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Resumo

A IRIDA (Iron Refractory Iron Deficiency Anemia) é uma anemia hereditaria,
com expressao autossomica recessiva, do tipo ferropénico, cujo padrdo microcitico e
hipocrémico se associa a uma baixa saturacdo da transferrina, ferritina normal-alta e
niveis inapropriadamente elevados da hormona hepcidina. Esta anemia é causada por
variantes mutantes do gene TMPRSS6 codificador da proteina matriptase II que
influencia a expressdo da hepcidina, uma proteina contrarreguladora do metabolismo
do ferro.

Apresenta-se o caso de duas gémeas homozigéticas de 29 anos com anemia
ferropénica, microcitica e hipocrémica com 20 anos de evolugdo e refratdria
tratamento com ferro oral. Este quadro sugeriu o diagnéstico de IRIDA, tendo-se
identificado uma mutagdo do gene TMPRSS6 nunca antes descrita localizada no
intrdo 11 (c.1396+4 A>T) e trés polimorfismos do gene (D521D, V736A e Y739Y) ja
descritos como estando associados a um maior risco de desenvolvimento de anemia
ferropénica.

Este caso vem corroborar a hipdtese de que o sindrome clinico que acompanha
a IRIDA poderd ser mais comum do que se pensava e a genética mais heterogénea

que a descrita inicialmente.

Abstract

IRIDA (Iron Refractory Iron Deficiency Anemia) is an autosomal recessive
ferropenic anemia. Its hypochromic microcytic patron is associated with low
transferrin saturation, normal-high ferritin and inappropriately high hepcidin. This
anemia is caused by mutant variants of the TMPRSS6 gene that encodes the protein
matriptase II which influences hepcidin expression, an iron metabolism counter-
regulatory protein.

We report the case study of two 29-year-old homozygous twins with ferropenic,
hypochromic microcytic anemia with 20 years of evolution and refractory to oral iron
therapy. This presentation suggested the IRIDA diagnosis and we identified a new,
never before described, mutation of the TMPRSS6 gene located in the intron 11
(c.1396+4 A>T) and three other polymorphisms (D521D, V736A e Y739Y) already

associated with a higher risk of developing IDA (Iron Deficiency Anemia).



This case supports the hypothesis that the clinical syndrome that accompanies
IRIDA might be more common than previously thought and its genetics more

heterogeneous than initially described.



Introducao

A anemia ferropénica é uma entidade comum correspondendo mundialmente a
cerca de 50% dos casos de anemia (1). Etiologicamente, é frequentemente relacionada
com hemorragia ou malabsorcdo gastrointestinal (2). Contudo, o diagndstico
diferencial desta entidade tem vindo a sofrer alteracdes recentes. A descri¢cdo de
entidades genéticas, de incidéncia conhecida crescente (1) obriga por vezes a
considerar na marcha diagndstica etiologias previamente tidas como raras.

A IRIDA (Iron Refractory Iron Deficiency Anemia) € uma anemia hereditaria,
com expressao autossomica recessiva, do tipo ferropénico, cujo padrdo microcitico e
hipocrémico se associa a uma baixa saturagdo da transferrina e niveis
inapropriadamente elevados da hormona hepcidina. Porém, os niveis de ferritina
encontram-se geralmente dentro do normal ou mesmo ligeiramente elevados apds a
teraputica. A sua designagcdo justifica-se por responder inadequadamente a
terapéutica com formulagdes de ferro oral e apenas parcialmente a formulacdes
parentéricas (3). A doenca € causada por variantes mutantes do gene TMPRSS6 que
codifica a matriptase II, uma proteina transmembranar protease serina tipo Il expressa
maioritariamente nos hepatdcitos e reguladora negativa da transcricdo da hepcidina.
Desta forma, a hepcidina encontra-se anormalmente elevada relativamente aos baixos
niveis de ferro livre destes individuos (4).

Apresenta-se o caso de duas gémeas com IRIDA, com identificagdo de uma
alteracdo intrénica nunca antes descrita localizada no intrao 11 (c.1396+4 A>T) que
parece modular o splicing do gene pelas anélises in silico. Adicionalmente foram
encontrados trés outros polimorfismos do gene ja descritos como estando associados a
um maior risco de desenvolvimento de anemia ferropénica (SNPs D521D, V736A e
Y739Y) (5,6). A propésito do caso, apresenta-se igualmente a revisdo bibliografica
desta entidade, com enfiase na sua integracdo na marcha diagndstica de anemia
ferropénica e identificacdo das estratégias terapéuticas mais adequadas a relacdo

gendtipo/fendtipo dos doentes com IRIDA.



Caso Clinico

Apresentam-se duas doentes do género feminino, gémeas homozigoéticas, de 29
anos. Ambas tinham o diagndstico de anemia crénica, com 20 anos de evolugdo, com
niveis de hemoglobina sérica entre 8 e 10 g/dL. Cumpriram terap€utica marcial
intermitente registando-se, apds a mesma, niveis méaximos de hemoglobina de 10
g/dL. Sem outros antecedentes pessoais ou familiares relevantes.

A anamnese referiam cansago com cerca de 4 meses de evolugdo, menstruagdes
regulares sem alteracoes de caracteristicas ou quantidade, sem qualquer outro tipo de
perdas hemadticas ou défices nutricionais. Ao exame objetivo, a salientar apenas
mucosas descoradas.

Laboratorialmente, destacava-se anemia microcitica e hipocrémica, com o
estudo do metabolismo do ferro compativel com anemia ferropénica em ambas. Sem
outra alteracdo destacdvel. A evolucdo laboratorial de ambas ao longo da marcha
diagndstica encontra-se detalhada na tabela 1. O esfregaco de sangue periférico
revelou anisopoiquilocitose e hipocromia. O estudo da auto-imunidade revelou-se
negativo para a pesquisa de anticorpos anti-DS-DNA, ANA, anti-citoplasma MPO e
PR3, assim como o estudo imunoquimico também negativo para anticorpos anti-
gliadina (IgG e IgA) e anti-transglutaminase (IgA). Os anticorpos anti-helicobacter
pylori eram negativos. Os doseamentos da hemoglobina A2 e F encontravam-se
normais e ndo se encontraram eritroblastos periféricos. O estudo genético para a alfa e
beta talassémias também se revelou negativo.

A endoscopia digestiva alta e colonoscopia ndao mostraram alteracoes
macroscopicas. Os exames anatomopatologicos de biopsias cegas durante os
respectivos exames endoscopicos revelaram uma arquitetura e populacao celulares em
geral conservadas no duodeno, célon descendente e reto. E descrito um ligeiro
infiltrado linfocitdrio intraepitelial na mucosa duodenal sem atrofia vilositdria
associada. No célon e reto também se relata um escasso infiltrado de células
mononucleadas revelando-se estas alteracdes incaracteristicas.

Uma vez que a hepcidina e a transferrina ndo possuem doseamento disponivel
em Portugal e tendo em conta o alto nivel de suspeicdo para a mutacdo do gene
TMPRSS6 requisitou-se, com o consentimento informado das doentes, o estudo deste
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associadas da Unidade de Investigacio e Desenvolvimento do Departamento de
Genética Humana do Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge. Este revelou
uma variante de splicing correspondente a uma inversao (A>T) no intrdo 11 (IVS
11+4 A>T). Esta alteracdo, nunca antes descrita, parece modular o splicing do gene
nas andlises in silico dando origem a um RNA que é degradado parcialmente,
originando uma proteina matriptase II disfuncional. Para além desta nova mutacdo
foram encontrados trés polimorfismos do gene ja descritos na literatura, os SNPs
D521D, V736A e Y739Y (5.6)

Tendo em conta o quadro de ferropénia, foi-lhes instituida inicialmente
terapéutica com sulfato ferroso 90 mg e 4cido félico 1 mg od. A reavaliacdo aos 6
meses apods instituicdo da terapéutica revelou regressio do cansaco sem quaisquer
outras queixas, objetivando-se uma subida de apenas 0,4 e 0,6 g/dL de hemoglobina.
Um ano e meio apds o inicio de terapéutica marcial observou-se uma subida de cerca
de 1 g/dL. de hemoglobina, com subida concomitante do volume globular médio e da

hemoglobina globular média, acompanhada por elevacado do ferro sérico e da ferritina.



Apresentacao Follow-up (6 meses) Follow-up (18 meses )

Gémea 1 Gémea 2 Gémea 1 Gémea 2 Gémea 1 Gémea 2

Hb (12.0-15.3 g/dL) 9.8 89 10,2 9,5 10,7 10,5
Htc (36.0-46.0 %) 31,6 29,2 32,2 30,0 34,9 33,9
VGM (80.0-97.0 fL) 68,1 64,7 68,0 66,3 754 73,2
HGM (27.0-33,0 pg) 21,1 19,7 21,7 209 232 22,7
CMHG (31.5-35.5 g/dL) 31,0 304 31,8 31,5 308 31,0
RDW (11.5-14.5 CV %) 18,1 18,5 17,2 17,2 16,4 16,42
Ferro (50-170 ug/dL) 19,2 11,2 = - 16,4 -
CTFF (250-450 ug/dL) 430 395 - - -
Ferritina (10-291 ng/mL) 6,1 7.0 5 5 11,1 =
Vit B12 (210-910 pg/mL) 447 524 - - 515 -
Folatos (> 5.4 ng/mL) 49 52 - - 14,8 240
Reticulécitos (%) 2 0,9 - - - -

Tabela 1: Estudo analitico a apresentacdo e follow-up das gémeas e valores de
referéncia



Discussao

Finberg et al. associaram pela primeira vez em 2008 as mutacdes do gene
TMPRSS6 ao quadro clinico da anemia ferropénica que intitularam IRIDA (3). Desde
entdo foram identificadas 51 familias com 74 doentes de diferentes origens étnicas
representando um total de 58 mutacdes diferentes do gene TMPRSS6 (7) pensando-se
que a prevaléncia de IRIDA seja inferior a 1:1000000 (5). No entanto, a correlacdo
entre o gendtipo e o fendtipo ainda nao foi estabelecida nesta doenga (3).

A hepcidina, uma hormona expressa pelo figado e descrita em 2000, tem um
papel central na manutencdo da homeostase e regulacdo do metabolismo do ferro. A
acdo da hepcidina no metabolismo do ferro exerce-se primariamente através da sua
ligacdo a ferroportina, uma molécula exportadora de ferro nos mamiferos expressa ao
nivel da membrana basolateral dos enterécitos e da membrana celular dos
macréfagos. Quando presente, a hepcidina provoca internalizacdo e degradacdo da
ferroportina anulando a sua agdo (8). Em condicoes fisiologicas, na presenca de
ferroportina, o ferro ligado a transferrina [Fe (III) - Tf] pode ser rapidamente
transferido para o meio intracelular através do receptor da transferrina (TfR1) (2). A
inativagdo da ferroportina limita a libertacdo de ferro dos enterdcitos, das reservas nos
hepatdcitos e dos macréfagos do sistema reticulo-endotelial para o sangue (8).

A matriptase-2 (MT-2) € codificada pelo gene TMPRSS6 (transmembrane
protease serine 6) localizado no brago longo do cromossoma 22 (22q12-13). Em
modelos animais demonstrou-se o papel da MT-2 na expressdo da hepcidina, pela
capacidade de clivar a hemojuvelina (HJV). A HJV é uma proteina que atua como
coreceptor de uma BMP (bone morphogenic protein) motivando a transcricao do gene
hamp (hepcidin anti-microbial peptide), o gene codificador da hepcidina (4). A
matriptase-2 é uma proteina complexa sujeita a um processo de ativagcao pds sintese, o
que lhe confere uma susceptibilidade aumentada a mutagdes e polimorfismos do gene
que a codifica e que poderdo afectar significativamente a sua funcdo de clivagem da
HIV (9). A néo clivagem da HJV resultard na ativacdo dos mecanismos intracelulares
de transcricdo e sobre-expressdo da hepcidina (10) e consequente diminui¢do da
expressdo da ferroportina que explica o desenvolvimento de ferropénia e falta de
resposta ao ferro oral nos pacientes com IRIDA. Note-se que o ferro administrado

parentericamente é processado e transportado pelos macréfagos, um transporte que



também € parcialmente dependente da ferroportina e que poderd justificar a resposta
incompleta as formulagdes parentéricas (4).

O caso reportado corresponde a um caso de IRIDA no qual foi identificada uma
nova mutacao do gene TMPRSS6 localizada no intrdo 11 (c.1396+4 A>T) e 3 outros
SNPs (Single Nucleotide Polimorfisms) ja descritos como estando associados a maior
risco de desenvolvimento de anemia ferropénica (D521D, V736A e Y739Y) (5,6).
Apesar da IRIDA ter sido descrita como uma doenga autossomica recessiva causada
por duas mutacOes heterozigdticas ou uma mutacdo em homozigotia do gene
TMPRSS6 (11) tém sido descritos na literatura alguns casos em que este padrdo
genético ndo se verifica exatamente mas em que a clinica é a de IRIDA (7).

Comparativamente a IDA (Iron Deficiency Anemia), o diagndstico de IRIDA ¢é
raro, com uma incidéncia estimada inferior a 1% do total das IDAs (12), a maioria dos
casos reportados em criangas (2). Apesar das mutagdes serem raras, estudos recentes
tém revelado uma incidéncia elevada de polimorfismos do gene TMPRSS6 (SNPs)
em populagdes com IDA comparativamente as populacdes sem IDA concluindo-se
que os SNPs representam possiveis factores de risco para o seu desenvolvimento (5).

No presente caso, de acordo com a informacdo disponibilizada durante a
codificacdo de RNA, a localizagdo da mutacao (c.1396+4 A>T) do gene TMPRSS6
condiciona o splicing do mesmo, provocando introducdo de um codao sfop prematuro
na transcri¢cdo do gene, originando um mRNA que € eliminado antes do processo de
sintese proteica da MT-2. A presenca adicional dos 3 SNPs, a clinica e a resposta
fraca e lenta a terapéutica marcial assemelha-se a outros casos de IRIDA ja descritos
na literatura (5,7,13). Nai et al. demonstraram em modelos animais que ratinhos com
apenas uma mutacdo do gene TMPRSS6 tinham uma predisposi¢do aumentada para o
desenvolvimento de anemia comparativamente aos seus pares (14). Pellegrino et al.
apresentaram um estudo familiar em que a combina¢do de uma mutacdo do gene
TMPRSS6 associada a 2 ou mais SNPs poderd apresentar-se clinicamente como
IRIDA. Curiosamente, a presenca de uma muta¢do ou de 2 ou mais polimorfismos
separadamente condicionavam uma suscetibilidade aumentada para IDA mas em
nenhum dos casos um quadro de IRIDA (13).

A anemia refratdria ao ferro oral é definida como uma resposta fraca, lenta e
incompleta a terapéutica, com uma melhoria inadequada dos parametros

hematoldgicos (8). Apesar da maioria dos autores ndo o fazer, Camaschella et al.



definem-na como um aumento inferior a 1 g/dL. de hemoglobina apds 4 a 6 semanas
de tratamento com o ferro oral equivalente a 100 mg/dia de ferro elementar (12,15).
Tendo excluido outras causas de ferropénia, este achado analitico associado ao padrao
ferropénico tipico da IRIDA (baixa saturagdo da transferrina, ferritina normal-baixa
ou normal e niveis inapropriadamente altos de hepcidina) e histéria familiar de IDA
deve fazer apontar para esta entidade (4). Nas duas gémeas, apos 18 meses de
terapéutica com ferro oral, ndo se obtiveram aumentos significativos nos parametros
hematolégicos e manteve-se analiticamente o padrao de anemia (Hb 10,7 e 10,5 g/dL)
e ferropénia, com siderémia baixa (16,4 ug/dL) e ferritina no limite inferior da
normalidade (11,1 ng/mL) confirmando tratar-se de uma resposta incompleta ao
tratamento tipica dos pacientes com IRIDA.

Atualmente ndo estdo definidos valores de referéncia para a hepcidina em
individuos sauddveis. Bregman et al. reportaram que a resposta ao ferro oral em
pacientes com IDA pode ser prevista pelos niveis basais de hepcidina e que niveis
superiores a 20 ng/dL representavam uma probabilidade de 81,6% de auséncia de
resposta a ferro oral. Por sua vez, 2/3 destes doentes responderiam a ferro intravenoso
(16). Presentemente, o doseamento da hepcidina ndo se encontra facilmente
disponivel na pratica clinica. O doseamento dos niveis de hepcidina-25 no sangue ou
na urina s6 € possivel de forma fidedigna através do método ELISA. No entanto, o
tamanho reduzido da molécula alvo (25 aminodcidos) e a dificuldade de obtengdo de
resposta imune nos modelos hospedeiros pela grande conservagdo genética entre as
espécies constituem um obstdculo a obtenc¢do do anticorpo e comercializagdo do teste
(17). Ser@o necessdrios mais estudos para se obter um método padrio custo-eficaz de
doseamento da hepcidina.

O diagnéstico de IRIDA sé pode ser comprovado através da pesquisa da
mutagdo do gene TMPRSS6. No entanto, reconhece-se a possibilidade do doseamento
padronizado da hepcidina orientar para uma potencial resisténcia a terapéutica
marcial. Na prética clinica este achado é relevante na escolha da terapéutica mais
adequada para um individuo com anemia ferropénica refratria evitando a terapéutica

cronica com ferro oral assim como os follow-ups inerentes desnecessarios.

Relativamente as opg¢des terapéuticas para os pacientes com IRIDA, o ferro

endovenoso € atualmente a opcdo mais vidvel. As novas formulacdes de ferro
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parentérico (gluconato de ferro e 6xido de ferro sacarosado) apresentam menos efeitos
adversos e uma resposta mais rdpida comparativamente ao ferro dextrano de alto peso
molecular ao qual sdo frequentes reacdes de hipersensibilidade (12). Adicionalmente,
o ferro parentérico tem a particularidade de ser transportado diretamente para os
percursores eritropoiéticos através de transportadores como a transferrina fazendo um
bypass ao sistema reticuloendotelial (18). Conclui-se que esta opcdo terapéutica
deverd ser ponderada tendo em conta os beneficios e potenciais riscos em doentes
com fraca resposta ao ferro oral.

Na impossibilidade de doseamento da hepcidina ou da realizacdo do teste
genético do gene TMPRSS6, a resposta a terapéutica parentérica com ferro poderd ser
util na distin¢do entre uma IDA inexplicada refratdria ao ferro oral e uma IRIDA. Ao
contrdrio da primeira, a IRIDA ¢ apenas parcialmente responsiva ao ferro parentérico,
esperando-se uma melhoria mais lenta dos parametros hematopoiéticos do que seria
espectdvel num individuo com IDA, mas significativamente melhor que a obtida
previamente com o ferro oral (19). Este método acrescenta a sua utilidade diagndstica
o beneficio terapéutico.

Cau et al. apresentaram o caso de uma crianca do sexo feminino com 5 meses
de idade, com uma muta¢do em homozigotia do gene TMPRSS6 sem resposta ao ferro
oral e parcial ao ferro parentérico que respondeu ao ferro oral suplementado com
acido ascorbico (20). Embora seja necessdaria uma maior evidéncia da sua validade
terapéutica, em pacientes em que a terapéutica com ferro parentérico é contraindicada,
esta suplementagdo poderd estar indicada. Apesar dos resultados promissores da
terapéutica com eritropoietina recombinante (rhEPO) em pacientes com anemia
cronica refratdria esta ndo se comprovou eficaz no aumento da hemoglobina ou da
clearance da hepcidina em pacientes com IRIDA (21).

Atualmente, pela sua influéncia em multiplas patologias, a hepcidina constitui
um target terapéutico. Um anticorpo monoclonal anti-FPN1 desenvolvido para
bloquear a ligagdo da hepcidina a porcdo FPN1 da ferroportina mostrou aumentar a
clearance da hepcidina e diminuir os seus niveis séricos em macacos (22). Uma
forma solivel da HJV foi usada para competir com a HJV end6gena e assim inibir a
expressao da hepcidina em ratinhos (23). No entanto, ndo existe validacdo destas
terapéuticas em humanos. Estas poderdo ser potencialmente aplicadas em pacientes

com IRIDA em que os elevados niveis de hepcidina constituem a causa inicial e de
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perpetuacdo da anemia e da sua fraca resposta aos métodos terapéuticos tradicionais.
Reconhece-se também a utilidade destas terapéuticas noutras anemias como a da
doenca renal crénica (24).

Este caso vem corroborar a hipdtese de que o sindrome clinico que acompanha
a IRIDA poderd ser mais comum do que se pensava e a genética mais heterogénea
que a descrita inicialmente (25). Serdo necessdrios mais estudos de pedigree e de
relacdo genotipo/fenétipo como o realizado por De Falco et al. (2014) que comprovou
que diferentes mutacdes t€m impacto distinto na gravidade do fendtipo e resposta ao
tratamento (3).

Até a0 momento, o diagndstico de IRIDA foi sempre realizado apds uma fraca
resposta ao ferro oral ou perante uma suspeita familiar protelando-se, na maioria das
vezes, a instituicdo da terapéutica endovenosa. Esta realidade ilustra a necessidade de
estabelecimento de critérios universalmente aceites que, independentemente da
confirmagdo do diagndstico de IRIDA, definam uma resposta inadequada ao ferro
oral e a necessidade de administragdo de ferro endovenoso.

Futuramente, no que toca as perspetivas diagndsticas, assume-se que O
doseamento da hepcidina podera fazer parte do conjunto de exames complementares
requisitados na abordagem dos doentes com anemia ferropénica. Para além de poder
fazer suspeitar do diagnéstico de IRIDA, permite predizer uma potencial fraca
resposta a terapéutica com ferro oral, evitando o adiamento da resolu¢do da anemia e
melhoria do quadro clinico. Desta forma, impde-se a necessidade de desenvolvimento
de um método padrdo custo-eficaz de doseamento da hepcidina e a possibilidade da
sua requisi¢ao na pratica clinica.

Apesar da terapéutica endovenosa resolver o quadro anémico na maioria dos
casos, admite-se a possibilidade futura da utilizagdo de terap€uticas alternativas a esta,
nomeadamente as que t€ém como objectivo reduzir o efeito deletério dos niveis
excessivamente elevados de hepcidina.

Tendo em conta a elevada prevaléncia da anemia ferropénica (1), os resultados
obtidos nos pequenos e escassos estudos populacionais que a relacionaram com a
heterogeneidade genética do gene TMPRSS6 e o caso apresentado, assume-se que o
diagnéstico de IRIDA deverd entrar no diagnéstico diferencial da mesma. Nao
obstante, apesar da relevancia clinica do doseamento da hepcidina, o estudo genético

do gene TMPRSS6 assume uma importancia crucial, permitindo o diagndstico
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definitivo da doenca. SO desta forma serd possivel a obtencdo dos dados que
fundamentem novos e mais alargados estudos populacionais assim como uma

estimativa realista da incidéncia da doenca.
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