMescau sobremesal )
Chocolate bama | 1 peguenc
ou bomibom (20gy ouw 2
bombons
()
Pudim/doce de | Pedaco( )

leite
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Produto Cluantidade Freqiiéncia
— = o ﬁ
& = g 2| 5| &
= 22| = = E| 2
HEEE R R HEES:
g B|0X|e 8|~ 8|8 E 2
37| =| =|X¥| =S
=z
Refrigerantes Copo ()
Cafe Xicara { )
SUCDS Copo ()
Mate Copol )
Yinho Copo ()
Cerveja Copo ()
Ouiraz bebidas | Dose ( )

aleodlicas
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E )

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda
pesquisa se processe apdés consentimento livre e esc larecido
dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por seus
representantes legais manifestem a sua anuéncia a
participacdo na pesquisa.” (Resolucdo. n° 196/96-1V, do
Conselho Nacional de Saude)

e SR , tendo sido

convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) do estudo “ESTUDO DAS

MUTA(;@ES C282Y E H63D NO GENE HFE EM PACIENTES COM SUSPEITA DE

HEMOCROMATOSE HEREDITARIA EM ALAGOAS.”, recebi do Sr. Prof. Dr. Tiago

Gomes de Andrade, do Campus Arapiraca da Universidade Federal de Alagoas -

UFAL, responsavel por sua execucao, as seguintes informa¢cdes que me fizeram

entender sem dificuldades e sem dividas os seguintes aspectos:

* Que o estudo se destina a determinar a prevaléncia das mutagbes C282Y e
H63D do gene HFE em pacientes com suspeita de Hemocromatose hereditaria
no estado de Alagoas.

* Que a importancia deste estudo € a de contribuir para um tratamento adequado,
para a prevencdo de doencgas secundérias a HH, determinar a relacdo entre os
genaotipos e a manifestacéo clinica dos pacientes estudados, e contribuir para a
identificacdo de potenciais moduladores de gravidade da doenca.

* Que os resultados que se desejam alcancar sdo 0s seguintes: determinar a
prevaléncia dos pacientes portadores da Hemocromatose Hereditéaria,
compreender melhor a doenca no estado e seus principais agravantes, melhorar
o tratamento e prevenir complicacdes futuras.

*  Que esse estudo comecara em 06/2011 e terminara em 12/2012

* Que o estudo sera feito da seguinte maneira: Os pacientes irdo responder um
questionario sobre os fatores ambientais que podem influenciar o
desenvolvimento da doenca. Os convidados a participar da pesquisa deveréo ser
submetidos a uma avaliacao nutricional diaria através do método recordatoério de
24 horas durante trés dias consecutivos, incluindo um final de semana ou feriado.
Sera realizada uma coleta de 5 ml de sangue por puncéo venosa em tubo com
anticoagulante EDTA, realizada com material descartavel pelo profissional
devidamente treinado, para extracdo de DNA e analise da mutacéo.

* Que eu participarei das seguintes etapas: Participarei do preenchimento dos
questiondrios, da avaliagdo nutricional pelo método recordatério de 24 horas e
da doacdo de material bioldégico (sangue). Com isto, encerra-se a minha
participacédo neste estudo.

 Que os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados sao as
seguintes: ndo existem outros meios para se obter os mesmos resultados

* Que os incomodos que poderei sentir com a minha participagdo sdo 0s
seguintes: O desconforto da coleta de sangue é dor leve e passageira e/ ou
possivel aparecimento de mancha roxa no local.
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* Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo: A participacdo neste
estudo ndo trara nenhum risco a minha saude fisica e mental.

* Que deverei contar com a seguinte assisténcia: Que serei acompanhado por
profissionais pesquisadores qualificados durante toda a minha participacdo no
projeto e ndo terei nenhum tipo de gasto financeiro.

* Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que
nao diretamente sdo: encaminhamento ao profissional apto a melhorar o
tratamento do paciente.

e Que a minha participagdo serd acompanhada do seguinte modo: serei
acompanhado pelo pesquisador responsavel durante o preenchimento dos
guestionarios e da coleta de material.

*  Que, sempre que desejar, serao fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das
etapas do estudo.

* Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo
e, também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que iSSO me
traga qualquer penalidade ou prejuizo.

* Que as informagBes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a
divulgacdo das mencionadas informacdes s6 serd feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado
sobre a minha participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus
direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha
participagdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

Endereco d(0,a) participante -voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia : Sr(a).
Domicilio: (rua, praca, conjunto:
Bloco: /N°: /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:
Ponto de referéncia:

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa:

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas-UFAL Campus Arapiraca
Endereco: Av. Manoel Severino Barbosa, s/n, Bom Sucesso

CEP: 57309-005. Arapiraca-AL

Telefones p/contato: 82-99822080




93

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou d  anosas durante a sua

participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal  de Alagoas:
Prédio da Reitoria, sala do C.O.C., Campus A. C. S imdes, Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041

Arapiraca,

(Assinatura ou impresséao datiloscopica
d(o,a) voluntéri(o,a) ou resposavel legal
- Rubricar as demais folhas)

Nome e Assinatura do responsével pelo
estudo (Rubricar as demais paginas)




