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Introdugdo: Hemocromatose € uma doenca caracterizada pelo acimulo de ferro, o qual se deposita
nos tecidos e érgdos prejudicando seu funcionamento ou mesmo permanece na forma livre induzindo
a formacdo de radicais livres. Isto pode levar a alteragdes crénicas como diabetes mellitus,
pigmentacdo caracteristica da pele e lesdo hepéatica que variam de acordo com o tempo de evolug&o.
A doenga pode ser classificada como hereditaria, devido a uma mutagdo genética, ou secundaria,
devido a outras condicbes que levem ao acumulo de ferro. A Hemocromatose Hereditaria (HH) é
uma doenga autossdOmica recessiva causada por diversas mutagdes, entre elas as que acontecem no
gene HFE, codificador da proteina HFE, importante reguladora do metabolismo do ferro. Dentre as
mutacdes ja descritas, as mais expressivas sao a C282Y e a H63D. J& a Sindrome Metabdlica (SM) é
outra causa importante de acumulo de ferro com causas distintas. Desta forma, é importante
investigar a frequéncia de HH em pacientes com SM, na tentativa de excluir outras causas de
acumulo de ferro ndo relacionadas a HH, sobretudo doenca hepatica e alcoolismo, que sdo muito
mais frequentes que a prépria HH. Objetivos: padronizar e validar a identificagdo molecular das
mutacbes C282Y e H63D em pacientes portadores de SM. Metodologia: foram avaliadas 55
amostras de pacientes com diagnostico de SM, maiores de 18 anos que estdo em acompanhamento
no ambulatério de medicina interna do HCPA. Inicialmente, foi realizada a extragdo do DNA a partir
de amostras de sangue coletadas em EDTA utilizando o método baseado na adsor¢do dos acidos
nucleicos em coluna de silica para posterior eluicdo do DNA, conforme orientacbes do fabricante
(Purelink Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen). Para avaliagcdo da presenca das mutagdes, o material
foi submetido a amplificacdo génica através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando
primers especificos distintos para as regides que contemplam os sitios de mutacdo. Foram realizadas
variacdes nas concentracdes de tampéo, dNTPs, H,O, primers, Tag DNA polimerase e DNA até uma
proporcao considerada ideal. As amplificacbes foram realizadas no termociclador Veriti (Applied
Biosystems) em condicdes previamente estabelecidas, com temperatura de anelamento de 63°C para
a mutacdo C282Y e 50°C para a H63D. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% impregnado com GelRed®. Em seguida, foi realizada digestdo dos fragmentos
amplificados com endonucleases. Para cada mutacdo foram utilizadas enzimas de restricdo
especifica, SnaB I, por 1h30min em 37°C para regido C282Y, e Bcll por 1h30min em 55°C para a
regidao H63D. Logo apds, a andlise dos fragmentos foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose 3,0%. Como controles positivos foram utilizados amostras heterozigotas para as mutacées
C282Y e H63D identificadas por sequenciamento direto de DNA. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica do HCPA sob os niimeros 80094 e 182.301. Resultados: Ap6s a realizacdo das
reacOes foi possivel verificar a formacdo de bandas alinhadas especificamente no tamanho dos
fragmentos esperados em ambas as reacdes. Nao foram visualizadas bandas nos controles negativos
bem como a formacdo de dimeros de primers, sugerindo anelamentos especificos. Das 55 amostras
analisadas pelas técnicas de PCR, 4 (7,3%) apresentaram padrdo heterozigoto para a mutacdo
C282Y, enquanto que o restante apresentou-se ausente da mutacdo. Ja para a mutacdo H63D, 13
(23,7%) amostras apresentaram padréo heterozigoto e o restante também apresentou padrdo ausente
de mutacdo. Para ambas as mutac6es, ndo foram observados pacientes homozigotos. Discussdo: No
estudo foi possivel padronizar e validar a técnica de investigacdo molecular destas mutacdes através
da técnica de PCR seguido de digestdo enzimatica. Foi observado que as frequéncias das mutacoes
C282Y e H63D no gene HFE em pacientes com SM estdo dentro do esperado para a populacdo em
geral, sugerindo que o maior acumulo de ferro nestes pacientes seja resultado de outros mecanismos
como, por exemplo, a regulacdo exercida pela hepcidina. Desta forma, foi constatado que a
metodologia de PCR empregada é eficaz e sensivel, sendo aplicavel para analises desenvolvidas
posteriormente na investigacdo destas mutacGes na Hemocromatose. Como o0 estudo estd em
andamento, os resultados sdo parciais e o nimero de amostras deve ser ampliado, sendo que a
correlacdo entre as mutacdes e a SM podera ser estabelecida no decorrer do estudo.



