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RESUMO

SUCCI, Isabella Brasil. Analise dos polimorfismos dos genes CP, CYBRD1, HAMP
e SLC40AL1 nos pacientes com porfiria cutanea tardia. 2017. 84 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, 2017.

A porfiria cutanea tardia (PCT) é a mais frequente de todas as porfirias e a de
maior interesse dermatolégico. Resulta da redugdo da atividade da enzima
uroporfirinogénio descarboxilase (UROD). Sua etiologia ndo estd completamente
elucidada, sendo necessarios fatores ambientais e genéticos para a expressao clinica da
doenca. A sobrecarga de ferro tem sido comumente encontrada nos pacientes com
PCT. A razdo exata pela qual o ferro se acumula nestes pacientes € desconhecida. H&
uma evidéncia crescente de que a siderose hepatica é o ponto critico na patogénese da
PCT. Assim, nosso objetivo foi avaliar a presenca dos polimorfismos nos genes CP,
CYBRD1, HAMP e SLC40AL, responsaveis pela regulacdo do ferro, nos pacientes
portadores de PCT. Como nossa populacdo é uma das mais heterogéneas, visto que
poucos paises no mundo passaram por uma miscigenacdo tdo intensa quanto o Brasil, 0
que pode levar a importantes implicacbes na predisposicdo as doencas; também
avaliamos a ancestralidade genética destes pacientes. Foram incluidos 30 pacientes
residentes do Rio de Janeiro, com diagnostico clinico, laboratorial e/ou histopatologico
de porfiria cutanea tardia esporadica. Analisamos a ancestralidade genética destes
pacientes através de 46 marcadores informativos de ancestralidade — INDELS. A
genotipagem foi realizada através da PCR em tempo real, utilizando-se sonda
TagMan® de uso comercial. A reacdo da PCR foi realizada com auxilio do
termociclador ABI StepOnePlus Real-Time PCR System através da analise de
discriminacdo alélica. Houve um predominio significativo da ancestralidade européia
na amostra (70,2%), com pequena contribuicdo das raizes africana e amerindia, 20,1%
e 9,7% respectivamente. N&o foi observada nenhuma associacdo entre 0S
polimorfismos estudados e as raizes ancestrais genéticas. O alelo G do gene CP foi
mais frequente entre os pacientes. As frequéncias dos genotipos GG e AG foram
maiores no grupo com PCT do que nos individuos saudaveis. No gene SLC40Al,
houve frequéncias maiores do alelo C em individuos saudaveis. Os gendtipos CC e CT
foram mais frequentes nos controles. De acordo com este estudo, a presenca do alelo
G (gene CP) parece predispor os portadores para o desenvolvimento da PCT. Em
contrapartida, a presenca de um unico alelo C (gene SLC40A1) parece ja conferir
protecdo contra PCT, visto que ambos os genétipos CC e CT foram mais frequentes
nos controles.

Palavras-chave: Porfiria cutanea tardia. Genética. Caracteristicas da Populagéo.



ABSTRACT

SUCCI, Isabella Brasil. Analysis of polymorphisms of the CP, CYBRD1, HAMP
and SLC40A1 genes in patients with porphyria cutanea tarda. 2017. 84 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2017.

Porphyria cutanea tarda (PCT) is the most common type of porphyria and of
greatest dermatological interest. It occurs due to deficiency of uroporphyrinogen
decarboxylase (UROD) activity. Its etiology is not completely understood, clinical
expression depends on both genetic and acquired factors. Iron overload has been
commonly found in PCT patients. The exact reason why the iron accumulates in these
patients is unknown. There is increasing evidence that hepatic siderosis is the critical
point in PCT pathogenesis. We aimed to evaluate the role of polymorphisms in CP,
CYBRD1, HAMP and SLC40A1 genes that affects iron homeostasis in PCT patients.
Because the Brazilian population is heterogeneous (with African and Amerindian
contributions), we also investigate the genetic ancestry of these patients. The 30
patients from Rio de Janeiro included in the study had been diagnosed with sporadic
PCT based on clinical and laboratory results. Analysis of the genetic ancestry of PCT
patients were obtained through 46 ancestry informative markers - INDELS. Alleles
were discriminated using the ABI StepOnePlus Real-Time PCR System using TagMan
Assays, according to the manufacturer’s instructions. The results obtained through
genetic ancestry revealed prevalent European ancestry (70.2%). African and
Amerindian ethnicities were less common: 20.1% and 9.7%, respectively. Our
Statistical analysis revealed no relationships among genotype, allele frequency, and
genetic ancestry. The G allele of the CP gene was more common among patients. The
frequencies of the GG and AG genotypes were higher in the PCT group than in healthy
individuals. We also found higher frequencies of the C allele of SLC40Al in controls
compared with PCT patients. The CC and CT genotypes were more frequent in healthy
individuals. Our data highlight a possible role for the CP gene in predicting PCT. The
present analysis shows a higher frequency of the G variant in these patients. Regarding
the SLC40A1, the presence of a C allele could protect against iron overload. A single
C allele might be sufficient to protect against the disease.

Keywords: Porphyria cutanea tarda. Genomics. Population Characteristics.
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INTRODUCAO

As porfirias s@o doencas metabdlicas raras, que resultam da deficiéncia de uma
enzima especifica envolvida na biossintese do heme. A porfiria cutanea tardia (PCT) é
universal, é a mais frequente de todas as porfirias e a de maior interesse dermatoldgico. Ela
resulta de uma deficiéncia na enzima uroporfirinogénio-descarboxilase (UROD).

Em 75% dos casos esta deficiéncia é adquirida (PCT esporadica) e restrita aos
hepatocitos e em 20% o defeito enzimético é herdado (PCT familiar), associado a uma
mutacao, e esta presente em todos os tecidos.

Ambos os tipos necessitam de fatores desencadeantes para expressar clinicamente a
doenca.  Numerosos agentes e condicBes sdo conhecidas por contribuir para o
desenvolvimento da PCT, incluindo alcool, estrogenos, excesso de ferro e infeccBes virais
(hepatite C e HIV). H& uma associagdo quase universal entre a PCT e concentragdes elevadas
de ferro hepatico.

A sobrecarga de ferro tem sido comumente encontrada nos pacientes com PCT. A
razdo exata pela qual o ferro se acumula nestes pacientes é desconhecida, mas a maioria
apresenta evidéncias laboratoriais de excesso de ferro, como o ferro sérico e ferritina em
concentragOes elevadas ou na faixa normal superior, confirmando o importante papel do ferro
na patogénese da doenca.

A sobrecarga de ferro hepatico acompanha a PCT clinica em praticamente todos 0s
casos. A causa para esta sobrecarga parece ser heterogénea. Achados clinicos e
experimentais sugerem que ha um processo reversivel ferro-dependente que seria responsavel
pela inativagdo da UROD. (1)

H& uma evidéncia crescente de que a siderose hepatica € o ponto critico na patogénese
da PCT e que os outros fatores, de alguma forma, intensifica a habilidade do ferro em atacar o
sitio catalitico da UROD. (1)

Desta forma, iremos analisar os possiveis polimorfismos nos genes CP, CYBRD1,
HAMP e SLC40A, implicados no metabolismo do ferro, nos pacientes com PCT.

Até o momento, ndo existe nenhum estudo na populagdo brasileira relacionando o
impacto destes polimorfismos nestes genes reguladores do metabolismo do ferro em pacientes
com PCT

Como nossa populacdo € uma das mais heterogéneas, visto que poucos paises no
mundo passaram por uma miscigenacdo tdo intensa quanto o Brasil, nosso trabalho visa

contribuir para o entendimento da diversidade genotipica da PCT na nossa populacdo,
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proporcionando um diagnostico cada vez mais preciso, com adequada orientagdo aos

portadores e um manejo terapéutico mais rapido e adequado da doenga.
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1 OBJETIVOS

Principal

Avaliar a presenca dos polimorfismos nos genes responsaveis pela regulagdo do ferro:
CP (rs17838832), CYBRD1 (rs868106), HAMP (rs10421768) e SLC40Al (rs13015236 e

rs11568351) nos pacientes portadores de porfiria cutanea tardia.

Secundarios

Avaliar a ancestralidade genética dos pacientes portadores de porfiria cutanea tardia a

partir de marcadores indicativos de ancestralidade (AIM - painel de 46 InDel) .

Comparar a prevaléncia destes polimorfismos nos pacientes portadores de porfiria

cutanea tardia com um grupo controle pareado por idade, sexo e ancestralidade genética.

Associar a ancestralidade genética dos pacientes portadores de porfiria cutanea tardia

com os dados obtidos na avaliacdo dos polimorfismos estudados.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Porfirias

O primeiro relato de um paciente apresentando porfiria surgiu no século XIX, quando
Schultz descreveu um homem de 33 anos com historia de fotossensibilidade cutanea desde a
infancia, acompanhada de urina avermelhada (2).

Em 1911, Gunther estabeleceu a primeira classificacdo das porfirias, reconhecendo-as
como doencas metabdlicas hereditérias caracterizadas pela excrecdo aumentada de porfirinas.
Os termos “porfiria intermitente aguda” e “porfiria cutanea tardia” foram introduzidos em
1937 (2).

As porfirias correspondem a um grupo de desordens metabdlicas raras, clinica e
geneticamente heterogéneo, que resultam de um defeito enzimatico, causando acimulo do
substrato, na biossintese do heme (3,4,5,6). Cada tipo de porfiria resulta de uma alteracédo
enzimatica especifica em uma das oito vias da biossintese do heme (7,8).

A doenca ocorre em todas as ragcas e ambos os sexos. Embora algumas formas
aparecam durante a infancia, outras variantes ndo costumam estar presentes até a puberdade
ou idade adulta. A prevaléncia varia de 0,5 a 10 por 100.000 individuos (2).

Do ponto de vista bioquimico, as diferentes porfirias sdo caracterizadas por padrdes
particulares de acumulo e excrecdo de porfirinas e/ou seus precursores. Estas porfirinas
excretadas sdo os substratos da enzima deficiente (3,4, 5,6).

As porfirinas sdo substancias intermediarias na biossintese do heme, e quando
presentes em quantidades excessivas, exercem efeitos tdxicos que sdo responsaveis pelos
sinais e sintomas cutaneos e neuroldgicos. As propriedades fototoxicas das porfirinas sdo
responsaveis pelas caracteristicas cutaneas da doenca (3,4, 5,6).

Atualmente, costuma se classificar as porfirias em formas agudas e n&o-agudas
(cuténeas), enfatizando assim a presenca ou auséncia de surtos neurolégicos agudos

potencialmente fatais (2).
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2.2 Biossintese do heme

O heme (Figura 1) € um constituinte celular essencial para uma grande variedade de
processos metabolicos, principalmente devido a sua capacidade Unica de ligacao e transporte
do oxigénio (hemoglobina e mioglobina), facilitar o transporte de elétrons (citocromos) e para
atividades de oxidase como o citocromo P450 (4,5).

7

OH

Figura 1: Molécula do heme.

Embora o heme seja sintetizado em todas as células nucleadas, a maioria é produzida
nas células eritropoiéticas (responsavel por 85% da sintese do heme diaria) para sintese da
hemoglobina, e o restante no paréngquima hepatico para a sintese dos citocromos (9,10).

Vérias destas hemoproteinas possuem um rapido turnover (minutos a horas),
necessitando continuamente de altas taxas da sintese do heme. Um exemplo disto ocorre no
citocromo P450, uma importante enzima hepatica envolvida com a detoxificacdo e
metabolismo das drogas, possuindo uma meia-vida de 90 a 180 minutos (3,4,5).

Assim, nos seres humanos, a sintese diaria do heme e das porfirinas ocorre em
guantidade suficiente para suprir as necessidades metabélicas do organismo. O controle da
sintese do heme € tdo preciso que, em circunstancias normais, somente pequenas quantidades
dos precursores estdo presentes no plasma, hemaécias, urina e fezes (3,4,5).

A biossintese do heme compreende oito passos enzimaticos para a conversdo da glicina
e succinil-coenzima A em heme, sendo cada passo catalisado por uma enzima. A primeira
(&cido aminolevulinico (ALA) sintetase) e as trés Ultimas enzimas envolvidas
(coproporfirinogénio oxidase, protoporfirinogénio oxidase e ferroquelatase) estdo localizadas
na mitocondria, enquanto as quatro enzimas restantes (ALA desidratase, porfobilinogénio

deaminase, uroporfirinogénio Il sintetase e uroporfirinogénio descarboxilase), estdo
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localizadas no citosol (3,4,5,7, 11,12, 13,14,15).

O heme comega a ser sintetizado na mitocondria da célula com moléculas Unicas de
glicina e succinil coenzima A que sdo conjugadas para formarem o acido aminolevulinico
(ALA) (FIGURA 2) (4,5).

O ALA sintetase (ALAS) € a primeira enzima na via da biosintese do heme, o qual é
sintetizado por dois genes diferentes: 0 ALAS1 (no figado e outros tecidos, localizado no
cromossomo 3) e o ALAS2 (no tecido eritroide, localizado no cromossomo X) (17). O
ALAS1 ¢é regulado pela producdo de heme e o ALAS2 pela disponibilidade de ferro (17,
18,19).

O papel da ALA sintetase é combinar glicina e succinil-coenzima A para formar &cido

aminolevulinico (ALA), o primeiro substrato da via na matriz mitocondrial.
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BIOSSINTESE DO HEME
MITOCONDRIA — —
l Glicina + succinil CoA I
ALA sintetase
\/ Doengas resultantes de
| ALA | deficiéncias nas atividades
CITOSOL UALA desidratase enzimaticas
I Porfobilinogénio I
u Porfobilinogénio deaminase ZEE> Porfiria Aguda Intermitente
i N [ Hidroximetilbilano ] D .
o enzimatica [ Uroporfirinogenio 1 = Porfiria Erlthro.pouenca
sintetase Congénita
I Uroporfirinogénio | | | Uroporfirinogénio Il l

Uroporfirinogénio I Porfiria Cutanea Tardia
descarboxilase

7-COOH-porfirina
6-COOH-porfirina
5-COOH-porfirina

| Coproporfirinogénio | ” Coproporfirinogénio Il l

Coproporfirinogénio X Coproporfiria Hereditaria
oxidase '

l Protoporfirinogénio IX l

Protoporfirinogénio |_ Porfiria Variegata
oxidase ‘

I Protoporfirina IX l
U Ferroquelatase + Fe*

[ neme ]

m <}:>I + Apoproteina |

| HEMOGLOBINA | | cmocromos |

Protoporfiria
Eritropoiética

Figura 2: Biossintese do heme. Adaptacéo da figura exibida na pagina 641 do
livro: Bolognia JL, Jorizzo JL, Rapini RP. Dermatology. 2ed. Moshy Elsevier; 2008 (2).
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Nas mitocdndrias, 0 heme é sintetizado a partir de compostos bioquimicos simples (glicina e
succinil-coenzima A) que sdo condensados pela ALA sintetase para formar o &cido
aminolevulinico (ALA), sendo posteriormente exportado para o citosol (11, 12, 20).

Uma vez no citosol, a ALA desidratase é a responsavel pela sintese do anel pirrélico,
o porfobilinogénio (PBG) (Figura 3), que é constituido por quatro atomos de carbono e um

atomo de nitrogénio.

B

N
H

Figura 3: Anel pirrdlico

A seguir, quatro moléculas de PBG sdo montadas pela PBG desaminase para formar
um composto tetrapirrolico, o hidroximetilbilano. O anel tetrapirrolico (Figura 4) € uma
estrutura molecular biologicamente importante, encontrada na clorofila, heme e vitamina B12.
A porfirina é um tipo especial de tetrapirrol em que quatro anéis pirrélicos sdo ligados por

pontes de metenil em uma grande estrutura de anel.
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Figura 4: Anel tetrapirrolico

Neste ponto do processo, o hidroximetilbilano pode ser convertido para
uroporfirinogénio Il (isbmero assimétrico do uroporfirinogénio) pela acdo da
uroporfirinogénio Il sintetase ou formar o uroporfirinogénio | (isbmero simétrico) na
auséncia da enzima (20).

A enzima citosolica uroporfirinogénio descarboxilase (UROD) atua sobre o
uroporfirinogénio (isémero | ou Ill), mas somente o isdmero Il pode ser posteriormente
convertido em heme (21). Assim, o uroporfirinogénio 111 é progressivamente descarboxilado
gerando compostos hepta, hexa, penta e posteriormente o composto tetracarboxilado, o
coproporfirinogénio 111, e quatro moléculas de didxido de carbono.

O coproporfirinogénio 11 é depois transportado a partir do citosol para a mitocéndria,
onde pela acéo da coproporfirinogénio oxidase é transformado em protoporfirinogénio 1X.

No penultimo passo da biossintese do heme, o protoporfirinogénio IX € oxidado pela
protoporfirinogénio oxidase para formar a protoporfirina IX (o primeiro composto aromatico
e fluorescente neste processo biossintético).

E por fim, o ferro € cataliticamente inserido na protoporfirina IX pela ferroquelatase,
para formar o heme. Posteriormente, o heme sera transportado da mitocondria para o citosol,
onde ficara disponivel para se combinar com apoproteinas citosolicas para formar as

hemoproteinas (20).
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Continuando o ciclo, o heme formado atua no figado como regulador da ALAl
sintetase (a primeira enzima do processo), exercendo um papel regulatério no figado via
retroalimentacdo negativa.

A descarboxilagdo do uroporfirinogénio para coproporfirinogénio, e dai para
protoporfirinogénio, diminui a solubilidade em &gua, de modo que o uroporfirinogénio so é
excretado através dos rins, enquanto o protoporfirinogénio e a protoporfirina hidrofébicos séo
exclusivamente excretados na bile. O coproporfirinogénio é excretado por ambas as vias
(11,12).

O actmulo de substancias hidrossoltveis (uro e coproporfirinogénio) é responsavel
pelas bolhas, como vemos na maiorias das porfirias cutaneas (porfiria cutanea tardia, porfiria
variegata e coproporfiria hereditaria). Em contraste, o acimulo de protoporfirinas lipofilicas
leva a uma sensacdo de queimacdo cutanea imediatamente ap6s a exposicdo a luz UV,

acompanhada de eritema e edema, como visto na protoporfiria eritropoiética (2).
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2.3 Classificacéo das porfirias

As porfirias foram previamente classificadas em hepaticas ou eritropoiéticas de acordo
com o 6rgéo no qual se acumulam as porfirinas ou seus precursores (0s precursores do heme).
Entretanto, esta divisdo ndo é de valor clinico. A classificacdo das porfirias que causam
surtos agudos neurovicerais e/ou aquelas que causam a doenca da pele baseada na
apresentacdo clinica, estd diretamente relacionada a uma estratégia biologica diagndstica
simples e mais pratica do que as outras classificacbes (3,11).

Desta forma, usaremos esta classificacdo para as seis porfirias mais comuns:

a)Somente surtos agudos;
- Porfiria Aguda Intermitente (PAI);

b)Surtos agudos e doenca cutanea;
- Porfiria Variegata (PV);
- Coproporfiria Hereditaria(CPH);

c)Somente doenca cuténea;
- Protoporfiria Eritropoiética;(PPE)
- Porfiria Eritropoiética Congénita;(PEC)
- Porfiria Cutéanea Tardia.(PCT)

2.3.1 Porfirias agudas

Este grupo inclui trés porfirias autossomicas dominantes, PAI, CPH, PV. A PAI é a
mais comum, seguida pela PV ( 2,6,10).
S&o doencas agudas e potencialmente fatais, muitas vezes desencadeadas pelo uso de

drogas e hormonios, que sdo metabolizados pelo citocromo P450. Caracteriza-se por uma
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reacdo neurotdxica aguda. A prevaléncia da porfiria aguda na Europa é 1-2/100 000
habitantes (22).

Pessoas com porfirias agudas, como a porfiria aguda intermitente, a porfiria variegata
e a coproporfiria-hereditaria, podem apresentar-se com uma crise subita com risco de vida.
Esses surtos sdo raros, porque a penetrancia € baixa e eles sdo dificeis de diagnosticar porque
ndo sdo especificos.

Os surtos agudos acontecem em todas as porfirias agudas. Lesfes na pele nunca se
desenvolvem na porfiria aguda intermitente (pois os substratos sdo precursores da porfirina
ndo-fototdxicos), mas podem ser a Unica manifestagdo clinica em alguns pacientes com
porfiria variegata (60% dos pacientes), e raramente (5%) podem se desenvolver em pacientes
com coproporfiria hereditaria (7).

As crises agudas sdo cinco vezes mais comum em mulheres, com pico de ocorréncia
na terceira década, sendo muito raros antes da puberdade e ap6s a menopausa. A maioria dos
pacientes tem um ou alguns surtos e, em seguida, se recuperam totalmente para o resto de sua
vida. Menos de 10% desenvolvem surtos agudos recorrentes (22, 23,24).

Os surtos agudos podem ser precipitados por uma variedade de fatores externos, tais
como: drogas, principalmente porfirinogénicas (QUADRO 1), e o ciclo menstrual, com surtos
recorrentes ocorrendo na fase lttea tardia. Alcool, cannabis, estresse, infecgdes (cronicas ou
recorrentes) e diminuicdo no consumo de calorias (dieta ou jejum), também podem
desencadear as crises (2,22, 25, 26,27).



Quadro 1 Drogas que devem ser evitadas nos pacientes com porfiria aguda. (28)

Aminoglutetimida
Barbituricos
Carbamazepina
Cloranfenicol
Clemastina
Clonidina
Clotrimoxazol
Danazol
Dapsona
Hidralazina
Dimenidrinato
Dipirona
Derivados do Ergot
Eritromicina
Etansilato
Etossuximida
Etomidato
Griseofulvina
Cetoconazol (oral)
Meprobamato
Metisergida
Metildopa
Orfenadrina
Acido nalidixico
Fenitoina
Oxcarbazepina
Progestagenos
Fenilbutazona
Pirazolona
Primidona
Tolbutamida
Pirazinamida

Sulfonamidas
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Os surtos de porfiria comegam com uma fase prodromica, incluindo pequenas
alteracbes comportamentais, tais como ansiedade, agitacdo, e insonia (29, 30). A gravidade
das crises agudas varia de dor abdominal leve, por vezes acompanhada de vOmitos e
constipacdo, até surtos muito graves com paralisia bulbar e paralisia respiratoria. As crises
agudas ndo duram mais do que uma ou duas semanas (22).

Dor abdominal € o sintoma mais frequente, geralmente é mal localizada e persistente,
mas pode ser em colicas (10). Pode estar localizada em qualquer quadrante, ou mesmo nas
costas, nadegas e coxas, e exigir analgesia com grandes quantidades de opiaceos (22).

A neuropatia motora, ocorre em 5-10% dos casos, e normalmente ocorre quando
drogas porfirinogénicas foram administradas inadvertidamente durante a crise aguda em
desenvolvimento (22). A recuperacdo da paralisia € gradual e, em alguns casos, incompleta,
com sequelas principalmente nos bracos e pernas (3). Paralisia respiratoria € a causa mais
comum de morte.

Confusdo, comportamento anormal, agitacdo e alucinagGes ocorrem em até 50% dos
surtos. A porfiria ndo esta relacionada a qualquer doenca psiquiatrica crénica, com excecdo de
ansiedade generalizada (22).

As crises agudas resultam da producdo hepéatica de uma substancia neurotoxica,
presumivelmente ALA (um anélogo de &cido y-aminobutirico) e/ou PBG que podem interagir
com o &cido y-aminobutirico ou nos receptores de glutamato (10).

Durante os surtos agudos, a PBG esta significativamente aumentada na PAI, CPH e PV,
ndo estando em qualquer outra condi¢do medica (10). O achado diagnostico € o aumento da
excrecdo urinaria de PBG. A concentracdo normal de PBG urinério exclui um surto de
porfiria aguda (31,32). Com a constatacdo de uma superexcrecdo de porfobilinogénio (>10
vezes o limite superior), o tratamento pode ser iniciado imediatamente (3).

O diagnostico precoce e preciso combinado com o aconselhamento e tratamento
eficiente reduzem consideravelmente as taxas de mortalidade nas porfirias agudas (3). Os
surtos agudos da porfiria estdo associados a uma taxa de mortalidade significativa (acima de
5%). Uma vez que o diagndstico tenha sido feito, a prevencdo de drogas indutoras da crise
aguda é essencial para evitar a exacerbacédo (22).

O tratamento de suporte dos sintomas sistémicos inclui analgésicos, sedativos e anti-
emeéticos, além de uma gestéo cuidadosa do equilibrio de fluidos com hidratacédo e correcao
da hiponatremia (22).

Os tratamentos especificos sdo a hematina intravenosa ou heme arginato que ja

substituiram os carboidratos como o tratamento de escolha. Essas drogas suprimem a
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atividade hepadtica da ALA sintase e assim reduzem o ALA e o acimulo de PBG. O heme
arginato € mais eficaz quando administrado mais cedo durante um surto, aumentando a
importancia do diagnostico precoce (22).

As preparacdes de heme tem a desvantagem de serem muito instaveis, e tromboflebite
pode ocorrer como um efeito colateral. Entretanto, o arginato de heme néo induz alteracoes
significativas na coagulacdo ou fibrindlise, sendo a ocorréncia de efeitos colaterais bem
reduzida (2).

2.3.1.1 Porfiria intermitente aguda (PAI)

A PAIl ¢é uma doenca hereditaria, autossdbmica dominante, que resulta de uma
deficiéncia da atividade da enzima porfobilinogénio deaminase.

Em todo o mundo, com excecdo do Chile e da Africa do Sul, a PAI é o tipo mais
frequente de porfiria aguda.

Costuma surgir ap6s a puberdade com surtos porfiricos agudos. Durante estas crises
podem ser detectados niveis urinarios elevados dos precursores da porfirina (ALA e PBG).
Né&o apresenta fotossensibilidade ou acometimento cutdneo. Ocorre um leve predominio do

sexo feminino ( 1,5-2,0:1,0) nos pacientes afetados (2).

2.3.1.2 Porfiria variegata (PV)

A PV ¢ caracterizada por uma deficiéncia autossbmica dominante da
protoporfirinogénio oxidase. A apresentacdo clinica é variavel, com sintomas cutaneos e
neuropsiquiatricos que podem surgir separados ou simultaneamente.

Clinicamente, os achados cutaneos da porfiria variegata ndo podem ser diferenciados
daqueles encontrados na porfiria cutanea tardia. Do mesmo modo, 0s surtos agudos
observados sdo idénticos aqueles vistos na PAL.

Assim como na PAI, niveis urinarios elevados de ALA e PBG sdo encontrados
durante os surtos agudos. Entretanto, durante os periodos de remissdo, estes niveis
encontram-se dentro da normalidade. Nas fezes, as concentragdes de protoporfirina
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costumam ser mais altas do que as de coproporfirina. Esta anormalidade pode ser detectada

inclusive nos periodos de remissao entre as crises (2).

2.3.1.3 Coproporfiria hereditaria (CPH)

Trata-se de uma doenca autossdbmica dominante muito rara, caracterizada pela
deficiéncia da enzima coproporfirinogénio oxidase. Os sintomas sdo parecidos com aqueles
encontrados na porfiria variegata. Porém, diferentemente desta, as concentragdes de
coproporfirina nas fezes sdo mais altas do que as de protoporfirinas.

Os pacientes com PV e CPH devem evitar a exposicéo a radiacdo UV, fazendo uso de
bloqueadores solares e roupas com protecdo. Ao contrario do que ocorre na PCT, a

flebotomia parece nédo ser benéfica (2).
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2.3.2 Porfirias cutineas

2.3.2.1 Protoporfiria Eritropoiética (PPE)

A PPE resulta de uma deficiéncia parcial da Gltima enzima da via biossintética do
heme, a ferroquelatase. Parece ser herdada como um doenca autossémica dominante, mas
heranca recessiva também tem sido descrita. Recentemente, foi demonstrada que a
manifestacdo da doenca, em cerca de 2% dos pacientes, foi causada por uma mutacdo de
ganho de funcdo no acido aminolevulinico sintetase 2, especifico do eritrdide, sendo
denominada protoporfiria dominante ligada ao X (16).

Inicia-se na infancia, nos primeiros anos de vida, caracterizada por episodios agudos
de fotossenssibilidade, incluindo queimagéo, dor e prurido na pele, particularmente do dorso
da mao e do rosto, que podem ocorrer imediatamente ap0s a exposicao solar.

Estes sintomas sdo seguidos de edema, eritema, lesBes urticariformes e, menos
comumente, de purpuras. Na evolugdo, pode apresentar espessamento céreo e enrugamento
da pele do dorso das articulagfes das méos, pequenas cicatrizes superficiais circulares no
rosto e sulcos radiais em torno dos labios (pseudo-ragades). Os sintomas frequentemente
melhoram e os niveis de porfirina caem durante a gravidez (34, 35, 36,37).

Evidéncias bioquimicas de disfuncdo hepatica podem ser identificadas em 10-20% dos
pacientes. Em cerca de 2%, uma insuficiéncia hepatica colestatica rapidamente progressiva e
irreversivel se desenvolve (33, 38,39). A incidéncia de colelitiase na PPE ¢ de cerca de 20%
(16).

O diagnostico da PPE baseia-se no grande aumento das concentragfes de
protoporfirina livre nos eritrocitos (40). Sessenta por cento dos pacientes tem aumento da
protoporfirina fecal, entretanto isto ndo € muito atil para o diagnostico pela falta de
especificidade. Como a protoporfirina é estritamente lipofilica, a excre¢do de porfirina na
urina ndo aumenta (40).

Diagnostico diferencial deve ser feito com as reacOes fototdxicas a droga, hidroa
vaciniforme, urticaria solar e outros tipos de porfiria. Clinicamente, o diagnostico é baseado
na fotossensibilidade com a caracteristica reacdo inflamatoria dolorosa (16).

A protecdo a luz solar € de extrema importancia na protoporfiria eritropoiética.

Roupas especiais, protetores solares topicos, opacos, podem melhorar a fotointolerancia. A
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dihidroxiacetona que induz a formacdo de pigmento marrom no extrato corneo tem sido usada
em alguns pacientes com PPE (41,42).
O betacaroteno oral é o tratamento mais utilizado, principalmente durante a primavera
e verdo. O efeito maximo pode ndo ocorrer até 1 a 2 meses do inicio do tratamento (35).
Recentemente, o alfamelanotide (um analogo do horménio a-melandcito-estimulante,
que induz a formagdo de melanina epidérmica) tem mostrado efeito benéfico nos pacientes
com PPE (43).

2.3.2.2. Porfiria eritropoiética congénita (PEC)

A porfiria eritropoiética congénita (doenca de Gilinther) é uma doenca hereditéria,
autossOmica recessiva, que resulta de uma deficiéncia da atividade da enzima
uroporfirinogénio 111 sintetase (6).

A sua auséncia é de consideravel importancia biol6gica, porque somente o isdmero IlI
do uroporfirinogénio pode formar o heme. Rea¢fes ndo-enzimaticas resultam com producao
de grandes quantidades de isdmeros tipo | (uroporfirina I e coproporfirina I) que acumulam
nas células eritrdides e depois, gradualmente, véo para o plasma (6).

A doenca se manifesta nos primeiros meses de vida, com fotossensibilidade cutanea,
associada a urina résea ou amarronzada. A fototerapia para ictericia neonatal pode
desencadear as lesdes (6).

ManifestagBes cutaneas incluem fragilidade cutanea, vesiculas e bolhas, muitas vezes
complicadas por infec¢do secundaria, cicatrizacdo lenta e mutilante. Isso pode levar a perda
dos tecidos acrais, tais como ponta do nariz, orelhas, e dedos, tornando esta forma a mais
mutilante das porfirias (44).

Um espessamento pseudoesclerodermdide difuso da pele exposta frequentemente se
desenvolve de forma gradual, com microstomia e alteragdes tipo esclerodactilia (45).

Areas de hipo e hipercromia irregulares podem ocorrer, assim como alopecias
cicatriciais no couro cabeludo; hipertricose, especialmente nos bracos, témporas e regido
malar (6).

AlteracGes oculares (blefarite, ceratoconjuntivite, ectropio cicatricial e alopecia
cicatricial dos cilios e sobrancelhas) podem der observadas no curso da doenga (45).
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Eritrodontia é um achado comum observado tanto nos dentes deciduos quanto nos
permanentes (44).

Achados sistémicos incluem anemia hemolitica e hepatoesplenomegalia. Alteracdes
esqueléticas tais como osteolise e calcificacbes sdo frequentes (45).

Bioquimicamente, a deficiéncia enziméatica do uroporfirinogénio 11 sintetase resulta
no acumulo em todos os tecidos do isémero tipo | das porfirinas. Eritrocitos e urina contem
grandes quantidades de uro e coproporfirinas I, assim como elevados niveis de coproporfirina
| sdo encontrados nas fezes (6).

O diagnostico diferencial se faz com as outras porfirias, xeroderma pigmentoso,
epidermolise bolhosa e outras buloses.

O tratamento é preventivo e sintomatico. A protecdo solar é crucial, assim como 0s
cuidados com a pele, 0 menor trauma deve ser evitado e as infeccGes bacterianas devem ser
tratadas imediatamente.

Desde 1991, o transplante de medula déssea alogénico tem se mostrado eficaz em
criancas dependentes de transfusdo, sendo reconhecido como o tratamento de escolha na PEC

grave (6).

2.4 Porfiria cutanea tardia (PCT)

A porfiria cuténea tardia (PCT) é a mais comum das porfirias em todo o mundo e
resulta da deficiéncia hereditaria ou adquirida da enzima uroporfirinogénio descarboxilase
(UROD) (2, 6, 34, 46, 47,48).

A prevaléncia é de aproximadamente 1:10000. A doenca predominava nos homens,
mas hoje com o uso disseminado dos anticoncepcionais orais a incidéncia tende a ser igual em
ambos os sexos (49, 50).

A PCT ¢ classificada em dois subtipos: adquirida ou esporadica (PCT tipo I) e
hereditaria ou familial (PCT tipo Il). Cerca de 75% dos pacientes apresentam a variante
esporadica (o tipo 1) na qual a deficiéncia da enzima € adquirida e restrita aos hepatocitos. O
restante dos pacientes, apresenta a variante familiar (tipo Il), doenca em que a deficiéncia da
enzima é hereditaria, presente em todos os tecidos e associada a uma mutacdo genética na
UROD (49, 51).
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E importante enfatizar que nem todo paciente com uma histéria familiar positiva para
PCT terd o tipo Il da doenca. Alguns pacientes tem sido descritos como tendo um ou mais
parentes com PCT, mas apresentam atividade da UROD normal nos eritrocitos. Esta
categoria tem sido designada como PCT tipo 111 (52,53).

No tipo | da PCT, a deficiéncia enzimética encontra-se somente no figado, talvez pela
presenca de defeitos genéticos diferentes restritos ao figado, ou pela exposicéo a substancias
quimicas que inibem seletivamente a enzima hepatica mas néo a eritrocitica. Algumas destas
substancias (ex: alcool e estrogénio) podem provocar PCT somente em alguns individuos e ja
outras (ex: hexaclorobenzeno) causam PCT em praticamente todos os individuos expostos
(54).

A porfiria toxica, na qual hidrocarbonetos aromaticos halogenados inibem a enzima, é
rara e afeta principalmente os trabalhadores que manipulam herbicidas. A grande epidemia de
porfiria toxica na década de 1950 na Turquia foi causada pelo hexaclorobenzeno (HCB)
adicionado como um fungicida a sementes de trigo (6).

As manifestacdes clinicas foram semelhantes as da PCT desencadeada pelo alcool e
estrogénios. Este surto de PCT na Turquia, causado pela ingestdo de HCB, indicou que a
doenca pode ocorrer em individuos ndo-predispostos geneticamente (34).

A penetrancia clinica da PCT tipo Il, herdada de forma autossémica dominante, é
relativamente baixa (aproximadamente 20%), por isso a maioria dos individuos que herdaram
o defeito enzimatico ndo manifesta a doenca. Isto sugere que fatores genéticos ou ndo-
genéticos adicionais sdo necessarios para a expressao clinica da doencga (1, 5, 47, 55, 56,57).

Pacientes com PCT Tipo | (ou esporadica) ndo apresentam mutacBes na
uroporfirinogénio-descarboxilase (UROD) e, quando assintomaticos, a atividade da enzima é
normal sistemicamente (10).

Pacientes com PCT tipo Il (ou familiar) sdo heterozigotos para mutagdes UROD e
pacientes assintomaticos tem aproximadamente atividade enzimatica em 50% do normal
sistemicamente, ou seja, a atividade da UROD nos eritrocitos e, geralmente, cerca de metade
do normal na PCT tipo Il e normal na PCT tipo 1 (10,20).

A atividade da enzima metade do normal em pacientes do tipo Il é um fator
predisponente importante, mas nédo é suficiente por si so para causar PCT sintomatica. Outros
fatores genéticos e ambientais contribuem para a suscetibilidade em ambos os tipos de PCT |
e 11 (10).

Para os sintomas clinicos da PCT se manifestarem em ambos os tipos (I e 1I), a

atividade da UROD hepética deve estar reduzida em < 20% do normal. Assim, 0s
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investigadores procuraram um inibidor que reduzisse a atividade da enzima hepética nos
pacientes sintométicos com PCT tipo | e Il. Recentemente, o uroporfometano, uma forma
oxidada de uroporfirinogénio, o substrato da UROD, foi demonstrado ser o inibidor da
enzima (1).

Esta oxidagdo do uroporfirinogénio em inibidor é ferro dependente no figado. Assim
sendo, o inibidor é gerado no figado por espécies reativas de oxigénio, na presenca de ferro,
enfatizando a importancia da sobrecarga do ferro como um fator causal e alvo terapéutico
(1,59, 60,61,62).

A porfiria hepatoeritropoiética (PHE) é a forma homozigética da PCT familiar, esta
associada com mais de 90% de reducdo na atividade da UROD. Geralmente causa uma
doenca grave, clinicamente semelhante a PEC, com fotossensibilidade durante a infancia,
causando dor imediata sobre pele exposta ao sol, bolhas e cicatrizes mutiladoras da face e
dedos. Hipertricose proeminente, dentes fluorescentes, envolvimento mutilante das falanges

distais e dos olhos também podem ocorrer (62,63).

a) FATORES QUE CONTRIBUEM PARA O DESENVOLVIMENTO DA PCT;

A porfiria cutanea tardia é, essencialmente, uma doenca do figado com efeitos
secundarios na pele (6), em que os sintomas desenvolvem-se quando ha uma diminuicdo da
atividade da uroporfirinogénio descarboxilase hepética (3).

Mudltiplos fatores de susceptibilidade, além das mutacdes hereditarias na UROD em
PCT tipo Il, parecem atuar sinergicamente para causar o0 estresse oxidativo e a sobrecarga de
ferro necessaria para gerar o inibidor e provocar a expresséo clinica (59, 60,61).

Os fatores de risco que contribuem para a inativacéo ou inibicdo desta enzima sdo o
abuso do alcool, os estrogénios, a hepatite C, infec¢do pelo HIV e a hemocromatose genética
(64, 65,66,67,68,69).

Os mesmos fatores de risco contribuem tanto para uma inativacao parcial hepética da
uroporfirinogénio descarboxilase na porfiria cutanea tardia esporadica, assim como para uma
inativacao grave no subtipo familiar (64).

O virus da hepatite C cronica e abuso de &lcool provocam a queda da produgdo de

hepcidina nos hepatocitos, levando a um aumento da absorcéo intestinal de ferro. O aumento
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do ferro hepatico e o estresse oxidativo conduzem a formacédo do inibidor da enzima UROD e
a oxidacdo de porfirinogénios em porfirinas (1,61).

A sobrecarga do ferro hepéatico acompanha a clinica da PCT em praticamente todos 0s
casos. O aumento dos niveis de ferro plasmatico é encontrado em, pelo menos, 60% dos
pacientes, confirmando o importante papel do ferro na patogénese da PCT (51).

A importancia do excesso de ferro hepético é destacada pelo aumento da prevaléncia da
hemocromatose (HFE) nos pacientes com PCT (10). Foi encontrado um aumento na
frequéncia da mutacdo C282Y no gene HFE da hemocromatose em pacientes ingleses com
PCT esporédica (34).

Esta mutacdo é responsavel em grande parte pela sobrecarga do ferro em populacGes
descendentes de europeus. Homozigose para esta mutacdo aumenta o0 risco de
desenvolvimento de PCT em 60 vezes e também parece estar associada a um inicio precoce
das lesbes cutdneas em ambas as variantes esporadica e familiar da PCT. Uma segunda
mutacdo no gene HFE, H63D, também pode estar associada a PCT em algumas populagdes
(2,34,69).

O éalcool mostrou-se indutor da ALA sintetase hepéatica nos pacientes com PCT.
Porém, inibe a atividade de outras enzimas da biossintese do heme, incluindo ferroquelatase,
ALA desidratase, e a UROD dos eritrocitos em individuos saudaveis (apés ingestdo aguda de
alcool ou no alcoolismo crénico) (34).

O alcoolismo crbénico também aumenta a absorcdo do ferro da dieta, o que talvez
possa estar relacionado com mutacGes herdadas associadas a hemocromatose (34).

Alcool e estrogénio podem desencadear surtos agudos na PAI, PV e CPH, assim como
pode exacerbar a PCT, embora os surtos agudos ndo ocorram na PCT. O mecanismo pelo qual
0 estrogénio desencadeia a PCT ainda ndo esta elucidado (34).

A hemodidlise predispde a PCT (71), apesar desta doenca ser menos comum na
insuficiéncia renal do que a pseudoporfiria, a analise da porfirina fecal diferencia estes
transtornos. O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), predispée a PCT (71), uma
associacao que pode ser devido a co-infeccdo com o virus da hepatite C (72). As porfirinas
acumuladas sdo cancerigenas para o figado, assim a PCT confere um risco adicional para o

desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (6).

b) APRESENTAGCAO CLINICA;
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A PCT esporédica geralmente se apresenta na meia-idade, enquanto a forma familiar
pode ocorrer em individuos mais jovens (48). Quase todos 0s pacientes notam
fotossensibilidade com aumento da fragilidade na pele exposta a luz, particularmente no dorso
das méos e antebracos, sendo este talvez o aspecto mais especifico. A maioria dos pacientes
apresentam bolhas, que ao se romperem surgem crostas que se resolvem ao longo de varias
semanas, podendo resultar em cicatrizes atroficas, milia e muitas vezes hiper ou
hipopigmentacéo (48).

Hiperpigmentacdo e hipertricose facial, particularmente nas témporas e malares, séo
queixas principalmente das mulheres. A hipertricose melhora lentamente ap6s a deplecdo dos
estoques excessivos de ferro (34). Areas de alopecia cicatricial devido a resolucéo de bolhas
no couro cabeludo podem estar presentes (48).

Placas esclerodermoides podem se desenvolver tanto nas areas fotoexpostas como nas
areas cobertas e sdo indistinguiveis histologicamente da verdadeira esclerodermia. Acredita-se
que elas aparecam como resultado da inducdo do colageno pela uroporfirina | (75).

Sintomas cutaneos apresentam variagdes sazonais, mostrando maior intensidade no
verdo e na primavera do que em outras estacdes do ano (3). Caracteristicas neurolégicas estao

ausentes (10).

c) HISTOPATOLOGIA,;

O achado histopatolégico caracteristico € uma bolha subepidérmica, com “festonamento”
das papilas dérmicas (papilas muito bem preservadas projetando-se para dentro da bolha) (34).
O infiltrado inflamatorio € minimo ou esta ausente. Ha deposigcdo de material hialino, PAS
positivo, diastase resistente dentro e em torno dos vasos sanguineos da derme superior (6).

A imunofluorescéncia direta revela depositos de IgG e C3 ao redor dos vasos da
derme papilar e reagdo menos intensa na juncdo dermo-epidérmica (34). Estas alteragdes séo
mais evidentes nas areas fotoexpostas, em pacientes com doenca ativa, com excrecdo de
porfirinas urinarias aumentadas, e costumam diminuir apds o tratamento adequado.

Independente destes achados, deve ser enfatizado que o exame histopatoldgico ndo
contribui substancialmente para confirmar o diagnostico de PCT. Assim, ndo é essencial

realizar uma biopsia cutdnea na suspeita de porfiria visto que ha testes laboratoriais nao-
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invasivos e porque o trauma deve ser evitado pela cicatrizagdo deficiente caracteristica das

porfirias cutaneas (34).

d) DIAGNOSTICO LABORATORIAL;

Os principais achados laboratoriais na PCT sédo (34,56):

—aumento da excrecao urinaria de uroporfirinogénio;
— isdbmero I>111;

- aumento da excrecdo fecal de isocoproporfirinogénio.

Os pacientes com PCT excretam grandes quantidades de uroporfirina (octo-
carboxilada) na urina, assim como porfirinas hepta, hexa e penta carboxiladas.

Na PCT, a deficiéncia de UROD hepaética resulta no acumulo de porfirinogénio IlI
penta carboxilado, e este é usado como substrato pela enzima coproporfirinogénio oxidase,
dando origem a dihidroisocoproporfirinogénio (tipo Ill), que € entdo oxidada a
isocoproporfirinogénio.

Isto resulta no aumento caracteristico deste componente nas fezes destes pacientes,
cujo achado é exclusivo da PCT. A razdo entre uroporfirinogénio e coproporfirinogénio na
urina é Gtil para diferenciar a PCT da PV. Na PCT, a razdo uro:copro é >3:1 e na PV <1:1.

A uroporfirina (octo-carboxilada) e as porfirinas hepta-carboxiladas séo as porfirinas
urinarias predominantes nos pacientes com PCT (mais de 90% do total de porfirinas).

O padrdo de excrecdo das porfirinas urinarias € uma mistura de isémeros tipo | e IlI.
A uroporfirinogénio é aproximadamente 60% do tipo | e 40% do tipo Ill. Ja as porfirinas
hepta e hexa carboxiladas sdo em sua maioria (>90%) do tipo Ill. Enquanto as porfirinas
penta e tetra carboxiladas tem 50% de cada isémero.

As porfirinas do plasma também estdo aumentadas, o que € util para o rastreio. Os
perfis de excrecdo podem se tornar normais ap6s longo prazo de remisséo (3,10).

Quase todos os pacientes com PCT apresentam estoques de ferro aumentados no corpo,
manifestando-se com aumento do ferro sérico, ferritina e/ou niveis de ferro hepatico elevados
(34).
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A sobrecarga de ferro hepéatico é um achado quase universal na porfiria cutanea tardia.
Graus varidveis de disfuncdo hepética sdo freqlientes nestes pacientes, especialmente em
associacdo com a ingestdo excessiva de alcool (3).

Bidpsias de figado frequentemente mostram siderose, que pode ser, em parte,
resultante da alteracdo na expressdo da hepcidina (HAMP), independente do genétipo HFE
(76).

A frequéncia de cancer hepatico é maior nos pacientes com porfiria cutanea tardia e

cirrose do que naqueles somente com cirrose (77,78).

e) TRATAMENTO;

O tratamento inclui fotoprotecdo e eliminacdo dos fatores de risco tais como alcool,
estrogénio e tratamento das infecgoes virais (HIV, HCV) (34, 56), como também diminuicao
dos estoques de ferro do organismo (6). O uso de protetores solares opacos e sempre que
possivel, uso de roupas com protecdo UV, sdo fundamentais para diminuir os sintomas da
pele na porfiria cutanea tardia (3).

A descontinuacdo do uso de estrogénio, por mais de 2 anos, pode induzir remissédo da
PCT. No entanto, a abstencdo do alcool ou o tratamento da hepatite C com interferon-a , nem
sempre induz a remissdo, mas todos os pacientes devem ser aconselhados a abster-se de
alcool ou terapia com estrogénio para evitar a exacerbagdo da doenca (6).

Além de eliminar os fatores desencadeantes, na maioria dos pacientes, pode ser
necessario outros tratamentos que podem consistir em repetidas flebotomias, antimalaricos
orais ou a combinacdo de ambos. Também tem sido descritos tratamentos com quelantes do
ferro e colestiramina oral (34).

A flebotomia ainda é o tratamento de escolha para PCT. E eficaz porque depleta os
estoques excessivos de ferro caracteristicos da doenca, eliminando a sobrecarga de ferro
hepaético, restaurando, assim, a atividade normal da enzima (34).

Na flebotomia em torno de 500 ml de sangue sdo retirados semanalmente ou a cada
duas semanas, até os niveis de hemoglobina alcancarem 10-12g/dL ou até o ferro sérico
abaixar para 50-60ug/dL e diminuir a saturacdo da transferrina para <16%. Alguns acreditam
que a flebotomia deva ser continuada até a ferritina sérica atingir o limite inferior da
normalidade ( 25ng/mL ou ug/L) (34).
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Estes niveis de ferritina podem ser alcancado depois de 5 ou 6 flebotomias, no entanto,
os pacientes com PCT e hemocromatose podem necessitar de um maior numero de
flebotomias (10).

A excrecdo de porfirinas continua a diminuir mesmo ap6s a flebotomia ser
descontinuada. Em mais de 90% dos pacientes tratados regularmente com flebotomia, a
excrecdo de uroporfirinogénio urinario atingiu niveis normais ap6s 5-12 meses (34).

As bolhas sdo o primeiro sinal a desaparecer (34), geralmente se resolvem dentro de 2-3
meses, a fragilidade cutanea dentro de 6-9 meses, e as concentracdes de porfirinas geralmente
se normalizam dentro de um ano ou mais, e neste ponto o tratamento deve ser interrompido.
Hipertricose e lesdes esclerodermdides respondem mais lentamente ao longo dos anos apds o
tratamento ser interrompido (6).

A duracdo da remissdo induzida pela flebotomia varia muito, desde 6 meses até mais
de 10 anos. Recaidas em 1 ano ocorrem em 10-20% dos pacientes (34).

Em alguns pacientes a flebotomia ndo estd recomendada pela presenca de anemia,
doenca cardiopulmonar ou infeccdo pelo HIV. Nestes casos, o tratamento com baixas doses
de antimalaricos, cloroguina e hidroxicloroquina, (34) pode ser uma alternativa Gtil por
mobilizarem as porfirinas em excesso a partir do figado e promoverem a sua excre¢do (10).

Doses diarias de cloroquina podem causar uma hepatite aguda potencialmente grave,
mas a cloroquina numa dose baixa de 125 mg (6) ou 250 mg (79, 80) tomado duas vezes por
semana € seguro e eficaz.

O resultado dos testes de funcdo hepatica e niveis de porfirina urinaria sao
monitorados de 3/3 meses, e a medicagdo é continuada até o nivel de uroporfirinogénio
urinério estar menor do que 100ug/24h. Para isto costuma ser necessario 6 a 12 meses de
tratamento (34).

Hidroxicloroquina (200 mg duas vezes por semana) pode ser usada mas a duragdo da
remissdo € mais curta do que com a cloroquina (6). A cloroquina é geralmente menos eficaz
em pacientes com hemocromatose. Remissdo com cloroquina em baixas doses dura
geralmente 17-24 meses (79).

Estudos comparando estas duas possibilidades terapéuticas sugeriram que Sao
igualmente eficazes, entretanto recaidas mais rapidas ocorreram em pacientes tratados com
hidroxicloroquina (34).

O tratamento que combina flebotomia com cloroquina pode reduzir a gravidade da

hepatotoxicidade em resposta a cloroquina e também acelerar a remissdo da doenca.
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Avaliacdo oftalmoldgica pré-tratamento e a cada 6 meses deve ser realizada nos pacientes em
uso de antimalaricos (34).

A eritropoietina mobiliza o ferro hepético para a hemoglobina e é o tratamento de
escolha para PCT na insuficiéncia renal, em que os doentes estdo muito anémicos para
flebotomia e ndo podem excretar cloroquina (81).

Para detectar recaidas, e por causa da elevada taxa de doenca hepatica, concentragdes
plasmaticas e urinarias de porfirina, metabolismo do ferro (ferro sérico e ferritina) e funcéo
hepética devem ser avaliados anualmente (3).

Recentes avangos na nossa compreensdo destas doengas incluem o reconhecimento de
sua heterogeneidade genética e as variantes da doenca, melhora no diagnéstico molecular, na

correlacdo do gendtipo com fenotipo, e nos tratamentos atuais e experimentais.
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2.5 Metabolismo do ferro

O ferro é essencial para o transporte de oxigénio, sintese de DNA e para gerar energia
celular. Nos mamiferos, participa da formacdo de diversas proteinas como hemoglobina nos
eritroblastos, da mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado (82).

E utilizado pelo organismo sendo obtido através de duas fontes principais: dieta e da
reciclagem de hemaécias senescentes. Nossa dieta costuma conter 13 a 18 mg de ferro, dos
quais somente 1 a 2 mg serdo absorvidos na forma inorganica ou organica (forma heme) (83).

A maior parte do ferro inorgénico apresenta-se na forma férrica (Fe*) e é encontrada
nos vegetais e cereais. Ja o ferro heme corresponde a 1/3 do total de ferro da dieta e é
proveniente da quebra da hemoglobina e mioglobina contidas na carne vermelha. Ovos e
laticinios fornecem menores quantidades deste tipo de ferro, que é melhor absorvido do que a
forma inorgénica (84).

No organismo, a maior parte deste metal estd associada a molécula de hemoglobina
assim, a fagocitose e a degradacdo das hemaécias senescentes representa uma fonte importante.
Essa quantidade reciclada é suficiente para manter a necessidade diaria de ferro para a
eritropoiese (85).

Os macrdfagos do baco e da medula éssea e, em menor parte, células de Kupffer no
figado reconhecem modificaces bioguimicas na membrana das hemaécias senescentes. Estas
modificacBes sinalizam para que o macréfago elimine estas células. O Fe*? pode ser
estocado no proprio macrofago na forma de ferritina ou ser exportado pela ferroportina. (83).

A quantidade de ferro absorvida é regulada pela necessidade do organismo. Quando
h& maior demanda, ha uma maior expressdo das proteinas envolvidas neste processo, como a
proteina transportadora de metal divalente (DMT-1) e a ferroportina (FPT) (83).

Para a DMT-1 exercer sua funcéo, o ferro da dieta, que esta na forma férrica (Fe*®),
precisa ser convertido para ferro ferroso (Fe*?) pela enzima redutase citocromo b duodenal,
CYBRD1 (ou Dcytb) (86).

Um individuo adulto tem no seu organismo de 4 a 5 g de ferro, sendo que cerca de 2,5
g na forma de hemoglobina (84,85). O ferro é essencial para o corpo, mas extremamente
toxico quando presente em quantidades excessivas. A sobrecarga de ferro induz lesdes de
6rgdos como figado, coracdo, pancreas (podendo causar intolerdncia a glicose e diabetes
mellitus), tireoide, e do sistema nervoso central (87).
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A principal causa deste tipo de dano nos 6rgdos é devido a producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS), na presenca de excesso de ferro. Entre as ROS, o radical
hidroxila € a fragdo mais toxica e tem como alvo hidratos de carbono, proteinas e acidos
nucleicos (82,85, 87).

Como o ferro livre é extremamente toxico para as células, o corpo tem certos
mecanismos de defesa com os quais ligam o ferro a varios compartimentos dos tecidos. No
soro, o ferro é geralmente ligado a transferrina (Tf) (87).

Desta forma, o ferro é transportado no plasma pela transferrina. A Tf é uma
glicoproteina sintetizada e secretada pelo figado, além da retina, testiculos e cérebro (88).
Além de solubilizar o ferro, a Tf atenua sua reatividade e facilita sua liberacdo para as células.

Para o ferro ser transportado pela transferrina, deve estar na forma férrica (Fe*®). A
responsavel pela oxidacdo da forma ferrosa (Fe™®) para a forma férrica (Fe™®) ¢ a
ceruloplasmina (83).

Em condic¢bes normais, a transferrina tem a capacidade de transportar até 12 mg de
ferro. Essa capacidade raramente é utilizada e, em geral, 3 mg de ferro circulam ligado a Tf,
ou seja, em torno de 30% da Tf esta saturada com o ferro (89).

Apbs o ferro intra-celular ser liberado na circulacdo através da ferroportina, o Fe*?
ser4 oxidado e o Fe*® transportado pela transferrina até os locais onde sera reutilizado,
predominantemente medula dssea, onde participara da eritropoiese (87, 90).

No entanto, quando a capacidade de ligacdo da Tf ao ferro é saturada, o que ocorre
num estado de sobrecarga (91), o ferro pode circular livremente pelo soro na forma néo ligada
a Tf (NTBI- non-transferrin-bound iron), que é facilmente internalizada pela célula,
contribuindo para o dano celular (91,92).

Quando ligado a Tf, a internalizacdo do ferro é iniciada pela ligacdo desse complexo
(ferro-transferrina) a um receptor especifico (TfR) presente na superficie da maioria das
células (89). A afinidade do TfR a Tf parece ser determinada pela proteina produzida pelo
gene da hemocromatose, HFE, também presente na membrana plasmatica dos eritroblastos
(83).

Ao contrério do ferro ligado a Tf, a absorcdo celular de NTBI ndo é dependente do
TfR e, portanto, o ferro resultante é distribuido de forma difusa ao longo dos Orgaos,
independente da presenca do TfR. Neste caso, 0 NTBI aparece na circulagdo e é recolhido
para dentro da célula por meio de moléculas, tais como DMT1 e ZIP14 nos hepatdcitos
(Figura 5) (93).
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Figura 5: Absorc¢do do ferro nos hepatdcitos (88)

O receptor de transferrina 1 (TfR1) é um receptor funcional altamente expresso nos
eritroblastos, mas menos nos hepatdcitos. A via através do TfR1 é classica e bem elucidada
(87).

Quando o Fe-Tf do soro se liga ao TfR1, o complexo Fe-Tf-TfR1 ¢ internalizado por
endocitose, e o ferro é liberado dentro do endossomo quando o pH endossomal é &cido. O
complexo apotransferrina-TfR1 resultante é entdo levado de volta para a superficie da célula,
e em seguida a apotransferrina é liberada para ser reutilizada (87).

O ferro no endossoma atravessa a membrana da vesicula e alcanga o citoplasma (85).
A proteina DMT-1 é essencial para que ocorra este efluxo do ferro para o citoplasma (94).

Um outro membro da familia de TfR é o TfR2, bastante semelhante ao TfR1 descrito
anteriormente, mas que se expressa predominantemente (83,94) na superficie dos hepatocitos
e possui um mecanismo semelhante de reciclagem, (88) mas sua atividade de captacdo do
ferro, diferentemente do TfR1, é menor. O TfR2 tem uma afinidade de ligacdo muito baixa
(cerca de 25 vezes menor) pela Tf diférrica (95). Mutacdes no TfR2 tém sido descritas em
pacientes com hemocromatose hereditaria (96).

Uma vez dentro das células, o ferro serd estocado na forma de ferritina e
hemossiderina, embora uma pequena quantidade seja encontrada no sangue como ferritina
sérica. O figado € o principal érgdo de armazenamento de ferro, com a maior capacidade de
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seqlestrar o excesso de ferro. Mas este estoque ocorre também no bago e medula 6ssea
(83,87,94).

A apoferritina é a proteina livre do ferro. A apoferritina contendo o nucleo férrico
constitui a ferritina, a forma soluvel de armazenamento. Assim, a ferritina contém e mantém
o0s 4tomos de ferro que poderiam formar agregados de precipitados toxicos (83,94).

A hemossiderina corresponde a proteina insolivel. E produzida pela digestio
fagocitica da hematina encontrada na maioria dos tecidos, especialmente figado, baco e
medula 0ssea, sob a forma de granulos muito maiores do que as moléculas de ferritina, com
teor mais elevado de ferro (83).

A ferritina sérica é usada rotineiramente na pratica clinica para estimar as reservas de
ferro do corpo (87, 97). No entanto, a ferritina no soro pode ser afetada por necrose
hepatocelular, inflamacdo, infeccdo aguda e cronica e ingestdo de alcool, o que pode
aumentar a sua concentracdo desproporcionalmente em relacdo a quantidade de sobrecarga de
ferro (94). Mas é evidente que valores de ferritina inferiores a 12 pg/L sdo geralmente

representativos de deficiéncia de ferro no organismo (Quadro 2) (87).
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Quadro 2 Valores da ferritina (87)

-[1Valores normais de concentragéo de ferritina sérica:
Ooooo 0V [1O0Masculino: 10-220 ug / L v Feminino: 10-85 ug / L
-[IValores entre 250-500ug / L :

v [Omalignidades, dano hepatico cronico, inflama¢do cronica, leve sobrecarga de
ferro

-[] Valores entre 500-1000 pg /L :

Vv estégio inicial da sobrecarga de ferro, eritropoiese ineficaz (ex: talassemia)
- Valores entre 1000-5000 pg / L :

v [Isobrecarga de ferro, doenca de Still, sindrome hemofagocitica
- Valores entre > 5000 pg /L :

0000V sobrecarga de ferro (hemocromatose)

A transferrina sérica ndo costuma ser considerada um marcador sensivel do estado do
ferro em si, mas é combinada com o ferro sérico para calcular a saturacao de transferrina (97).

A saturacdo da transferrina ndo é um indice quantitativo de sobrecarga de ferro, mas
pode representar um indice qualitativo de alteragdo da homeostase do ferro caracterizada pelo
aumento da absorcdo intestinal de ferro e liberacdo de ferro de macrofagos e células de
armazenamento (98).

Nosso organismo ndo possui vias de excrecdo ativa de ferro, um mecanismo
especifico para eliminar o excesso absorvido ou acumulado apds a reciclagem do ferro pelos
macrofagos (94), de modo que uma carga continua de ferro superior a 1-2 mg /dia ira resultar
em sobrecarga (87).

Normalmente, o ferro é eliminado pelas secre¢des corpdreas, descamacao das células
intestinais e epidermais ou sangramento menstrual. Assim, o controle do equilibrio do ferro
requer uma comunicacao entre os locais de absorcéo, utilizacdo e estoque (94).

Esta comunicacdo é feita pela hepcidina, um horménio circulante que exerce um papel
regulatério fundamental na homeostase do ferro. E um regulador negativo do metabolismo do
ferro (83).

A ferroportina é o receptor da hepcidina, a interacdo hepcidina-ferroportina controla
os niveis de ferro nos enterdcitos duodenais, hepatocitos e macrofagos (94).

Quando a hepcidina forma um complexo com a ferroportina leva a degradacao desta

ultima. No enterdcito, o ferro ndo € transportado para o exterior da célula, sendo a absor¢édo
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inibida. No macréfago, o ferro fica acumulado no seu interior, diminuindo o ferro disponivel

para a eritropoiese (Figura 6) (83,94).

A ferroportina é a responsavel pelo efluxo do ferro da célula para o plasma (83).

Mutacdes que inativam a ferroportina prejudicam a absorcao e levam ao acumulo do ferro no

enterdcito e macrofago (94).

Excesso de
Ferro

Ferro (=) Dcytb

Enterécito

Anemia/hipdxia

IL-6
da dietd 06 @y <.~ x\ % Ws
1 4 Ferro proveniente

Infecgao/inflamagao

do catabolismo de
eritrécitos
senescentes

Figura 6 Esquema do metabolismo do ferro no enterdcito e macrofago.(83)

H4 mais de 50 anos temos conhecimento sobre os fatores basicos relacionados as

doencas genéticas com sobrecarga de ferro, mas foi somente nas Ultimas décadas que houve

um grande avan¢o nas investigacdes genéticas e moleculares dos aspectos envolvidos com 0s

processos de aquisicao, estoque e regulacédo do ferro.

Estes estudos tém possibilitado um melhor entendimento sobre a fisiopatologia de

diversas doencas, que cursam tanto com a sobrecarga como com a deficiéncia de ferro. No

entanto, muito ainda ha para ser esclarecido e com o relato constante de novas informacdes,

espera-se que esses conhecimentos, aléem de auxiliarem no entendimento de mecanismos

envolvidos no metabolismo do ferro, possam ser revertidos em novas propostas terapéuticas.
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2.6 Analise genetica

A siderose hepéatica é comum em pacientes com porfiria cutanea tardia. Mutages no
gene da hemocromatose hereditaria (HFE) explicam o excesso de ferro em aproximadamente
20% dos pacientes com PCT, sugerindo que o restante ocorra como resultado de outros
fatores genéticos e ambientais associados (64,68, 99).

MutagOes que acontecem em qualquer um dos genes que codificam componentes
desta rede reguladora do metabolismo do ferro, ou que contribuem para facilitar seu
transporte através do epitélio intestinal, ttm o potencial para alterar a carga de ferro no
organismo (97).

Extensa investigacdo sobre a base molecular das doencas de sobrecarga do ferro
proporcionou novos conhecimentos sobre a complexidade do metabolismo do ferro e vias
celulares relacionadas (100). Assim, investigamos o possivel envolvimento dos genes que
afetam a homeostase do ferro, incluindo CP, SLC40A1, HAMP e CYBRDL1, em individuos
com teste negativo ou que eram heterozigotos para a mutacdo C282Y do HFE .

2.6.1 GENE HAMP (Peptideo Antimicrobiano Hepcidina)

A hepcidina é o principal regulador da absorcio de ferro no ser humano. E
considerada um regulador negativo por inibir o efluxo do ferro da célula ligando-se ao canal
de exportacdo do ferro (ferroportina), induzindo a sua internalizacao e degradacao (101).

A hepcidina é codificada pelo gene HAMP, localizado no brago longo do cromossomo
19g13 (79,102). E sintetizada principalmente no figado (87, 103) e liberada na circulagéo.
Havendo sobrecarga de ferro ou inflamacdo, a sintese de hepcidina no figado é estimulada,
inibindo a absor¢édo do ferro intestinal e a liberagdo do ferro dos macro6fagos, restabelecendo o
equilibrio do ferro (87). A anemia e a hipoxemia reduzem a sua expressao (104,105).

Outros fatores implicados na regulacdo da hepcidina sdo o alcool, a hepatite C e o
estrogénio. Varios grupos tém relatado a diminuicdo da expressdo de HAMP nestes casos,

levando a sobrecarga de ferro hepatico (106).
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A hepcidina age sobre o intestino delgado para limitar a absorcédo de ferro, e a maioria
das doencas que se apresentam com excesso de ferro compartilham uma caracteristica comum,
de niveis inadequadamente baixos de hepcidina (107).

A expressdo da hepcidina hepéatica em doentes com PCT esta significativamente
reduzida, levando ao aumento das exportac@es de ferro pelos enterécitos e macrofagos (79). A
siderose resultante é necessaria para gerar o inibidor da UROD, responsavel pela expressdo do
fenotipo PCT (2).

Estes dados indicam que a siderose associada a PCT provavelmente decorre do HAMP
desregulado (79), levando a uma deficiéncia de hepcidina, e consequentemente 0 excesso de
ferroportina, causando uma liberacdo exagerada de ferro dos enterdcitos e macréfagos com

continua absorcao intestinal e acimulo de ferro nos tecidos parenquimais.

2.6.2 Gene SLC40A1 (Soluto carreador familiar 40 membro 1)

O gene esta localizado no cromossomo 2932 e codifica a proteina ferroportina. A
ferroportina é outro fator importante no metabolismo do ferro, pois é responsavel pela
exportacdo unidirecional de ferro a partir das células para estruturas extracelulares. Nos
enterdcitos, exporta ferro através da membrana basolateral e, em seguida, para o plasma. E
também regula o fluxo de ferro do interior dos macrofagos para o meio extracelular (108).

E o Unico mecanismo de efluxo de ferro da célula para o plasma (83). Mutagdes que
inativam a ferroportina levam ao acumulo do ferro no enterdcito e macréfago (102).

A ferroportina € regulada diretamente pela hepcidina, a interacdo hepcidina-
ferroportina controla os niveis de ferro nos enterdcitos duodenais, hepatocitos e macr6fagos
(109). A hepcidina se liga a ferroportina causando a sua internalizagéo (110).

Até onde sabemos, ja foram descritos dois tipos de mutacdes no SLC40A1l com
efeitos sobre a funcdo de proteinas que conduzem a sobrecarga de ferro (111). Uma delas
envolve a perda da sua capacidade para exportar ferro, provocada por um defeito na
localizagéo da proteina sobre a superficie da célula. Isto causa subsequente sequestro de ferro,
principalmente nos macrdfagos, resultando em doenca da ferroportina tipica, com baixa
saturacdo de transferrina e precoce sobrecarga de ferro nas células de Kipffer (108).

No outro tipo, a mutacdo ndo altera a atividade intrinseca da ferroportina, mas

N
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ferro, causando uma elevada saturacdo de transferrina e sobrecarga de ferro precoce no
hepatdcito semelhante ao que ocorre na hemocromatose hereditaria classica (108).

As mutacOes que costumam prejudicar a liberacdo de ferro dos macréfagos, resultam
em inadequado fornecimento de ferro para a medula dssea, 0 que por sua vez, aumenta a

absorcéo de ferro (112).

2.6.3 Gene CYBRD1 (Citocromo B Redutase 1)

Localizado no cromossomo 2q31, este gene codifica a proteina citocromo b redutase 1
que possui uma atividade ferro redutase, contribuindo para a absorcdo de ferro (113,100). A
CYBRD1, também denominada DCYTB (duodenal cytochrome B), esta presente na borda em
escova dos enterdcitos duodenais.

E responsével por reduzir o ferro da dieta que encontra-se na forma férrica (Fe*®) para
a forma ferrosa (Fe*?), facilitando o transporte deste metal para dentro das células da mucosa
intestinal.

Uma alta atividade da CYBRD1 resulta no aumento dos valores de ferro disponivel
para o transporte para a mucosa epitelial do intestino e, por sua vez, ao aumento da absorgédo
de ferro e de saturacdo de transferrina (102).

Estudos demonstraram uma associacdo entre ferritina sérica e CYBRD1. Uma menor
expressao deste gene, leva a uma menor absor¢édo de ferro pelo intestino, protegendo, portanto,
contra a sobrecarga de ferro (102).

Em outro estudo com pacientes africanos apresentando sobrecarga de ferro néo
relacionada ao gene da hemocromatose (HFE), foi demonstrado o possivel envolvimento dos
genes SLC40Al e CYBRD1, sendo observadas duas novas mutacgdes neste ultimo (102). Isto
realca a importancia do estudo do gene CYBRD1 nas doencas que se apresentam com

sobrecarga de ferro, como a PCT (100).
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2.6.4 Gene CP (Ceruloplasmina)

O gene CP, localizado no cromossomo 3q23-24, codifica a proteina ceruloplasmina.
Esta enzima é essencial para a homeostase do ferro, pois é responsavel pela oxidacao do ferro
na forma ferrosa (Fe*?) para a forma férrica (Fe*®), visto que a transferrina possui afinidade
apenas pela forma férrica (94).

Estudos demostraram a existéncia de uma complexa interacdo entre os genes CP e
HFE em ratos transgénicos, sugerindo que o CP é um gene modificador da hemocromatose
hereditaria — HFE (102). A diminuicdo do nivel sérico de transferrina € uma observagdo
comum na hemocromatose hereditaria e é geralmente considerada secundéaria a sobrecarga de
ferro hepatica (114).

Individuos com deficiéncia hereditaria de ceruloplasmina apresentam acumulo de
ferro na maioria dos tecidos, sugerindo que a ceruloplasmina seja importante para a liberagdo
normal do ferro celular, causando hiperferritinemia quando ocorre mutacdo no gene.

Parece razoavel supor que os fatores genéticos podem influenciar a saturacdo de
transferrina, aumentando assim a deposigcdo de ferro e armazenamento (115), contribuindo

para a sobrecarga de ferro observada nos pacientes com PCT.

2.6.5 Principios basicos da genética

O termo gene foi cunhado por Johansen em 1909, quando também estabeleceu a
distin¢do entre os termos genotipo, significando a constituicdo génica, e fendtipo, significando
a manifestacao do gene.

O gene corresponde a um trecho da molécula do DNA. O DNA é composto por
nucleotideos. Cada nucleotideo é constituido por uma base nitrogenada, uma pentose e um
fosfato. A dupla hélice apresenta, em cada filamento, uma alternancia de pentose e fosfato,
ficando as bases nitrogenadas voltadas para dentro.

Os filamentos tém polaridade inversa, isto €, um ¢ 5’-3’em um sentido, € o outro, 5’-
3’no outro sentido. A pentose do DNA ¢ a desoxirribose, e as bases nitrogenadas sdo
classificadas em purinas e pirimidinas. As purinas sd@o a adenina e a guanina, enquanto as

pirimidinas sdo a citosina e a timina. As bases de um filamento se pareiam com as do outro
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por meio de pontes de hidrogénio, sempre uma timina com uma adenina (duas pontes) e uma
citosina com uma guanina (trés pontes) (116).

Todo o DNA de nossas células encontra-se estruturado em Cromossomos.
Cromossomos homdlogos sdo aqueles que apresentam genes para as mesmas caracteristicas
nas mesmas posi¢des. Os genes alelos sdo genes que ocupam a mesma posicao (locus) nos
cromossomos homélogos e séo representados por letras.

P = Fosfato D = Desoxirribose

Dupla-hélice

Cadeia de nucleotideos Duas cadeias pareadas, no plano Dupla-hélice

Figura 7 - Esquema da molécula de DNA.

O polimorfismo é considerado como uma variagdo genética que pode ocorrer numa
sequéncia de DNA, encontrada em pelo menos 1% da populagdo. As formas mais comuns de
polimorfismos genéticos sdo: delecdes, mutacdes e substituicGes de base Unica.

Polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP - Single Nucleotide Polymorphisms) é uma
variagdo na sequéncia de DNA que afeta somente uma base (adenina, timina, citosina ou
guanina). Estas variacdes devem ocorrer em no minimo 1% de uma determinada populacdo
para ser considerada como um SNP. Se, por outro lado, a frequéncia de uma variacdo for
inferior a 1%, a mesma seré considerada simplesmente uma mutag&o.

Polimorfismos de insercéo/delecdo (indels) séo variagbes de comprimento geradas

por insercdo ou delecdo de um ou mais nucleotideos em uma sequéncia de DNA.
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2.7 Ancestralidade

O Brasil é hoje o quinto pais mais populoso do mundo, possuindo mais de 206
milhdes de habitantes. Nossa populacdo foi composta principalmente por trés etnias: o branco
europeu, o negro africano e o indigena nativo, resultando numa miscigenacdo que marcou
profundamente o pais tanto do ponto de vista demogréafico quanto cultural (117).

A distribuicdo da populacdo segundo cor ou raca reflete os processos migratorios ao
longo da histéria. Em 1500, quando chegaram os primeiros portugueses, o territorio onde esta
hoje o Brasil era habitado apenas por tribos indigenas.

Com a colonizacdo, além dos portugueses, a populacdo nativa teve contato com
espanhois e franceses. Mais tarde, negros africanos foram trazidos para trabalhar como
escravos nas lavouras de cana-de-agUcar e na mineracdo. Estima-se que entre 1781 e 1855,
cerca de dois milhdes de negros ingressaram no Pais na condicao de escravo.

Como consequéncia, a populacdo brasileira é uma das mais heterogéneas do mundo.
Esta heterogeneidade da populacdo brasileira apresenta uma dificuldade adicional na
farmacogenética e pesquisa genética clinica, particularmente na concepcao da associacdo de
estudos caso-controle, em que a presenca de estratificacdo entre 0s grupos caso e controle
pode produzir resultados confusos levando a conclusdes erroneas (118).

As estatisticas mais recentes do IBGE apontam o predominio de pessoas que se
autodeclararam de cor branca — 45,5% da populacdo (92,4 milhdes). Embora, na primeira
década do século 21, a distribuicdo populacional tenha mudado no que diz respeito a
caracterizagdo por cor ou raga: houve um aumento do numero de brasileiros que se

autodeclaram pretos ou pardos (117).

Estudos recentes tém demonstrado apenas uma fraca correlacdo entre a pigmentacéo
da pele ou etnia autodeclarada e ascendéncia genética, determinada por meio de marcadores
de DNA (119, 120,121). Portanto, é necessaria uma avaliacdo precisa da ascendéncia genética
de um individuo para controlar a estratificacdo em estudos de associacdo genética entre

populagcbes miscigenadas.

Os marcadores informativos de ascendéncia (AIMS) apresentam marcada diferenca

nas freqiiéncias alélicas entre grupos geograficamente separados, provando ser especialmente
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Uteis para inferir a origem biogeografica putativa dos individuos e estimar as propor¢des de
ancestralidade dos individuos e das popula¢es miscigenadas (122, 123,124).

Os marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) apresentam uma vantagem
substancial sobre as caracteristicas fisicas visto que sdo constantes por toda vida. Estes
marcadores sdo poderosas ferramentas para inferir a composicdo genética em populacGes
miscigenadas. Os AlMs também sdo melhores que a avaliagdo da sequencia mitocondrial,
pois esta UGltima sozinha ndo determina a etnia de uma pessoa pois se relaciona
exclusivamente com a heranca materna (125,126).

Os marcadores informativos de ancestralidade apresentam elevada divergéncia nas
frequéncias alélicas entre populagdes com diferentes ancestralidades ou geograficamente
distantes. No campo da genética populacional, os AIMs sdo particularmente Uteis para inferir
a origem de individuos, estimar proporcdes de ancestralidade em popula¢Ges miscigenadas, e
analisar a estrutura dessas populagdes. Adicionalmente, podem ajudar a compreender
dindmicas migratérias e eventos de colonizacdo. Na genética clinica e medicina genémica
avaliam risco e/ou predisposi¢do a doencas e respostas a tratamentos de acordo com a etnia
pré-estabelecida.

A adequada inferéncia da ancestralidade genética de uma amostra esta dependente da
existéncia de populacdes de referéncia adequadas para cada componente ancestral em estudo.
Idealmente, essas bases de dados de referéncia tém um grande catdlogo de marcadores
genotipados num grupo alargado de populagdes representativas da distribuicdo da
variabilidade genética em todo o globo, o0 que ira permitir subsequentes analises direcionadas
aos objetivos dos diferentes estudos.

Desta forma, um sistema multiplex constituido por 46 marcadores informativos de
ancestralidade foi testado com representantes europeus, africanos, asiaticos e amerindios e
mostrou excelente discriminacdo, representando uma valiosa ferramenta para estudos de
ancestralidade etnogeografica (124).

Considerando os registros histéricos de uma contribuigéo essencialmente tri-hibrida de
amerindios, europeus e africanos para a formacdo da atual populacdo brasileira, estudos
recentes utilizando AlMs autossdmicos confirmaram uma heranga essencialmente tri-hibrida
e mostraram uma ascendéncia européia predominante para a maioria das populacoes
brasileiras.

O estudo da ancestralidade genética realizado por Manta et al (127) em individuos do
Rio de Janeiro evidenciou uma populacéo global de ascendéncia predominantemente europeia

(55,2%), com menor proporcao africana (31,1%) e indigena (13,7%).
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A frequéncia de inumeros polimorfismos varia amplamente entre as populagdes. Esta
heterogeneidade e miscigenagdo tem implicacGes importantes no perfil protéico herdado das
doencas, enfatizando a importancia de se avaliar a ancestralidade em estudos envolvendo

doencas geneticas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Casuistica

Estudo transversal, do tipo série de casos, sendo incluidos por alocacéo consecutiva 30
pacientes (13 mulheres e 16 homens, com idade entre 19 e 74 anos) e que receberam o
diagndstico de Porfiria Cutanea Tardia, comprovado através de exame clinico, laboratorial
e/ou histopatoldgico, no periodo de 2011 a 2014, do ambulatério de Dermatologia Geral do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE).

Todos os pacientes leram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Apéndice A). O protocolo deste estudo foi aprovado sob o numero CAAE:
17620613.0.0000.5259; parecer nimero: 402.867.

Foram coletadas amostras de sangue para pesquisa dos polimorfismos nos genes CP,
CYBRD1, HAMP e SLC40Al realizada no Laboratorio de Histocompatibilidade e
Criopreservacdo da UERJ (HLA- UERJ) localizado na Policlinica Piquet Carneiro. A
avaliacdo da ancestralidade foi realizada pelo Laboratério de Diagnosticos por DNA da UERJ.

A frequéncia dos alelos da mutacdo C282Y no gene HFE nos pacientes com PCT
foram obtidas através do estudo realizado também no HLA/UERJ por Souto em 2013, sendo
considerados negativos para a respectiva mutacao (128).

Comparamos as frequéncias encontradas nos pacientes portadores de PCT com um
painel com 107 individuos saudaveis da populacdo do Rio de Janeiro, constituido por
doadores voluntarios do banco de medula 6ssea do HemoRio-RJ, pareado por idade, sexo e
ancestralidade genética. Trata-se de um grupo de individuos aparentemente normais, nao

submetidos qualquer tipo de selecdo.
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3.2 Métodos

3.2.1 Coleta e Processamento das Amostras

Coleta de sangue foi realizada em tubo com anticoagulante EDTA devidamente
identificado, e prontamente encaminhado para o laboratério HLA. Ap6s 0 registro no
laboratério a tubo foi encaminhado para area técnica e centrifugado a 1.500rpm por
10minutos para separacdo de fases. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur foram transferidos
para microtubos as fragdes de plasma e papa de leucdcitos, em seguida as amostras foram

destinadas a extracdo ou congeladas a -80°C para posterior extracao.

3.2.2 Extracdo do DNA

As amostras de sangue foram extraidas utilizando o QIAamp DNA Blood Kit segundo
informac@es do fabricante. Com as amostras descongeladas foram transferidos para um novo
microtubo identificado 200,0pl de amostra de sangue e adicionados 20,0ul da QIAGEN
Protease, homogeneizados cuidadosamente com a pipeta. Em seguida adicionados 200,0ul do
tamp&o AL com carreador (50,0pg/ul) e homogeneizado em agitador por 15segundos para lise
celular e incubacdo a 56°C por 10minutos.

Apbs centrifugacdo breve foram adicionados 200,0ul de etanol P.A. as amostras e
novamente os microtubos foram homogeneizados em vortex brevemente centrifugados. O
volume foi integralmente transferido para a coluna de silica com o tubo coletor e
centrifugados a 8000rpm por 1minuto, a coluna transferida para um novo tubo coletor
adicionado 500,0ul de tampéo AW1 e centrifugados a 8000rpm por 1minuto.

Novamente a coluna transferida foi para um novo tubo coletor adicionado 500,0ul de
tampdo AW?2 e centrifugados a 13.000rpm por 3minutos. No final dessa etapa, a coluna de
silica entdo foi transferida para microtubo de coleta identificado e adicionados 100,0ul de
tampdo AE a coluna, incubado a temperatura ambiente por 5minutos.

Apos centrifugado por 8000rpm por um minuto para recuperacdo do DNA, a coluna
entdo foi descartada e o microtubo devidamente armazenado. A analise qualitativa e

quantitativa do extraido foi aferida em eletroforese de gel de agarose 0,8% (p/v) e visualizado

com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, EUA) em ultravioleta 500 nm.
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3.2.3 Andlise da Ancestralidade Genética

Um painel de 46 marcadores informativos de ancestralidade - INDELS, cujas
frequencias alélicas apresentam diferencas significativas entre europeus, africanos e nativos
americanos, foi genotipado em um Unico PCR multiplex seguido por eletroforese capilar, de
acordo com o protocolo descrito por Pereira et al (124). Fragmentos amplificados marcados
com corante foram separados e detectados pelo sequenciador automatico ABI 3500 (Life
Technologies). As amostras foram genotipadas usando o programa GeneMapper v.4.1 (Life
Technologies). A nomenclatura dos alelos est4 de acordo com Pereira et al (124).Para testar a
estrutura das populacdes e estimar proporces de ancestralidade foi utilizado o programa
STRUCTURE v2.3.3. Este programa consiste num método Bayesiano de agrupamento ou
clustering genético baseado em diferentes modelos, em que é assumida a existéncia de K
clusters ou populacdes sendo os individuos agrupados com base no seu gendtipo,
considerando que cada populacdo é caracterizada por um conjunto de frequencias alélicas
ancestrais em cada locus (129).

Neste estudo, considerando a formacao histérica da populacéo brasileira, presumimos
uma contribuicdo essencialmente tri-hibrida de americanos nativos, europeus e africanos (ex,
K=3) para a formacdo genética atual da populacdo brasileira.

Para cada corrida foram aplicados 100.000 passos de burn-in seguidos de 100.000
interacdes de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Foi aplicado o modelo default
“admixture model” e as frequencias alélicas foram correlacionadas e atualizadas usando
somente individuos com POPFLAG=1 (neste caso, as amostras HGDP-CEPH foram usadas

como referéncia).

3.2.4 Técnica de avaliacio dos polimorfismos

A genotipagem dos genes CYBRD1 (rs868106), CP (rs17838832), SLC40Al
(rs13015236 e rs11568351) e HAMP (rs10421768) foi realizada através da PCR em tempo
real, utilizando-se sonda TagMan® de uso comercial (ABI assay; Applied Biosystems)
marcadas com os fluoréforos VIC e FAM, sendo C 8823190 1 para rs868106,
C 32610841 10 para rs17838832, C 2108649 10 para rs13015236, C 2108647 10 para
rs11568351 e C_2604942 10 para rs10421768. Resumidamente, a reacdo foi realizada

em um volume final de 10 ul, contendo 40 ng de DNA genémico, Tagman SNP Genotyping
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Assays 40X e Tagman Genotyping Master Mix, de acordo com as instru¢des do fabricante.
Inicialmente as amostras foram submetidas a uma etapa de leitura pré-PCR a 60°C por 30
segundos, seguida pela etapa de desnaturacdo a 95°C durante 10 minutos. Em seguida foram
submetidas a etapa de amplificacdo que consistia em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto, para anelamento do primer e extensdo dos fragmentos.

Apo6s a amplificacdo dos fragmentos de DNA, as amostras foram submetidas a etapa
final de leitura p6s-PCR a 60°C durante 30 segundos. A reacdo da PCR foi realizada com
auxilio do termociclador ABI StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA) através da andlise de discriminacdo alélica.

3.3 Analise estatistica

Os resultados da distribuicdo dos pacientes segundo a ancestralidade genética foram
analisados por meio de estatistica descritiva dos percentuais obtidos, para tanto, utilizou-se o
software Excel 2007.

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas utilizando o teste exato de
Fisher, adequado para pequenas amostras, e/ou analise de qui-quadrado (X?). Considerou-se
como significativo o resultado do teste cujo p-valor fosse inferior a 0,05 . Para tanto, utilizou-

se o software Epi Info.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo serdo apresentados através de um artigo aceito para
publicacdo nos Anais Brasileiros de Dermatologia e de um manuscrito submetido a revista
Journal of Investigative Dermatology, encontrando-se no apéndices B e C.
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CONCLUSOES

O alelo G no rs17838832 do gene CP foi mais frequente entre os pacientes com PCT
comparado com os controles. As frequéncias dos gendtipos GG e AG foram maiores no

grupo com PCT do que nos individuos saudaveis.

Encontramos frequéncias maiores do alelo C no rs13015236 do gene SLC40A1 em
individuos saudaveis quando comparados com os pacientes. Os genétipos CC e CT foram

mais frequentes nos controles.

De acordo com nosso estudo, a presenca do alelo G (gene CP) parece predispor 0s
portadores para o desenvolvimento da PCT. Em contrapartida, a presenca de um Unico alelo
C (gene SLC40AL1) parece ja conferir protecdo contra PCT, visto que ambos os gendtipos CC

e CT foram mais frequentes nos controles.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos seguintes polimorfismos analisados:
rs868106 no gene CYBRD1, rs11568351 no gene SLC40A1 e rs10421768 no gene HAMP,

foram similares nos pacientes e nos controles.

Houve um predominio significativo da ancestralidade europeia (70,2%) e pequena
contribuicdo das raizes africana e amerindia (20,1% e 9,7% respectivamente) nos pacientes
com PCT.

Nossas analises estatisticas ndo revelaram nenhuma associacao entre os polimorfismos

estudados e as raizes ancestrais genéticas.
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SUGESTOES

Aumentar a casuistica através da organizacao de estudos multicéntricos para ampliar o
conhecimento do possivel papel destes genes na homeostase do ferro em pacientes
com PCT.

De acordo com os resultados encontrados neste estudo, novas investigacdes sobre o

gene CP devem ser incentivadas.

Estudar outros genes reguladores do metabolismo do ferro que possam contribuir para

o desencadeamento da PCT.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

éﬁ _}%ﬁ Universidade do Estado do Rio de Janeiro
g OERT = Hospital Universitario Pedro Ernesto
&:m;i&@$ Servico de Dermatologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: Andlise da mutacdo dos genes CP, CYBRD1, HAMP e SLC40A1 nos pacientes
com porfiria cutanea tardia.

Pesquisadora: Dra. Isabella Brasil Succi
Orientador: Prof. Jodo Carlos Macedo Fonseca

1.PROPOSTAE SITUAQAO PROBLEMA:

Vocé, que ja sabe que tem uma doenca de pele conhecida como Porfiria Cutanea
Tardia, que é uma doenca que pode ter um componente genético, estd sendo convidado a
participar de um estudo clinico para avaliar o seu perfil genético relacionado a doenca.

Seré coletada uma amostra de sangue para a avaliagdo da presenca da mutacdo dos
genes CP, CYBRD1, HAMP e SLC40A1. Esta coleta sera realizada no laboratorio central do
Hospital Universitario Pedro Ernesto, sem nenhum custo para vocé. Este procedimento é
semelhante as outras coletas de sangue que vocé ja deve ter feito outras vezes a pedido do seu
médico, para realizacdo de exames laboratoriais de rotina.

Este material coletado ndo ficara estocado, mas o seu perfil genético sera armazenado
em banco de dados e podera, no futuro, ser utilizado para novas andlises genéticas, quando
VOCé serd novamente consultado para autorizar, assinando um novo termo de consentimento.

2.PROCEDIMENTOS:

Se vocé concordar em participar deste estudo:
- Vocé respondera a um questionario padronizado contendo sua identificacdo, além de
informac@es corretas sobre certas doencas que vocé tem ou teve.
- Vocé podera desistir a qualquer momento de participar deste trabalho, sem que isso afete o
seu acompanhamento no HUPE-UERJ.

3. DESCONFORTOS E RISCOS:

Questionario: perguntas diretas e de facil compreensdo de aproximadamente 15
minutos de duracéo.

Exame de sangue: desconforto no local da coleta do sangue, com risco de sangramento
e formacédo de hematoma no local.

3. CUSTOS:

Os exames serdo realizados no HUPE sem nenhum 6nus para vocé. As despesas de
passagem serdo pagas pelo pesquisador responsavel, quando vocé vier, especialmente, para
participar da pesquisa.

4. POSSIVEIS BENEFICIOS:

Aumentar o entendimento dos mecanismos envolvidos na predisposi¢do genética a
doenca. Comunicacdo e publicacdo de quaisquer que sejam os resultados a comunidade
cientifica e revistas médicas, mantendo em sigilo 0 seu home e seu endereco.
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5. CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS:

¢ As informac6es e procedimentos nesta pesquisa respeitardo as normas éticas de
privacidade e confidencialidade. Somente nos pesquisadores e vocé teremos
acesso as suas informacdes e seus resultados, com a garantia do sigilo sobre
todos os seus dados.

e Os dados deste estudo poderao ser discutidos com outros dermatologistas e 0s
resultados poderdo ser publicados, mas nenhuma identificagdo dos
participantes sera fornecida.

6. SE VOCE TIVER ALGUMA DUVIDA, O CONTATO DOS PESQUISADORES E:
Hospital Universitario Pedro Ernesto — HUPE/UERJ
Servico de Dermatologia
Av. 28 de Setembro, Vila Isabel
Tel: 2868-8478

7. CONSENTIMENTO:

Tendo recebido todos os esclarecimentos necessarios e, resguardados 0s preceitos
éticos que regulamentam este termo segundo a resolucdo CNS 196/96 do Ministério da Salde,
consinto em participar deste estudo.

Rio de Janeiro, de de 20

Nome do voluntério (letra de forma)

Assinatura

Dra Isabella Brasil Succi Dr. Jodo Carlos Macedo Fonseca
CRM 52 78164-9 CRM 52 30641-2
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APENDICE B - Artigo aprovado para publicacio nos Anais Brasileiros de Dermatologia

(secdo: Comunicagao)

ANCESTRALIDADE GENETICA DE PACIENTES COM PORFIRIA CUTANEA
TARDIA EM PAIS MISCIGENADO: UM ESTUDO TRANSVERSAL (RIO DE JANEIRO-
BRASIL)

Succi IB*, Porto LCS?, Domingues PM?®, Fonseca JCM*
1- Departamento de dermatologia, Hospital Universitario Pedro Ernesto - UERJ

2 - Laboratorio de Histocompatibilidade e Criopreservacao - UERJ.
3- Laboratdrio de Diagndstico por DNA - UERJ

A porfiria cuténea tardia (PCT) € a mais frequente de todas as porfirias e a de maior
interesse dermatoldgico. E classificada como uma porfiria hepatica cronica, decorrente da
reducdo da atividade da enzima uroporfirinogénio descarboxilase. Sua etiologia ndo esta
completamente elucidada, sendo necessarios fatores ambientais e genéticos para a expressao
clinica da doenca (1,2).

Sabemos que a populagdo mundial varia consideravelmente na sua predisposicao
para doencas. Porém, como a populacdo brasileira passou por intenso processo de
miscigenacdo, Visto que recebeu contribuices de europeus, africanos e amerindios,
resultando num perfil genético bastante heterogéneo, pouco visto em outras partes do mundo
(3, 4).

Devido a esta diversidade genética dos brasileiros, apesar de haver uma maior
frequéncia de relatos de PCT em pacientes caucasianos, ndo sabemos o potencial papel da
ancestralidade como um fator de risco independente associado a doenga.

Atualmente a ancestralidade genética tem sido aplicada em diversos estudos
populacionais e apresenta uma vantagem substancial sobre as caracteristicas fisicas visto que
é constante por toda a vida (5).

Os marcadores informativos de ascendéncia (AIMs) apresentam marcada diferenca
nas frequéncias alélicas entre as populacfes parentais sendo especialmente Gtil para estimar as
proporcdes ancestrais individuais. Em populages miscigenadas, sdo capazes de inferir a
composicao genetica que pode resultar em importantes implicacGes no perfil proteico herdado
das doencas (5, 6, 7).

N&o encontramos dados disponiveis na literatura sobre a contribuicdo da
ancestralidade em pacientes com PCT usando os AIMs. Até onde sabemos, este é 0 primeiro
estudo que avalia a ancestralidade genética em portadores de porfiria cutanea tardia advindos
de uma populacdo miscigenada. Nosso interesse € investigar a influéncia das origens
genéticas para aumentar o entendimento dos mecanismos envolvidos na predisposi¢do a
doenca.
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Foram incluidos 30 pacientes residentes do Rio de Janeiro, com diagndstico clinico,
laboratorial e/ou histopatoldgico de porfiria cuténea tardia esporédica, atendidos no Hospital
Universitario Pedro Ernesto/UERJ no periodo de 2012 a 2014.

Todos os pacientes concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero CAAE:
17620613.0.0000.5259 e tiveram o sangue coletado para andlise da ancestralidade genética.
A ancestralidade genética individual foi determinada por AIMs.

Um painel de 46 marcadores informativos de ancestralidade - INDELS, cujas
frequéncias alélicas apresentam diferencas significativas entre europeus, africanos e nativos
americanos, foi genotipado em um Unico PCR multiplex seguido por eletroforese capilar, de
acordo com o protocolo descrito por Pereira et al (8). Fragmentos amplificados marcados
com corante foram separados e detectados pelo sequenciador automatico ABI 3500 (Life
Technologies). As amostras foram genotipadas usando o programa GeneMapper v.4.1 (Life
Technologies). A nomenclatura dos alelos esta de acordo com Pereira et al. (8).

Para testar a estrutura das populaces e estimar proporcOes de ancestralidade foi
utilizado o programa STRUCTURE v2.3.3. Neste estudo, considerando a formagao historica
da populacdo brasileira, presumimos uma contribuicdo essencialmente tri-hibrida de
americanos nativos, europeus e africanos (ex, K=3) para a formacdo genética atual da
populacdo brasileira.

Os AlMs foram usados nos pacientes em estudo para estimar a propor¢do ancestral de
origem africana, europeia e amerindia. Os resultados da analise estdo apresentados no quadro
1 e figura 1.

Quadro 1 - Resultado da ancestralidade genética dos 30 pacientes portadores de PCT

Amostras | %Africana | %Europeia | %Amerindia
1 31,8% 45,8% 22,4%
2 5,1% 87,7% 7,2%
3 3,1% 93,7% 3,3%
4 16,2% 81,1% 2,7%
5 47,8% 44.7% 7,6%
6 21,7% 70,2% 8,2%
7 16,0% 74,6% 9,4%
8 13,2% 63,8% 23,0%
9 25,0% 69,3% 5,7%
10 15,8% 74,6% 9,6%
11 13,9% 77,8% 8,3%
12 14,9% 76,0% 9,1%
13 7,5% 82,8% 9,7%
14 25,8% 66,9% 7,3%




15 9,3% 53,9% 36,9%
16 38,0% 49,0% 13,0%
17 45,7% 47,7% 6,6%
18 16,4% 77,1% 6,5%
19 44,5% 47,6% 7,9%
20 8,6% 81,0% 10,4%
21 27,0% 67,5% 5,4%
22 5,5% 86,8% 7,7%
23 9,8% 84,6% 5,6%
24 11,6% 73,6% 14,8%
25 11,3% 74,2% 14,5%
26 3,4% 93,3% 3,3%
27 4,3% 87,1% 8,6%
28 24,0% 69,3% 6,7%
29 65,6% 29,1% 5,3%
30 20,6% 75,4% 4,0%
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Figura 1 - Distribuicdo dos pacientes portadores de PCT em relacdo a mistura étnica com
europeus, africanos e amerindios.

Pop 1 : Africana / Pop 2 : Européia / Pop 3 : Amerindia / Pop 4: Individuos analisados com

porfiria

Pop  Grupos inferidos NUmero de
1 2 3 Individuos
1. 0.996 0.003 0.002 105
2: 0.002 0.994 0.004 158
3: 0.001 0.025 0.974 64
4: 0.198 0.707 0.095 30
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Amerindios

Africanos Europeus

1.00

080

0.60

040

020

0.00

Popl Pop2 Pop3 Pop4

Pop 1(vermelho) : Africana / Pop 2 (verde): Europeia / Pop 3 (azul): Amerindia / Pop 4
(amarelo): Individuos analisados com porfiria

Calculamos o percentual médio dos 30 pacientes portadores de PCT, segundo a
ancestralidade genética obtida através dos AlMs. Houve um predominio significativo da
ancestralidade europeia (70,2%) e pequena contribuicdo das raizes africana e amerindia
(20,1% e 9,7% respectivamente).

Analisando pela mediana, observamos que metade da amostra apresentou percentual
de contribuigdo europeia maior que 74,4%. Para as ancestralidades africana e amerindia, 0s
valores foram 15,9% e 7,8% respectivamente.

Este dado corrobora com o fato da maior parte dos estudos de grupos com PCT
provém de populacBes homogéneas, principalmente europeias, como Hungria, Suécia,
Noruega etc. (2,9). A mutacdo C282Y no gene da hemocromatose hereditéria, frequente em
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descendentes de europeus, também foi observada em pacientes com PCT contribuindo para a
sobrecarga de ferro (9).

Manta et al (10) avaliaram a propor¢do de mistura étnica em individuos nascidos no
Rio de Janeiro usando marcadores autossomicos. Neste estudo foi observada uma influéncia
predominantemente européia (55,2%) com uma pequena contribuicdo das raizes africana
(31,1%) e amerindia (13,7%).

Comparando a ancestralidade genética apenas dos pacientes naturais do Rio de Janeiro
(23 individuos) com o estudo realizado por Manta et al (10), observamos que 17 (73,91%)
dos 23 pacientes apresentaram porcentagem de ancestralidade europeia acima da estimativa
de 55,2% encontrada neste estudo. No caso da ancestralidade africana tivemos 5 (21,74%)
pacientes com percentual acima da estimativa de Manta et al e para a amerindia, esse
percentual foi de 17,39% (4 pacientes) (teste de Qui-quadrado (P-valor): 0,000).

Em regides com maior ancestralidade europeia, seria importante organizar uma rede de
atendimento, incorporando exames diagnosticos especificos, aprimorando o tratamento,
contemplando também a PCT.

Em resumo, na nossa amostra de pacientes com PCT advindos de uma populacéo
miscigenada, os dados da distribui¢do de acordo com a ancestralidade genética mostraram um
predominio significativo de contribuicdo da raiz europeia.
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APENDICE C - Manuscrito submetido para publicacio na revista Journal of
Investigative Dermatology (Letter to the editor)

SLC40A01 and CP Single-nucleotide Polymorphisms in Porphyria Cutanea Tarda Patients of
Admixture Ancestry

Succi IB*, Porto LCS?, Silva DA®, Nascimento AP?, Neto RC?, Fonseca JCM™.
1- Dermatology department, Pedro Ernesto University Hospital, UERJ
2- HLA Laboratory, UERJ

3- DNA Diagnostic Laboratory, UERJ

Porphyria cutanea tarda (PCT) is a multifactorial disease: clinical expression depends
on both genetic and acquired factors. However, these factors remain incompletely understood
(Horner et al, 2013) (Puy et al, 2010) (Lambrecht et al, 2007). Few studies have examined the
connection between PCT and the regulation of iron metabolism genes; most of these have
emphasized the role of the HFE gene (Horner et al, 2013) (Balwani and Desnick, 2012). Recent
studies on hereditary hemochromatosis have implicated the involvement of modifier genes
(other than HFE) that affect iron homeostasis (Radio et al, 2015) (Hamdi-Rozé et al, 2016) (Faria
et al, 2016), so we decided to evaluate the possible role of these genes in PCT. We selected 5
polymorphisms in CYBRD1, CP, SLC40A1, and HAMP genes to determine whether these
polymorphisms can act as genetic modulators in patients with sporadic PCT who test negative
for the C282Y mutation. This mutation is more frequent among northern European
populations (Puy et al, 2010) (Balwani and Desnick, 2012) (Bulaj et al, 2000) (Elder and Worwood,
1998). Because the Brazilian population is heterogeneous (with African and Amerindian
contributions) (Ramos et al, 2016), we also investigate the genetic ancestry of patients and

controls to ensure suitable matching.
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We analyzed DNA samples from 29 patients seen consecutively at Pedro Ernesto
University Hospital in Rio de Janeiro, Brazil. All patients had been diagnosed with sporadic
PCT based on clinical and laboratory results and were negative for the C282Y mutation of the
HFE gene. The controls included healthy subjects (blood donors) with iron parameters within
normal ranges, who were matched to the patient group in terms of geographical area and
ethnic background. After receiving the signed written consent (approved by the Rio de Janeiro
State University Ethics Committee), genomic DNA was isolated from peripheral blood
leukocytes using a QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen, Valencia, CA). The following
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes that play a significant role in iron
homeostasis were investigated: CYBRD1 (rs868106), CP (rs17838832), SLC40Al
(rs13015236 and rs11568351), and HAMP (rs10421768). Alleles were discriminated using the
ABI StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA) using
TagMan Assays, according to the manufacturer’s instructions. Allele and genotype
frequencies were estimated; statistical differences were tested for significance with Fisher’s

exact test and/or chi-squared analysis. Differences with P< 0.05 were considered significant.

The results were compared with those of 107 healthy individuals matched for genetic
ancestry, gender and age. Genetic ancestry was confirmed by ancestry informative markers
(AlMs) as European, African, or Amerindian (Pereira et al, 2012). Analysis of PCT patients
according to the results obtained through AIMs revealed prevalent European ancestry
(70.2%). African and Amerindian ethnicities were less common: 20.1% and 9.7%,

respectively (Figure 1).

The frequency of the TT genotype of rs13015236 in the SLC40A1 gene was higher in
PCT patients (44.8%) than in controls (20.6%) (p<0.02). The rs13015236 C allele of the
SLC40A1 gene was more frequent among healthy individuals (53.3%) compared with PCT

patients (34.5%) (p<0.01). The rs17838832 G allele of the CP gene was more common
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among PCT patients (14.3%) compared with controls (4.9%) (p<0.05). The frequencies of the
GG and AG genotypes were higher in the PCT group (25.0%) than in healthy individuals
(9.8%) (p<0.04). The genotype and allele frequencies of the three remaining polymorphisms
analyzed (rs868106 in CYBRD1, rs11568351 in SLC40AL, and rs10421768 in HAMP) were

similar in PCT patients and controls (tablel).

The rs17838832 G allele of the CP gene was more common among PCT patients (25%)
compared with controls (9.8%) (p<0.05). The frequencies of the GG and AG genotypes were
higher in the PCT group (25.0%) than in healthy individuals (9.8%) (p<0.04), indicating that
these variants may predispose carriers to changes in iron homeostasis, which in turn could

contribute to the development of PCT.

Panton et al, 2013, also reported a higher frequency of G allele of CP in South African
black PCT patients. However, when Caucasian and “Coloured” PCT patients were compared
with controls, there was no significant difference in the frequency of this allele. Different
from Panton et al, we collected information related to genetic ancestry through AIMs. The
results revealed that 70.2% of patients were of European ancestry. Even in those who declared
themselves “black™ or “racially mixed”, the percentage of European ancestry (69.6%) was

greater than that of African (20.6%) or Amerindian (10.7%) roots.

Our Statistical analysis revealed no relationships among genotype, allele frequency, and
genetic ancestry. Most of the participants (59.6%) in the study presented here were of
European ancestry. In the study performed by Panton et al, 2013, the patients were classified
according to the color of their skin (ethnoracial classification). This methodological

discrepancy may explain the differences in the results obtained for both studies.

We also found higher frequencies of the rs13015236 C (G reverse) allele of SLC40AL in

healthy individuals compared with PCT patients. Comparing our results regarding the SNP
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mentioned above with those of Panton et al, 2013 yielded conflicting results who found a
higher frequency of this allele among PCT patients. The CC and CT genotypes were more
frequent in the controls, so these alleles may confer protection against PCT. A single C allele
might be sufficient to protect against the disease. This allele may confer protection against
PCT manifestations, since both CC and CT genotypes were more frequent in the controls
(p<0.03). Thus, a single C allele might be sufficient to protect directly against the disease or
to influence the regulation of biota and inflammation (Montalbetti et al, 2013) so indirectly in

PCT development.

Recently, a polymorphic variant of glyceronephosphate O-acyltransferase (GNPAT)
was shown to be a risk factor for familial PCT (Farrell et al, 2016). Further studies are
necessary to evaluate the possible role of other genes as well as the interaction with genetic

ancestry.

In brief, our data highlight a possible role for the rs17838832 SNP in CP in predicting
PCT. The present analysis shows a higher frequency of the G (C reverse) variant in these
patients. Regarding the rs13015236 SNP in SLC40A1, the presence of a C allele could protect

against iron overload.



Table 1. Results of the polymorphisms in SLC40A1, HAMP, CP and CYBRDL genes.
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CONTROLS PCT PATIENTS p- value
Gender 53 male 54 female | 16 male 13 female
Age 19 - 62 (35.6) 19-74 (53.4)
SLC40A1 —rs13015236
cC 29 (21.10%) 4 (13.79%)
CT 56 (52.34%) 12 (41.38%) 0.0243
TT 22 (20.56%) 13 (44.83%)
C 114 (53.27%) 20 (34.48%) 0.0096

OR=0.3186 CI (95%) = 0.1331-0.7786

SLC40A1 - rs11568351°

cC 2 (1.89%) 0 (0.0%)
CG 30 (28.30%) 6 (20.69%) NS
GG 74 (69.81%) 23 (79.31%)
G 178 (88.11%) 52 (89.65%) NS
HAMP — rs10421768
AA 60 (56.07%) 19 (65.52%)
AG 42 (39.25%) 8 (27.59%) NS
GG 5 (4.67%) 2 (6.90%)
A 162 (75.70%) 46 (79.31%) NS
CP —rs17838832"
AA 92 (90.20%) 21 (75%)
AG 10 (9.80%) 6 (21.43%) 0.0352
GG 0 (0.0%) 1 (3.57%)
G 10 (4.90%) 8 (14.28%) 0.0419

OR=3.0667 CI (95%) = 0.9859-9.0386

CYBRD1 - rs868106°

AA 19 (17.92%) 4 (13.79%)
AG 47 (44.34%) 17 (58.62%) NS
GG 40 (37.74%) 8 (27.59%)
A 85 (40.09%) 25 (43.10%) NS

a: 106 controls. b:102 controls and 28 PCT patients.



Figure 1: Genetic ancestry distribution of PCT patients and controls

Given Inferred Clusters ~ Number of
Pop 1 2 3 Individuals
1: 0.996 0.002 0.002 105

2: 0.002 0.993 0.005 158

3: 0.001 0.022 0976 64

4: 0.249 0.620 0.131 107

5: 0.205 0.683 0.113 29

All others

Cluster 1 Cluster 2

1 7 3 4 §

Pop 1: Africans Pop 2: European Pop 3: Amerindians Pop 4: Controls Pop 5: PCT patients

Figure 1: Graphical representation of individual contributions generated by Structure software, assuming K=3
populations.

82



83

(1) Tri-plot showing parental populations grouped at the corners and cases and controls in the center of the
triangle according to their ancestors. Red circles represent African population, green European and blue
Amerindian. Pink circles represent PCT patients and yellow circles represent control individuals.

(2) Bar plot showing the African (red-Pop 1), European (green-Pop 2) and Amerindian (blue-Pop 3)
contributions. Each column represents an individual. The last two columns represent the controls (Pop 4) and
PCT patients (Pop 5).
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