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Resumo

0 objetivo desta revisao foi avaliar o impacto clinico dos polimorfismos de base Unica do gene
TMPRSS6 nos parametros eritrocitarios e no metabolismo do ferro e ir para além destas areas
e estudar os seus efeitos noutras patologias como a hemocromatose hereditaria, figado gordo
nao alcoodlico, sindrome de pica, talassemias nao dependentes de transfusdao sanguinea,
poliendocrinopatias autoimunes, doenca de Parkinson, anemia da doenca renal cronica,
neoplasias e diabetes mellitus tipo 2. Foi efetuada uma revisdo sistematica da bibliografia
utilizando as bases de dados PubMed e PMC, tendo a pesquisa obtido 177 e 530 artigos,
respetivamente. Destes, 36 foram incluidos na revisao.

Foi obtido um numero de estudos significativo sobre os efeitos dos polimorfismos nos
parametros eritrocitarios e no metabolismo do ferro, o que levou a uma proposta de
modificacao do algoritmo de diagndstico e tratamento da anemia ferropénica. Nas restantes
patologias, embora o nimero de estudos para cada uma fosse reduzido, identificaram-se
efeitos relevantes destes polimorfismos, com forte influéncia no prognéstico, principalmente
no caso da hemocromatose hereditaria e neoplasia da mama. Investigacdo adicional é
necessaria para clarificar estes efeitos.

E também apresentado um case report de um caso de anemia ferropénica que espelha a

importancia desta tematica na pratica clinica.

Palavras-chave

TMPRSS6; Ferro; Matriptase-2; Anemia; Polimorfismo.
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Abstract

The aim of this review was to assess the clinical impact of TMPRSS6 single nucleotide
polymorphisms on blood and iron parameters and go beyond these areas and evaluate their
effects on other pathologies such as hereditary hemochromatosis, non-alcoholic fatty liver
disease, Pica syndrome, non-transfusion dependent thalassemias, polyendocrine autoimmune
syndromes, Parkinson’s disease, anemia of chronic kidney disease, cancer and type 2 diabetes
mellitus. A systematic review was conducted using the PubMed and PMC databases which
yielded 177 and 530 articles respectively. Of these, 36 were included in the review. Sufficient
studies addressing the effects on blood and iron parameters were included to warrant a
suggestion of iron deficiency anemia diagnostic and treatment algorithm change. On other
pathologies, although the studies were few for each pathology and not all had a large number
of participants, they show relevant effects of these variants, with strong prognostic effect on
hereditary hemochromatosis and breast cancer mainly. Additional research is needed to
clarify the role of these polymorphisms.

A case report of a patient with iron deficiency anemia is also included to provide an example

of how relevant this matter can be in clinical practice.
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Introducao

O gene TMPRSS6 (OMIM *609862), localizado no braco longo do cromossoma 22, na posicao
12.3, codifica a protease de serina transmembranar tipo Il matriptase-2." A matriptase-2 é o
regulador negativo da producao de hepcidina - hormona chave na regulacao do metabolismo
do ferro.? Em resposta a excesso de ferro no organismo, a hepcidina é up-regulated através
da via bone morphogenic protein (BMP)-hemojuvelin (HJV)-sons of mothers against
decapentaplegic homologs (SMAD). A matriptase-2 cliva a hemojuvelina3, inibindo, por
conseguinte, a producao de hepcidina. A expressdo de mRNA TMPRSS6 é up-regulated em
condicbes de hipoxia e pela eritropoietina e é suprimida por condicées de inflamacao.® A
matriptase-2 também tem a capacidade de degradar determinados componentes da matriz
extracelular, tais como a fibronectina, colagénio tipo | e fibrinogénio.?

A inativacao do gene TMPRSS6 é responsavel pela entidade patologica conhecida como anemia
ferropénica refrataria ao ferro/iron refractory iron deficiency anemia (IRIDA, OMIM #206200,
ORPHA209981). A IRIDA é caracterizada por anemia microcitica e hipocromica congénita,
volume globular médio (VGM) muito baixo, saturacao de transferrina (ST) reduzida e anormal
absorcéo de ferro caracterizada por auséncia de melhoria hematoldgica apos tratamento com
ferro oral e resposta incompleta ao ferro parentérico.* Varios Genome Wide Association
Studies (GWAS) identificaram uma associacao entre Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) no
gene TMPRSS6 e parametros eritrocitarios e do metabolismo do ferro®'" e estudos
subsequentes encontraram associacdo também com os valores séricos de hepcidina® e
excrecao urinaria de hepcidina.'? Estas associacbes variam com a populacdo em estudo. Minor
allelic frequencies (MAF) de cada SNP sao significativamente diferentes entre as varias
etnias. Existe também pouca informacdo relativamente aos efeitos da presenca de mais do
que um SNP concomitantemente num individuo. E apresentado um caso que, para além de
espelhar os efeitos destes SNPs nos parametros eritrocitarios e no metabolismo do ferro,
aborda este ultimo ponto.

Estudos recentes, indicam que os SNPs do gene TMPRSS6 tém um papel relevante em doencas
de sobrecarga de ferro como a hemocromatose hereditaria’® e as talassemias nao
dependentes de transfustes sanguineas'¥, na anemia da doenca renal cronica em pacientes
em hemodialise'®, no progndstico do figado gordo ndo alcodlico’ e na fisiopatologia da
sindrome de pica."”'® Também parece haver uma associacdo com as poliendocrinopatias
autoimunes'® e com o risco de desenvolver doenca de Parkinson?® assim como com a diabetes
mellitus tipo 22" e os niveis de hemoglobina glicada.??

A semelhanca da matriptase-1, relativamente a qual foi demonstrado um importante papel
em varias neoplasias, a matriptase-2 foi implicada na carcinogénese e progressao tumoral em
neoplasias da mama e prostata. Embora ainda existam poucos estudos, os SNPs do gene
TMPRSS6 parecem ter um papel bastante importante.?>2>

O objetivo desta revisao é esclarecer os efeitos dos SNPs do gene TMPRSS6 nos parametros

eritrocitarios e no metabolismo do ferro identificados nos GWAS e estudos subsequentes,



abrangendo as varias etnias, e ir além destes efeitos ja conhecidos e identificar o seu impacto

clinico noutras patologias e identificar areas onde estudos adicionais sdo necessarios.

Métodos

Modo de pesquisa

Foi realizada uma pesquisa eletronica da literatura utilizando as bases de dados PubMed e
PMC. Utilizou-se unicamente o termo “TMPRSS6”, de modo a obter o maior niUmero de artigos
possivel. Os estudos foram selecionados inicialmente com base no titulo e leitura rapida do
abstract. Posteriormente, os abstracts foram analisados pormenorizadamente e os critérios

de elegibilidade foram aplicados.

Critérios de elegibilidade

So6 foram considerados artigos publicados até junho de 2017. O primeiro passo na selecao dos
artigos foi a exclusao de duplicados e analise dos titulos e abstracts, seguidamente. Os artigos
foram considerados quando eram trabalhos de pesquisa originais (incluindo case reports),
restritos a espécie humana e referentes a SNPs no gene TMPRSS6 e seu papel nos parametros
eritrocitarios e no metabolismo do ferro ou que fossem referentes a efeitos noutros
parametros ou em determinada patologia. Artigos exclusivamente referentes a IRIDA foram
excluidos. Apenas artigos disponiveis na sua totalidade e de acesso livre foram incluidos. Os
artigos elegiveis foram lidos integralmente e toda a informacdo e dados relevantes foram
extraidos. Os SNPs encontrados nos estudos foram pesquisados nas bases de dados VarSome,
dbSNP e ClinVar para identificacdo do nimero da Human Genome Variation Society (HGVS) e
para verificacdo das alteracées da cadeia de DNA e sequéncia de aminoacidos. SNPs nao

presentes nas bases de dados foram excluidos.

Resultados

Utilizando o referido termo de pesquisa, foram obtidos 177 artigos na base de dados PubMed
e 530 na PMC. Destes, foram excluidos 650 por ndo apresentarem relacdo com o tema ou nao
cumprirem os critérios de elegibilidade apos leitura breve do abstract. Dos 57 selecionados,
apos aplicacao dos critérios de elegibilidade, foram incluidos 36 na revisdao. A informacao

relativamente aos SNPs abordados na revisao é apresentada no Anexo 1.

Case Report

Os dados presentes no case report foram obtidos por consulta do processo clinico e em
discussao com o seu médico assistente. A paciente assinou um consentimento informado para
utilizacao dos seus dados, se devidamente anonimizados. A analise do case report foi baseada
nos artigos constantes da revisao efetuada. Foi feita uma pesquisa adicional utilizando o

motor de busca Google e o termo de pesquisa TMPRSS6, restringindo a pesquisa a artigos



provenientes de Portugal. Como critérios de elegibilidade foram utilizados os mesmos
expressos anteriormente para a revisao e considerando artigos referentes apenas a populacdo

portuguesa. Foi utilizado apenas um trabalho nao presente na revisao.

Desenvolvimento

1. Parametros eritrocitarios e metabolismo do ferro

Os GWAS foram os primeiros a identificar uma relacdo entre os parametros eritrocitarios e
metabolismo do ferro e o gene TMPRSS6. Tanaka et al.> encontraram uma forte associacdo
entre os SNPs rs855791 e rs4820268 (P=4.16x10% e P=5.12x10° respetivamente) e as
concentracoes de ferro. O SNP rs5756504 mostrou apenas associacao moderada. Cada variante
do gene TMPRSS6 é responsavel por 1% da variabilidade da concentracao do ferro. Neste
mesmo estudo, embora nao tenha sido encontrada uma associacao entre os SNPs do gene
TMPRSS6 e a prevaléncia de anemia, estes revelaram-se associados a menores valores de VGM
e de hemoglobina (Hb) e a valores aumentados do Red cell distribution width/dispersao do
volume eritrocitario (RDW). Os resultados deste estudo dizem respeito a populacdes da
Europa e da india. Noutros GWAS, verificou-se associacdo entre o SNP rs855791 e a
concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)®, ferro sérico (FS) e ST”' e
hemoglobina corpuscular média (HCM)®7-° e a associacao com os valores de VGM®7-? e Hb® foi
replicada. Também foi verificada uma associacao entre os SNPs rs2413450 e rs5756506 com os
valores de VGM e HCM respetivamente.®

Num estudo de Chambers et. al’ realizado em populacdes europeias e indianas, o SNP
rs855791 foi o que revelou associacdo mais forte com os niveis de Hb (P=4.3x107 para
europeus e P=1.4x10"" para indianos). A proporcao da variacdo dos valores de Hb nas
populacdes explicada pelo rs855791 foi de 0.25% para europeus e 0.31% para indianos. O alelo
que condiciona menores valores de Hb foi mais prevalente em indianos do que em europeus
neste estudo (0.52% vs 0.43%). Individuos com o SNP em homozigotia apresentaram
concentragbes de hemoglobina em média 0.2 g/dL mais baixas comparativamente a individuos
sem o SNP. Neste estudo, o SNP rs228918 verificou-se independentemente associado a
menores valores de Hb em ambas as populacoes (P=1.2 x 108 em europeus e P=7.6 x 10 em
indianos). Contrariamente a estes dados, o SNP rs5756506 foi o Unico SNP significativamente
relacionado com os valores de Hb (P=3.4x10%) no estudo de Soranzo et al.®, embora estes
autores aleguem que o design do seu estudo possa ter introduzido algum viés. Benyamin et.
al', numa populacdo composta por adultos e adolescentes australianos, encontraram
associacdo significativa entre SNPs do gene TMPRSS6 e valores de FS (P=1.6x10""" em
adolescentes e P=9.9x10""" em adultos) e de ST (P=9.7x10""* em adolescentes e P= 1.8x10"
em adultos), sendo esta associacao mais significativa com o SNP rs855791. Os valores de FS e

ST diminuiam 0.18 e 0.20 desvios padrao da média, respetivamente, em ambas as coortes,



por cada alelo com o SNP. Na populacao adolescente, o SNP rs855791 afetava
significativamente os valores de Hb (P=2.3x10°) e VGM (P=1.3x10"), reduzindo-os em 0.15 e

0.14 desvios padrdao da média, respetivamente. Nao foram encontradas diferencas entre
géneros em nenhum dos resultados reportados. Um Unico GWAS ndo encontrou qualquer
associacao estatisticamente significativa entre SNPs do gene TMPRSS6 e valores do
metabolismo do ferro.

Desde que os GWAS foram publicados, varios outros estudos e case reports foram realizados,
revelando nova informacao relevante e, por vezes, contrastante com os dados acima
apresentados.

Dos varios SNPs, é sobre o rs855791 que existe mais informacao. Localizado no exdo 17, o
dominio tipo serina protease, esta variante missense?® foi relacionada com alteracoes no FS,
ST, VGM, CHCM, HCM e Hb. Estes efeitos verificaram-se tanto em adolescentes como em
adultos, conforme o estudo de Benyamin et al.'® Criancas portadoras de SNPs no gene
TMPRSS6 sao mais susceptiveis a desenvolver ferropenia, a semelhanca do que acontece com
o fendtipo mais severo provocado por mutacdes causadoras de IRIDA no gene TMPRSS6 em
criancas comparativamente a adultos, segundo Kloss-Brandstatter et al.'”> Um estudo de
grande escala dinarmarqués, usando dados de dadores de sangue, realizado por Sgrensen
et.al,?” identificou uma associacdo entre o SNP rs855791 e niveis reduzidos de ferritina em
individuos do sexo masculino. No entanto, nado foi detetado risco aumentado de desenvolver
ferropenia. Nos individuos do sexo feminino, o SNP nao pareceu causar qualquer efeito.
Poggiali et al.? associaram o SNP rs855791 a niveis mais baixos de Hb, VGM e HCM. Este
polimorfismo também se revelou variavelmente associado a outros SNPs, verificando-se uma
agreement percentage mais elevada com o rs4820268 (88.9%) e rs2235321 (64.8%). Valenti et
al.’® encontraram uma associacdo com menores valores de VGM e de ferritina, enquanto
Pelusi et al." ndo encontraram qualquer relacdo com niveis de Hb ou valores do metabolismo
do ferro. Delbini et al.?® verificaram que a prevaléncia do rs855791 estava significativamente
aumentada num grupo de individuos com AF. Para além destes efeitos, Nai et al.3 associaram
0 SNP a niveis séricos de hepcidina reduzidos.

Relativamente aos efeitos do SNP rs855791 nos parametros eritrocitarios e no metabolismo do
ferro na populacdo de ascendéncia europeia, os estudos ndo sdo consistentes nos seus
achados e nem todos replicam os dados dos GWAS. Isto pode estar relacionado com o design
dos diversos estudos ou com o nimero de participantes nestes. Além disso, outros fatores ndo
considerados podem ter um papel modificador na expressao dos efeitos dos SNPs. Também
nao podemos deixar de considerar a potencial interacao de SNPs noutros genes reguladores do
metabolismo ferro, como o TF ou o HFE, embora isto esteja para além do objetivo desta
revisdo. De qualquer das formas, com base nestes dados, o SNP rs855791 atuara como
variante de suscetibilidade, razao pela qual os resultados apresentam esta variabilidade.

O SNP rs4820268, uma mutacdo sinonima localizada no dominio tipo recetor-LDL classe A no
exao 13°, embora ndo resulte em alteracao da sequéncia de aminoacidos, pode causar

traducao ineficiente do codao e levar a uma matriptase-2 com estrutura alterada.? Kloss-
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Brandstatter et al.'? associaram este SNP a menores concentracdes de FS, niveis reduzidos de
Hb, menor VGM, RDW aumentado e valores reduzidos de hepcidina na urina. Nao
encontraram, também, um efeito epistatico entre rs4820268 e rs855791. Ji et al.?, numa
coorte australiana de dadores de sangue, encontraram uma forte associacao deste SNP com
niveis baixos de ferritina. Em heterozigotia, triplicava o risco de niveis reduzidos de ferritina
(P=0.01). Delbini et al.?® associaram significativamente os SNPs rs4820268, rs11704654 e
rs2543519 (P<0.0001) a anemia refrataria a terapéutica com ferro.

Beutler et al.3° referem a presenca de um SNP incomum, rs117576908, em ligeiro excesso na
populacdo anémica do seu estudo. Quando em trans com uma mutacdo causadora de IRIDA,
contribui para a AF. No estudo de Poggiali et al.? sdo descritos dois pacientes com o incomum
SNP rs139105452 que necessitaram de terapéutica com ferro parentérico e outra paciente,
com 10 anos de idade, portadora do SNP rs146767495, que necessitou de suplementacao com
ferro parentericamente desde os 5 anos de idade.

Nas populacdes asiaticas, os dados disponiveis apontam para efeitos semelhantes. An et al.3'
estudaram os efeitos dos SNPs rs855791 e rs4820268 numa coorte composta por varias etnias
chinesas. Ambos se revelaram fortes fatores de risco para a AF (P=8.43x10° e P=6.49x108
respetivamente). O risco foi mais elevado para anemia ferropénica (AF) do que para
ferropenia ou anemia isoladamente. Também mostraram relacdo com menores valores de FS,
Hb, VGM, ST e valores mais altos de protoporfirina eritrocitaria livre. Na populacao chinesa
de etnia Han, no estudo de Gan et al.?', os SNPs rs855791 e rs4820268 estavam
significativamente associados a menores valores de Hb (P=0.0006 e P=0.0013 respetivamente)
e menores concentracdes plasmaticas de ferritina (P=0.0015 e P=0.0058 respetivamente).
Interessantemente, a equipa demonstrou que a associacao de cada SNP com os valores
estudados perdia significancia estatistica quando considerados isoladamente e que um
haplétipo contendo ambos os SNPs mantinha associacao com os valores de Hb e ferritina. Os
dois SNPs também se mostraram associados a um menor risco de desenvolver sobrecarga de
ferro (P=0.0016 e P=0.0068) mas nao alteraram o risco de desenvolver anemia. Pei et al.,*
num estudo em mulheres taiwanesas com menorragia, demonstraram um aumento de
prevaléncia de anemia na presenca do SNP rs855791, tanto em hétero como em homozigotia.
Nao foi encontrada qualquer diferenca nos restantes parametros eritrocitarios nem nos niveis
de ferritina. Na auséncia do SNP, nao se verificou diferenca na prevaléncia de anemia nem no
grupo de mulheres com menorragia nem no grupo de controlo de mulheres saudaveis.
Athiyarath et al.3? estudaram o impacto do SNP rs855791 na resposta a suplementacdo com
ferro oral numa coorte de gravidas indianas. O estudo revelou que a variante se associou
significativamente a uma resposta reduzida a suplementacdo com ferro.

Ao considerar os efeitos dos SNPs do gene TMPRSS6 nas populacoes africanas, é necessario ter
em conta outros fatores. A anemia e a ferropenia sao altamente prevalentes. Malnutricao e
um leque de infecbes parasitarias estao entre as principais causas.?* Estudos em
afroamericanos revelaram que estes tém niveis mais baixos de Hb e ST e niveis mais elevados

de ferritina quando comparados com individuos de ascendéncia europeia.® Danquah et al.3¢



estudaram os efeitos do SNP rs855791 em criancas do Ruanda. O SNP foi observado em 17.8%
dos participantes com uma MAF de 0,096. A MAF em pacientes europeus e asiaticos é de 0.4 e
0.5 respetivamente. Nao foi encontrada nenhuma associacao do SNP com os niveis de ferritina
ou com anemia. No entanto, os autores referem que o nimero reduzido de participantes (545)
e a elevada prevaléncia de complicacdes infeciosas pode ter influenciado os resultados.
Gichohi-Wainaina et al.® num estudo em 3 populacdes africanas (Quenianos, Tanzanianos e
Sul Africanos) encontraram associacao entre os SNPs rs2413450 e rs4820268 com niveis mais
baixos de Hb (P=0.02 e P=0.01 respetivamente) a semelhanca dos resultados encontrados
noutros estudos em populacdes europeias e asiaticas. Estes autores reportam as MAF de varios
SNPs, que diferem significativamente das encontradas das populacoes europeias. Por
exemplo, a MAF do SNP rs4820268 nas 3 populacoes foi de 0.27, 0.22 e 0.18 respetivamente,
enquanto em populacdes europeias, a frequéncia deste SNP é de 0.41. Noutro estudo deste
mesmo autor,? numa coorte de mulheres sul africanas, nao foi encontrada qualquer
associacao entre o SNP rs855791 e anemia ou ST. A MAF encontrada foi de 0.09. Uma
combinacao de dois alelos, rs228918 e rs228921, revelou-se associada a menores niveis de
recetor de transferrina. Estes dois SNPs estdo associados a niveis mais elevados de Hb,
noutros estudos.

O SNP rs855791 (p.Val736Ala) tem uma MAF bastante menor na populacao africana
comparativamente a europeia e asiatica. Também nao parece ter um papel muito relevante
nos parametros eritrocitarios e no metabolismo do ferro nesta populacao, ao contrario do que
é reportado nas outras. Analise comparativa mostra que o aminoacido alanina é o conservado
entre espécies, sendo, por conseguinte, o ancestral. Isto sugere que o aminoacido valina,
resultante do SNP, é resultado de uma variacao evolucionaria recente.32¢ Isto pode aplicar-se

também a outros SNPs.

2. Case Report

Uma mulher portuguesa de 72 anos de idade apresentou-se na consulta com AF, com um valor
de Hb de 7.5g/dL, que nao respondia a terapéutica com ferro oral. Os indices celulares
revelaram uma eritropoiese microcitica e hipocromica. A hemoglobina reticulocitaria e a
ferritina estavam diminuidas. A investigacdo do trato gastrointestinal superior e inferior
revelou uma pequena hérnia do hiato e um Unico polipo, respetivamente. A endoscopia por
videocapsula e ressonancia magnética do intestino delgado nao revelaram quaisquer achados.
Nao foi identificada colonizacao por Helicobacter pylori. O estudo genético para variantes no
gene TMPRSS6 ndo detetou variantes patogénicas causadoras de IRIDA, mas detetou 3 SNPs
em heterozigotia: rs2235324, rs4820268 e rs855791.

Foi iniciado tratamento com ferro intravenoso (carboximaltose férrica) que normalizou o valor
de Hb e repos as reservas de ferro. A paciente reporta também melhoria da qualidade de
vida. Presentemente, € necessaria suplementacdo a cada 3 meses para manutencao de

valores normais de Hb.



Com base nos dados presentes nesta revisao, verifica-se que o SNP rs855791 esta associado a
menores valores de FS, ST, VGM, Hb, HCM, CHCM e ferritina, e o SNP rs4820268 a menores
valores de Hb, FS, VGM e RDW aumentado em populacoes europeias. O SNP rs2235324,
embora ndo tenha sido associado a alteracGes em parametros eritrocitarios, resulta numa
substituicdo ndo-sinbnima no exao 7, onde se localiza o dominio CUB. Em pacientes com
IRIDA, variantes patogénicas nesta regido alteram a interacao entre a matriptase-2 e a HJV,
resultando num aumento de hepcidina. Este SNP podera afetar esta interacdo de forma
similar, embora com menos gravidade.® Na populacdao portuguesa, Goncalves et al.®
identificaram todos estes SNPs numa coorte de 114 mulheres. Associaram também o SNP
rs855791 a menores valores de Hb, FS e ST (P=0.0362; P=0.0091 e P=0.0154 respetivamente).
Este estudo revela que os dados de outras populacdes europeias provavelmente sao aplicaveis
a nossa populacao. Nao obstante, sao necessarios estudos de maior escala para confirmar esta
hipotese e para avaliar o impacto deste SNPs na saude publica. De qualquer das formas, os
SNPs afetam os parametros eritrocitarios e o metabolismo do ferro por mecanismos distintos
e, no caso apresentado, a sua presenca explica a AF refrataria a terapéutica com ferro oral e

que responde temporariamente a suplementacao com ferro intravenoso.

3. Outras Patologias
Recentemente, os SNPs do gene TMPRSS6, principalmente o SNP rs855791, tém sido

associados a varias outras patologias. Um grupo de patologias onde esta associacdo nao é
surpreendente, € nas patologias associadas a sobrecarga de ferro. A hemocromatose
hereditaria (HH, OMIM #235200) é uma doenca autossomica recessiva do metabolismo do ferro
na qual o corpo acumula este elemento em excesso. O excesso de ferro deposita-se em varios
orgaos, levando a sua faléncia, resultando numa variedade de estados graves, incluindo
cirrose hepatica. A variante mais frequente é a p.Cys282Tyr no gene HFE.“° Num estudo de
Valenti et al.”3> o SNP rs855791 revelou-se significativamente sub-representado em pacientes
com HH (P=0.0023), tanto em homozigdticos para a variante p.Cys282Tyr como para outros
genotipos do gene HFE. A equipa demonstrou que o SNP se associa negativamente com o
fenotipo HH, independentemente da idade ou género. Este efeito foi mais forte em individuos
do sexo feminino. Nesta populacao, o SNP rs855791 associou-se a um risco quatro vezes
inferior de desenvolver cirrose hepatica (OR=3.93, P=0.026) e com o aumento no nimero de
alelos com o SNP, verificou-se uma reducdao na incidéncia cumulativa de carcinoma
hepatocelular (P=0.050). Estes dados sugerem que o SNP atua como um modificador genético
da HH. Devido ao nimero reduzido de participantes neste estudo, outros de maior escala sdo
necessarios antes de ser possivel extrapolar os dados para a pratica clinica.

0 figado gordo nao alcoélico e a sindrome metabdlica sao caracterizados por up-regulation da
hepcidina.’ O FGNA (OMIM %613282) é o resultado da acumulacdo excessiva de triglicerideos
no figado devido a obesidade, insulinorresisténcia, diabetes e outras condicdes menos
comuns. Esta acumulacdo, denominada esteatose hepatica, em individuos suscetiveis, leva a

esteatohepatite que pode progredir para cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular.*' No



seguimento do estudo anterior, Valenti et al.' estudaram o impacto do SNP rs855791 na
acumulacao hepatica de ferro no figado gordo nao alcodlico, pois esta acumulacao agrava o
prognostico da doenca. O SNP na forma homozigotica foi associado a uma menor prevaléncia
de reservas hepaticas de ferro detetaveis (P=0.01). Neste grupo de doentes, os niveis de
hepcidina estavam elevados, apesar dos niveis baixos de ferro, e aumentavam com o nimero
de alelos com o SNP (P=0.028). Apds analise adicional, o SNP rs855791, foi associado
independente e negativamente com as reservas hepaticas de ferro. (OR=0.59 por alelo com o
SNP). Pacientes com esta variante apresentaram menor prevaléncia de balooning
hepatocelular apds analise histoldgica para um mesmo grau de esteatose e fibrose (P=0.05).
Em pacientes HFE positivos, o SNP estava associado a niveis mais elevados de ferritina, sem
alterar os depositos hepaticos de ferro, enquanto nos individuos HFE negativos havia uma
menor prevaléncia de hiperferritinemia.

Em linha com estes estudos sobre os efeitos do SNP rs855791 na deposicao hepatica de ferro,
num estudo de pequena escala, a variante influenciou a acumulacao de ferro no figado em
pacientes com talassemias nao dependentes de transfusdo (P=6.0x103).'

Pelusi et al."® estudaram os efeitos do SNP rs855791 em pacientes com doenca renal terminal.
Pacientes com doenca renal cronica em hemodialise comummente desenvolvem uma anemia
multifatorial relacionada com o estado de inflamacao cronica, perda de sangue e défice de
eritropoietina. Na doenca renal crénica, ha um aumento também multifatorial dos niveis de
hepcidina. Tal como acontece no figado gordo nao alcodlico, parece haver interacdo entre
alelos do gene HFE e o SNP rs855791 no gene TMPRSS6. Pacientes HFE negativos sem o SNP,
apresentavam niveis mais elevados de hepcidina-25 do que pacientes HFE positivos sem o
SNP. Em pacientes com variantes no gene HFE, o SNP rs855791 condicionou um nivel mais
elevado de hepcidina-25 do que em pacientes HFE positivos sem o SNP (P=0.017). Ademais,
em pacientes com o SNP rs855791, condicionando niveis mais elevados de hepcidina, foram
necessarios niveis mais elevados de eritropoietina recombinante para controlo da anemia
(P=0.027), independentemente da inflamacao ou das reservas de ferro.

A sindrome de pica, um sintoma frequentemente ligado a AF, ainda ndo tem uma
fisiopatologia definida. Define-se como uma compulsdao para ingerir substancias nao
nutritivas.'” Barton et al.'” nao encontraram qualquer associacdo entre a sindrome de pica e a
prevaléncia de anemia, ferropenia ou AF. Pacientes com sindrome de pica apresentaram
menores valores de Hb e VGM, enquanto as mulheres, particularmente, também tinham uma
prevaléncia de trombocitose e anisocitose aumentada. A etnia pareceu contribuir para os
achados. Este estudo mostra evidéncia para uma base genética para a sindrome de pica,
embora ndo avaliem o gene TMPRSS6 e suas variantes. Lee et al.'® colocam por hipotese que
os SNPs do gene TMPRSS6 estejam relacionados com este sintoma, visto que a matriptase-2 é
expressa na nasofaringe. Com esse intuito, estudaram a associacao dos SNPs rs2235324,
rs855791 e rs2235321 com o metabolismo do ferro, parametros eritrocitarios e sindrome de
pica em mulheres com défice ou deplecao de ferro. O SNP rs2235321 tinha prevaléncia mais

elevada em mulheres com ST inferior a 10% e estas apresentavam um valor médio de ST



inferior ao grupo de controlo (P=0.0021). A prevaléncia do SNP rs2235324 foi mais elevada em
mulheres com valores de ST superiores a 10%. Os autores nao encontraram outras associacoes
com nenhum dos parametros em estudo, incluindo a sindrome de pica. Embora estes estudos
fornecam alguma evidéncia para a influéncias genéticas na origem da sindrome de pica, o seu
numero reduzido de participantes (262 e 48, respetivamente) obriga a cautela na
interpretacao dos seus resultados. Nao obstante, o gene TMPRSS6 parece ser um potencial
candidato e estudos com maior poténcia estatistica sdo necessarios para esclarecer esta
questao.

Para além das patologias com sobrecarga de ferro ou patologias com elevacao da hepcidina,
outras parecem estar relacionadas com as variantes do gene TMPRSS6. Canavese et al.'
reportam uma frequéncia bastante elevada de variacées neste gene, em pacientes com
poliendocrinopatias autoimunes com AF. Estes autores especulam que os SNPs poderao estar
ligados a alteracoes adquiridas em moléculas e peptideos gastrointestinais, tornando-os mais
passiveis de serem alvos em patologia autoimune.

Pichler et al.?°, baseados em estudos que identificaram niveis aumentados de ferro na
substantia nigra e globus pallidus lateral em pacientes com doenca de Parkinson, procuraram
associacao entre SNPs do gene TMPRSS6 e o risco de desenvolver esta patologia. Um risco
significativo entre o SNP rs855791 e o risco de desenvolver doenca de Parkinson foi
encontrado (OR=0.97, P=0.034 por alelo com o SNP).

Gan et al.?' estudaram a associacao entre os SNPs rs855791 e rs4820268 e os valores de
ferritina e Hb e o risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 numa populacao chinesa de
etnia Han. Estes autores identificaram previamente uma associacao entre valores baixos de
concentracao plasmatica de ferritina e um risco reduzido de desenvolver diabetes mellitus
tipo 2. Neste estudo, encontraram uma associacao significativa entre os dois SNPs estudados e
o risco de desenvolver diabetes mellitus (P=0.0314 para rs855791, P=0.0311 para rs4820268 e
P=0.0277 para um haplotipo contendo os dois SNPs). No entanto, apos ajuste para a
concentracao de ferritina, esta associacao foi eliminada, significando que a reducao do risco
sera mediada pelos menores valores de ferritina. Nao obstante, os autores referem que isto é
um achado preliminar a necessitar de confirmacao em estudos posteriores de larga escala. Os
SNPs do gene TMPRSS6 também parecem influenciar os valores de hemoglobina glicada
(HbA1c), dado que o SNP rs855791 foi associado a valores mais elevados deste parametro. No
entanto, este SNP e outros noutros loci sdo responsaveis por uma variacdo muito ligeira
apenas dos valores de HbA1c e tém um efeito minimo no diagnostico da diabetes mellitus
utilizando este parametro. Apesar disto, este achado implica que outras variantes associadas
com os valores de HbA1c neste gene ou noutros devem ser identificadas e a sua implicacao no
controlo da diabetes mellitus avaliado em estudos posteriores.?? Alfred et. al* determinaram
uma associacao entre o SNP rs4820268 e menor peso corporal e indice de massa corporal
(P=0.02 e P=0.01, respetivamente).

Na area da oncologia, os SNPs do gene TMPRSS6 parecem ter um papel importante.

Hartikainen et al.?? inicialmente identificaram o locus 22q12-q13 como estando associado a



neoplasia da mama. Encontraram uma forte associacdao entre o SNP rs733655 na sequéncia
intronica do gene TMPRSS6 e o cancro da mama, numa populacdo da regidao oriental da
Finlandia. O SNP em heterozigotia verificou-se ser o genétipo de risco. Num estudo posterior
por Tuhkanen et al.2* o SNP rs2543519 foi associado com o risco de desenvolver neoplasia
mamaria, também em heterozigotia (OR 1.382). Os SNPs 2235321 (P=0.44), rs2543519
(P=0.017), rs2235324 (P=0.038), rs855788 (P=0.018), rs1421312 (P=0.044) e rs733655
(P=0.021) relacionaram-se com mau prognostico nesta neoplasia. O progndstico mostrou-se
pior com o aumento do numero destes alelos e o nimero de alelos relacionados com mau
prognostico foi identificado como sendo o segundo fator prognostico mais forte a seguir ao
estado ganglionar (P=0.006). A matriptase-2 é expressa no tecido mamario normal. Foi
demonstrado que niveis elevados desta enzima no tecido tumoral correlacionam-se com bom
progndstico e que o estadio tumoral, estadiamento TNM e Nottingham Prognostic Index
agravam a medida que os niveis de matriptase-2 diminuem. Estudos em linhas celulares
revelaram que a presenca de matriptase-2 suprime significativamente a invasao e migracao
tumoral em células de cancro da mama. A expressao reduzida de matriptase-2 a medida que o
tumor progride, relaciona-se com tumores ductais e lobulares mal diferenciados e niveis
baixos de expressao génica estdo associados a tumores triplo negativos da mama segundo
estes autores. Segundo Parr et al.?’ a matriptase-2 também esta associada com invasao
tumoral e metastizacdo no cancro da prostata, pelo que ndo é improvavel que SNPs do gene

TMPRSS6 também estejam envolvidos no risco e prognéstico neste tipo de neoplasmas.

Conclusodes Finais

Com base na revisao efetuada, os SNPs do gene TMPRSS6 tém um papel na AF, parametros
eritrocitarios e metabolismo do ferro. No entanto, ddvidas permanecem relativamente a
dimensdo deste papel. Embora seja necessaria mais informacao para esclarecer qual o
mecanismo que leva a que um polimorfismo cause apenas uma variacao ligeira num
parametro, enquanto outro leva o individuo a necessitar de suplementacdo com ferro
intravenoso, podemos assumir que estes SNPs atuam como variantes de suscetibilidade. Esta
hipotese explica o porqué de os varios estudos ndo obterem os mesmos resultados, pois as
caracteristicas intrinsecas, tanto genéticas como ambientais, das populacdes participantes
modulam o efeito destas variantes. O facto de as variantes mais comuns, como o rs855791,
causarem um efeito ligeiro nos parametros estudados e as mais raras poderem levar a
necessidade de terapéutica intravenosa é também logica de um ponto de vista evolutivo, pois
seria altamente improvavel que uma variante com elevada prevaléncia causasse um efeito
adverso significativo. Nao obstante, ainda carecemos de informacdo relativamente a
interacao de varios SNPs no mesmo individuo. O caso apresentado procura revelar o impacto
clinico desta interacdo. Como os SNPs do gene TMPRSS6 afetam o tratamento da AF, a sua

identificacao deveria ocorrer mais cedo na investigacao da faléncia da terapéutica com ferro
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oral e ndo serem apenas um achado incidental aquando de uma hipétese diagnostica de IRIDA.

Posto isto, € proposto na figura 1, uma alteracao ao algoritmo de diagndstico/tratamento da

AF.
Anemia ) ;(
Ferropénica J 'L Ferro Oral

Nao eficaz?

A 4

W Correcao lenta ou ineficaz? ( Ferro
SNPs do gene g Intravenoso
TMPRSS6 J Anemia recorre em pouco L

tempo?

Figura 1- Algoritmo proposto para o tratamento da anemia ferropénica.

Apos confirmacdo da AF, o tratamento é iniciado com ferro oral. O tratamento ineficaz com esta
modalidade deve ser seguido de confirmacao da compliance do paciente, procura de outras causas para
a anemia e terapéutica com ferro intravenoso se apropriado. Se esta terapéutica falhar, a correcao da
anemia for mais lenta que o esperado ou a anemia recorrer num curto espaco de tempo e outras causas
tiverem sido excluidas (perda de sangue, tumores, ma absorcdo ou aporte, farmacos, entre outras),
deve iniciar-se a pesquisa para SNPs do gene TMPRSS6. Dependendo dos custos, a sequenciacao do gene
podera ficar mais barata que identificar um determinado nimero de variantes, pelo que nesse caso a
IRIDA também podera ser excluida, embora este seja um diagndstico raro e outras causas deverao ser

ponderadas primeiro.

O papel multissistémico dos SNPs do gene TMPRSS6, principalmente do SNP rs855791, em
areas como a hemocromatose hereditaria e outras patologias de sobrecarga de ferro é logico
do ponto de vista fisiopatologico e de grande importancia. Embora o seu impacto tenha sido
avaliado apenas num estudo para cada patologia, o seu impacto no prognostico da
hemocromatose hereditaria e do figado gordo nao alcoolico parece ser extremamente
relevante, pelo que se torna premente a replicacao destes resultados em estudos de grande
escala, pois pode alterar de forma relevante o diagndstico e follow-up destes pacientes.

Na area da oncogenética, os SNPs do gene TMPRSS6 revelaram um papel surpreendente e
parecem influenciar nao so6 o risco, mas também o prognédstico de pacientes com neoplasia da
mama, ficando apenas atras do estado ganglionar, como fator preditivo de sobrevivéncia. Se
os achados deste estudo forem replicados noutros com maior nimero de participantes,
abrem-se novas portas para o tratamento do cancro da mama, visto que estao a ser

desenvolvidos varios farmacos que tém a via da hepcidina como alvo.
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Relativamente a outras patologias, os SNPs do gene TMPRSS6, parecem ser fator de risco para
doenca de Parkinson e poliendocrinopatias autoimunes.

Para além das areas abordadas nesta revisao, os SNPs do gene TMPRSS6 podem ter impacto
noutras. A ferropenia aumenta ndo so a absorcao de ferro no intestino delgado, como também
de outros metais pesados como o cadmio.** Embora ndo existam estudos que associem estas
variantes a toxicidade por metais pesados a data da pesquisa para esta revisao, esta hipotese,
a verificar-se verdadeira, poderia identificar individuos com risco acrescido de desenvolver
este tipo de toxicidade apos exposicoes, como trabalhadores de certas industrias e habitantes
de determinadas regides do planeta. Estdo também a ser desenvolvidos estudos noutras
areas, como a leucemia linfoblastica aguda.

A medida que aumenta o interesse e investigacdo nesta area, os SNPs do gene TMPRSS6
seguramente serao associados a outras patologias. Torna-se também premente estudar a sua

interacao com outros genes reguladores da homeostasia do ferro, como o HFE.
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Anexo 1 - Informacao sobre os SNPs abordados

NM_153609.3(TMPRSS6):c.757A>G (p.Lys253Glu) [rs2235324]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1563C>T (p.Asp521=) [rs4820268]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.2207T>C (p.Val736Ala) [rs855791]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1583-198G>A [rs5756504]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1468+426A>G [rs2413450]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1583-320C>T [rs5756506]
NM_001289001.1(TMPRSS6):c.-1303A>G [rs228918]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.2217C>T [rs2235321]
NM_153609.3(TMPRSS6):¢.99G>A [rs11704654]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1223+66T>C [rs2543519]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1336C>T (p.Arg446Trp) [rs117576908]
NM_153609.3 (TMPRSS6):c.2155G>A (p.Ala719Thr) [rs146767495]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.2383G>A (p.Val795lle) [rs139105452]
NM_001289001.1(TMPRSS6):c.-1499T>C [rs228921]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.1224-2759C>T [rs855788]
NM_153609.3(TMPRSS6):c.659-1988T>C [rs1421312]

NM_153609.3(TMPRSS6):c.230-462A>G [rs733655]
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