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RESUMEN

La hemocromatosis hereditaria (HH) es una enfermedad metabdlica resultante de una acumulacién excesiva de
hierro en la sangre, el higado, corazon y otros érganos. Esta causada por mutaciones en el gen HFE. Las personas
con HH llevan casi siempre dos copias de la mutacion Cys282Tyr del gen HFE, o una copia de esa mutacion y otra de
la mutacion His63Asp del mismo gen. Las personas con dos copias de la mutaciéon His63Asp y las personas
portadoras de una sola copia de cualquiera de las dos mutaciones no tienen un riesgo mayor de sufrir
hemocromatosis que la poblacion normal. Una de cada 9 personas es portadora de alguna de estas mutaciones:
lleva una copia del gen normal y otra con la mutacién. Las personas con la enfermedad han recibido una copia
mutante de cada uno de sus dos progenitores que, frecuentemente, son individuos portadores de la mutacion que
no presentan hemocromatosis.

A pesar de la alta incidencia de esta enfermedad (0,3%), la mayoria de los casos permanecen sin diagnosticar.
Afortunadamente, la HH esta entre las pocas enfermedades que tienen un tratamiento simple y efectivo si se
diagnostica tempranamente. Bajo tratamiento, la esperanza de vida del paciente es normal.

La prueba de ADN permite la deteccion inequivoca tanto de personas portadoras de una copia de la mutacion, con
riesgo de tener hijos con la enfermedad, como de personas con dos copias de la mutacién que ya presenta la
enfermedad o que la desarrollaran con una altisima probabilidad en el futuro.

Los objetivos del diagnostico de HH consisten en el estudio molecular de las mutaciones del gen HFE y en el
consejo genético. Se debe realizar consejo genético para informar al paciente y a la familia de la forma de
herencia, las implicaciones de la enfermedad, riesgo genético. Se debe realizar la historia familiar, arbol
genealogico y los test genéticos para clarificar el estado de los miembros de la familia.

Palabras clave: Hemocromatosis hereditaria, analisis de mutaciones.

Correspondencia:

Dr. A. San Miguel-Hernandez

Laboratorio de Andlisis Clinicos. Hospital Universitario Rio Hortega.
Avda Cardenal Torquemada s/n. 47010. Valladolid. Espafia UE.
Correo electronico: asanmiguel@hispavista.com

Enviado: 07/02/07 Aceptado: 21/01/08

[11] Gac Med Bilbao. 2008; 105: 85-93

85



A. SAN-MIGUEL ET AL. - DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL GEN HFE DE LA HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA

SUMMARY

Hereditary hemochromatosis (HH), also known as iron overload disease, is an inherited disorder in which iron
accumulates in blood (because too much is absorbed by the intestines), liver, heart, pancreas, pituitary gland,
joints and other tissues. HH is most often caused by a faulty gene on chromosome 6 named HFE. Most of affected
individuals have two copies of the Cys282Tyr mutation of the HFE gene while only a low percentage of
individuals have either one or two copies of the second mutation, which is called His6Asp.The individuals having
two copies of His63Asp mutation and those having a only copy of any of both mutations have not more risk for
hemochromatosis than that the normal people. One of each 9 people is carrier of some of these mutations: they
have a copy of the normal gene and another one of the mutation. The people with the disease have received a
mutant copy of each one of their two parents who, frequently, are individual carriers of the mutation which they
do not display hemochromatosis. In spite of the high incidence of this disease (0.3%), most of the cases remain
without diagnose. Luckily, HH is between the few diseases that with an earlier diagnosis have a simple and
effective treatment. Under treatment, the life expectancy of the patient is normal.
The HH DNA test for screening of the general population lead to an unequivocal detection of either the carrying
people having a copy of the mutation (with risk of having children with the disease) or the people with two
:opies)of the mutation (those that displays the disease or that will with a highest probability develop it in the
uture).
Primary objectives in HH diagnosis are: to examine HFE mutations and to increase individual information on
genetic risk. Genetic advice should be carried out to the patient and their family on the inheritance form, the
implications of the disease and the genetic risk. Genealogical familiar history, genetic tree and genetic test
should be realised to clarify the family situation.
Key words: Hereditary hemochromatosis, mutations analysis

LABURPENA

Herentziazko hemokromatosia (HH) odolean, gibelean, bihotzean eta beste organo batzuetan burdin gehiegi
metatzetik sortzen den gaixotasun metabolikoa da. HFE genearen mutazioek eragiten dute. HH duten pertsonek
HFE genearen Cys282Tyr mutazioaren bi kopia daramatzate ia beti, baita gene beraren His63Asp mutazioren beste
bat ere. His63Asp mutazioaren bi kopia dituzten pertsonak eta bi mutazioen zeinahiren kopia bakarra duten
pertsona eramaileek ez dute biztanleria normalak baino arrisku handiagoa hemokromatosia sufritzeko. 9 lagun
bakoitzetik bat mutazio horietakoren baten eramailea da: gene normalaren kopia bat dute eta beste bat,
mutazioduna. Gaixotasuna duten pertsonek guraso bakoitzetik kopia mutante bat jaso dute eta, sarritan,
hemokromatosia ez duten mutazioaren eramaileak dira.

Gaixotasun honen intzidentzia handia izan arren (% 0,3), kasu gehienak ez dira diagnostikatzen.

Zorionez, HH goiz diagnostikatuz gero, tratamendu bakun eta eraginkorra duen gaixotasun gutxienetakoen
artean dago. Tratamendu pean, gaixoaren bizi-itxaropena normala da.

ADN probak mutazioaren kopia baten eramaileak diren eta gaixotasuna garatuko duten seme-alabak izateko
arriskua duten pertsonak huts egin gabe antzematen laguntzen du, baita jadanik gaixotasuna duten mutazioaren
bi kopiak dituzten pertsonak edo etorkizunean probabilitate oso handiarekin garatuko dutenak ere.

HH diagnostikoaren helburuak HFE genearen mutazioen azterlan molekularrean eta aholku genetikoan
oinarritzen dira. Aholku genetikoa egin behar da gaixoari eta familiari herentzia motaren, gaixotasunaren
inplikazioen eta arrisku genetikoaren berri emateko. Familiaren historia, zuhaitz genealogikoa eta test
genetikoak egin behar dira familiako kideen egoera argitzeko.

Gako-hitzak: Herentziazko hemokromatosia, mutazioen analisia.
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INTRODUCCION

La hemocromatosis hereditaria (HH) es la enfermedad
congénita de mayor frecuencia en la raza blanca. Estudios
de poblacion, basados en ensayos fenotipicos utilizando
la sobrecarga férrica como marcador, muestran cémo en
la poblacion caucasica parece afectar a 1 de cada 200 a
400 individuos (1-5).

Su herencia es autosomica recesiva y esta caracterizada
por el incremento de los depdsitos de hierro en higado,
pancreas, corazon, articulaciones y otros 6rganos, como
consecuencia de la pérdida de la regulacion de la absor-
cion de este metal (4-7).

La evolucion de la enfermedad puede ser frenada
mediante sangrias periodicas, lo que justifica que se
intente realizar un diagndéstico precoz, antes de que se
produzca el dafio irreversible (cirrosis, hepatocarcinoma,
miocardiopatia, diabetes mellitus, impotencia, artritis),
consiguiéndose que la esperanza de vida de estos pacien-
tes sea equiparable a la de la poblacién normal (8-10).

DATOS ANALITICOS DE LABORATORIO Y
PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD

La HH es una alteracion hereditaria autosémica recesiva
que afecta a la absorcién de hierro en el intestino. La
enfermedad tiene una prevalencia de, aproximadamente,
0,3-0,5 % entre los caucasianos, y es, en consecuencia, la
enfermedad hereditaria mas comudn en Europa (1).

La incremento en la absorcidén de hierro hace que se
deposite en diversos érganos. Esto puede, entre otros
efectos, desembocar en una cirrosis hepatica, diabetes
mellitus, hipogonadismo y fallos cardiacos.

En 1996, las investigaciones de Feder y cols, pudieron
establecer por primera vez una conexiéon entre las muta-
ciones en un gen de la hematocromatosis y la hematocro-
matosis hereditaria (3). El gen HFE codifica una proteina
que tiene una estructura similar a la de las moléculas
MHC de clase | (4). Ademés, dada su proximidad fisica a
los genes del HLA, originalmente, se lo denomind como
un gen HLA-H. La proteina codificada por el gen HFE inte-
racciona con el receptor de la transferrina y esta impli-
cada en la regulacion de la absorcion del hierro (5).

Estos autores, descubrieron dos mutaciones puntuales
que se podian encontrar repetidamente en pacientes con
hemocromatosis hereditaria. La sustitucién de G (guanina)
por A (adenina) en la posicion 845 del gen HFE origina un
cambio de la cisteina (C) por tirosina (Y) en la posicion del
aminodcido 282 en la proteina (mutacion C282Y). Una
mutacién en la posicién 187 lleva a la sustitucién de C
(citosina) por Gy, en consecuencia, a un cambio en la
posicion 63 de la proteina de una histidina (H) en acido
asparaginico (D) (mutacion H63D) (3).

La evidente asociacién entre la mutacién C282Y vy la
hemocromatosis hereditaria se ha visto probada por
numerosos estudios. Esta mutacion aparece en heteroci-
gosis en, aproximadamente, un 5 % de la poblacion total
(6). Mas del 90 % del total de pacientes con hemocroma-
tosis son portadores del alelo C282Y en homocigosis
(1,6,7).

La asociacién entre la mutacién H63D y la hemocromato-
sis hereditaria parece mucho menos evidente. El alelo
mutado estd muy extendido, y aparece en homocigosis
en, aproximadamente, un 20% de la poblacién (6,8). La
presencia de la mutacion H63D en homocigosis, no pro-
duce una predisposicion a padecer hemocromatosis here-
ditaria. Sin embargo, los pocos pacientes de hemocroma-
tosis que tienen la mutacién C282Y en heterocigosis,
presentan muy frecuentemente la mutacion H63D (1,3,7).
Debido a su proximidad fisica en el gen HFE, nunca se ha
encontrado a las dos mutaciones de manera simultanea
en un solo cromosoma (6). Esto significa que los pacien-
tes que son homocigotos por lo que respecta a la muta-
cion C282Y son siempre negativos respecto a la mutacion
H63D, y viceversa (8-16).

La determinacion de las mutaciones especificas en el
gen HFE es un diagnostico de gran importancia, ya que
la enfermedad no reduce la esperanza de vida si se
diagnostica y se trata en un estadio temprano de la
enfermedad .

La terapia es la realizacién de sangrias con el objetivo de
mantener la concentracion de ferritina entre 10-20 ng/ml.
El diagnostico temprano vy el tratamiento mediante san-
grias con el fin de normalizar el hierro sérico antes de la
presentacion de los sintomas previene el desarrollo de las
complicaciones de la HH (10).

Actualmente considerado el gen HFE como el gen respon-
sable de la HH, ya que un porcentaje elevado de pacien-
tes con hemocromatosis son homocigotos para una
mutacién que causa una sustitucién de una cisteina por
una tirosina en posicién 282 (C282Y).

Se ha confirmado que esta mutacién es la mas prevalente
en la hemocromatosis, aunque su frecuencia es distinta
dependiendo de la poblacién estudiada. La mutacién
(C282Y) en familias australianas de origen escocés irlan-
des aparece en el 100 % de los pacientes con HH y en el
sur de Europa se encuentra en un 64-76 % de los pacien-
tes que presentan sobrecarga de hierro severa (10,11,17).
En el gen HFE se ha encontrado otra mutacion: el cambio
de una citosina por una guanina en posicion 187 que
conlleva a la sustitucion de una histidina por acido aspar-
tico en posicion 63 (H63D). Esta mutaciéon aparece en
poblacién normal, pero aparece con una frecuencia mas
alta en pacientes con hemocromatosis, lo cual indicaria
que junto a otros factores ambientales o genéticos
aumentaria el riesgo para depositar el hierro

Algunos autores en 1999 encontraron una nueva muta-
cién 193 AT con cambio en la serina a cysteina (565C)
localizada en el exon 2 en la cercania de H63D. Esta
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forma parece que esta asociada a una forma leve de
HHC (5-13).

La prevalencia de la enfermedad se situa entre 1/200 a
1/400 individuos de la poblacién. La frecuencia en hetero-
cigotos es un portador entre 1/8'y 1/10 (2,7,10).

El indice de saturacion de transferrina (IST), esta conside-
rado como la prueba de cribado mas efectiva y de mayor
rentabilidad para discriminar posibles afectados por la
enfermedad. El punto de corte del IST para considerar
que existe sobrecarga férrica varia desde el 45-60%,
dependiendo de los autores. En todo caso, es mas alto en
hombres que en mujeres debido posiblemente a las pérdi-
das sanguineas de la menstruacion y/o embarazo, asi el
Colegio Americano de Patélogos (CAP), lo establece en
60% en hombres y 50% en mujeres.

En 1996, fue clonado el gen de la hemocromatosis (HFE),
que esta en el brazo corto del cromosoma 6, y posterior-
mente se han descrito dos mutaciones principales; la
mutacion en el aminoacido 282, en la que la cisteina es
sustituida por tirosina (C282Y), y la mutacion en el ami-
noacido 63, en el que la histidina es sustituida por aspar-
tico (H63D).

Los homocigotos para la mutacion C282Y expresan
fenotipo de hemocromatosis en un porcentaje muy alto,
pero que varfa segun la poblacién considerada. La
mayoria de homocigotos C282Y asintomaticos son
mujeres premenopausicas, mientras que para los hom-
bres mayores de 40 afios la penetrancia de la homocigo-
sidad C282Y es del 95% para la sobrecarga de hierro.
Los heterocigotos dobles, C282Y/H63D, pueden presen-
tar algunos rasgos bioquimicos, pero muy pocas veces
tienen expresion clinica, a menos que se den otros fac-
tores coadyuvantes como alcoholismo, anemia hemoli-
tica o porfiria cutanea tarda (10).

Los homocigotos H63D pueden presentar el fenotipo
de hemocromatosis, pero no esta claro que esta muta-
cién sea capaz por si sola de dar lugar a la sobrecarga
de hierro.

Hay un 20% de hemocromatosis no asociadas a los feno-
tipos €C282Y y H63D que escaparian del diagndstico
genético, esto ayuda a comprender que la biopsia hepa-
tica sea aun hoy dia el patrén de oro para el diagndstico
de la hemocromatosis, ya que posibilita la cuantificacion
quimica del hierro expresado por el indice hepatico de
hierro (IHH): (umoles de Fe/g de higado seco)/edad del
paciente. Un indice superior a 1,9 indica hemocromatosis.
Una tercera alteracién de bases que reemplaza serina por
cisteina (565C) se presenta en el 1,5% de la poblacién
europea. Aunque S65C se considera un polimorfismo
benigno, un genotipo C282Y/S65C puede conferir un
ligero incremento en el riesgo de enfermedad, contribu-
yendo a un fenotipo de enfermedad leve (16-20).

Se han detectado otras mutaciones HFE en familias indivi-
duales cuya frecuencia y efectos en la poblacién general
quedan todavia por estudiarse (10-13).

MECANISMO DE ACCION DE LAS MUTACIONES

El producto proteico del gen HFE es una glicoproteina
transmembrana de tipo |, con 343 residuos aminoacidos,
gue contiene una cadena pesada unida a la membrana
con 3 dominios extracelulares. Se piensa que la HFE
regula la toma de hierro por un mecanismo que implica el
enlace dependiente del pH con la proteina receptora de la
transferrina. De acuerdo con este mecanismo, las células
adquieren hierro gracias a la transferrina que transporta
dos iones hierro; ésta se une a pH 7,4 a un dimero for-
mado por dos moléculas del receptor de transferrina que
esta en la membrana celular. Todo este complejo entra a
la célula por endocitosis, luego se libera el hierro dentro
de la célula y es transportado al citoplasma, volviendo la
transferrina y su receptor a la superficie celular ( 6,10,12).
Aungue el mecanismo molecular exacto con que actua la
HFE se discute, se piensa que la proteina HFE se une al
receptor de transferrina e influencia el reparto intracelular
de hierro mediado por el complejo hierro-transferrina.
Hay varios modelos propuestos, pero el que parece mas
probable se basa en que la HFE bloguea el enlace de
transferrina al receptor de transferrina y es responsable de
la regulacién negativa de la toma de hierro. La HFE se
asocia con el receptor de transferrina en o en la proximi-
dad del sitio de enlace, e inhibe competitivamente la
union con hierro-transferrina (10,13).

Se han estudiado, los efectos de las mutaciones C282Y
y H63D en la funcién y estructura de la proteina HFE. La
C282Y, convierte un residuo Cys en uno de Tyr, y esto
evita la formacion de un puente disulfuro, alterando el
plegamiento de la proteina HFE. La proteina mutante no
se une a la beta-2-microglobulina, lo que impide el
transporte de la proteina y la expresion en la superficie
de la célula; la proteina es retenida en el reticulo endo-
plasmatico y es degradada aceleradamente, produ-
ciendo como resultado final la pérdida de la funcién de
la proteina (1314).

La mutacién H63D da lugar a una proteina que se expresa
en la superficie de la célula, pero con una interaccién con
el receptor de la transferrina distinta a la del alelo salvaje.
Como resultado se deposita mas hierro en las células (11).

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LA
HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA

En cuanto a los criterios diagndsticos, se consideran
sugestivos de HH, en ausencia de otras causas potenciales
de sobrecarga férrica, IST persistentemente incrementada
(50% para mujeres premenopdusicas y 60% para hom-
bres y mujeres posmenopausicas) y ferritina elevada (>
200 pg/l para mujeres premenopausicas o > 300 pg/l para
hombres y mujeres posmenopausicas) (8-10).
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Ante un aumento de IST, la deteccién de las mutaciones
de la hemocromatosis confirma el diagnéstico en pacien-
tes sintomaticos y resulta basico para detectar los casos
subclinicos, como cribaje, habiendo demostrado ser
coste-efectivo.

Para detectar las mutaciones del HFE existen varios méto-
dos, basados en la amplificacion de la region especifica
del gen por PCR y posterior deteccion de la mutacion. Los
métodos mas comunes usan una enzima de restriccion
para diferenciar los alelos (enzima que corta el alelo que
contiene la mutacién, pero no el de tipo salvaje), sequidos
de electroforesis para diferenciar el alelo mutante del
alelo salvaje, por diferencia del tamafo de los fragmentos
de 4cidos nucleicos (10).

La ampliacién de alelos especificos es otro método
usado comunmente. En este, cebadores especificos del
alelo salvaje o del mutante estan disefiados para que la
posicidn de la mutacion se encuentre cercana al extremo
3’ del cebador. Cada uno de estos, amplificard sola-
mente su alelo especifico. La presencia o ausencia de
amplificacién con los cebadores especificos identifica el
genotipo (8,14).

Un tercer método utiliza para este mismo modelo de
hibridacién cebadores comunes para alelos mutados vy sal-
vajes, pero los que son especificos son las sondas de hibri-
dacién marcadas radiactivamente o fluorescentemente,
identificando asf los diferentes alelos por las distintas tem-
peraturas de fusién en PCR a tiempo real (5-15).

RECOMENDACIONES PARA PACIENTES CON
SOSPECHA DE HH

Actualmente en todas las Areas Sanitarias de todos los
Hospitales de la red publica se estan solicitando muchos
estudios moleculares del gen HFE al afio, que se derivan a
otros laboratorios, con un gasto muy importante y los
resultados son remitidos a las consultas solicitantes. Esta
demanda esta aumentando cada afio, y actualmente no
es posible realizar un diagnéstico de hemocromatosis sin
estudio molecular. Es conveniente en aquellos enfermos
que se realizan este estudio que se acomparie de consejo
genético por un profesional.

Los objetivos del estudio de HC consisten en:

1. El estudio molecular de las mutaciones del gen HFE. La
amplificacién mediante PCR de tres regiones de DNA
dentro del gen de la HFE para posteriormente identifi-
car mediante digestiones con enzimas de restriccion la
presencia/ausencia de mutaciones responsables de HH.

2. Consejo genético: Se debe realizar consejo genético
para informar al paciente y a la familia de la forma de
herencia, las implicaciones de la enfermedad, riesgo
genético. Se debe realizar la historia familiar, arbol

genealogico y los test genéticos para clarificar el

estado de los miembros de la familia.
El test que se debe de realizar en una primera fase es la
saturacion de la transferrina. Todos los adultos con HHC
tienen elevada la saturacién de la transferrina (>45 %). El
estudio molecular para las mutaciones C282Y, H63D y
S65C se debe de utilizar como test confirmatorio. Los
pacientes que no tienen estos genotipos representan un
grupo heterogéneo enfermedad hepaética u otros sindro-
mes metabdlicos.

La biopsia hepética estara indicada en:

¢ Pacientes que no tengan los genotipos de HHC y ten-
gan saturacién de la transferrina por encima de 65 %

¢ En los pacientes que no tienen los genotipos de la HHC,
la saturacion de la transferrina esta entre 45-60 % vy
no tienen signos de enfermedad hepatica.

La prueba de ADN permite la deteccién inequivoca tanto
de personas portadoras de una copia de la mutacion, con
riesgo de tener hijos con la enfermedad, como de perso-
nas con dos copias de la mutaciéon que ya presenta la
enfermedad o que la desarrollaran con una altisima pro-
babilidad en el futuro.

La idoneidad de realizar la prueba genética a toda la

poblacién en general esta siendo considerada por diversas

asociaciones médicas (23-25). Consideraciones a favor de
la medida son el hecho de la elevada incidencia de la HH,
la falta de hallazgos clinicos en el curso temprano de Ia
misma, la falta de especificidad de estos hallazgos clinicos
una vez se manifiesten, el bajo coste de la prueba gené-
tica y del tratamiento asi como la eficacia de un trata-
miento temprano y el elevado coste y poco éxito de un

diagnostico y tratamiento tardios (23-27).

En cualquier caso, se recomienda la prueba de ADN

cuando se dé alguna de la circunstancias siguientes

(21-38):

¢ Un diagnéstico previo de hemocromatosis.

e Historial familiar con hemocromatosis o existencia de
individuos portadores de la mutacion en la familia.

¢ Elevacién inesperada de enzimas sericas hepaticas.

e Cirrosis o carcinoma hepatocelular.

¢ Diabetes mellitus.

¢ Sintomas inespecificos compatibles: fatiga, dolores
abdominales y en la articulaciones, arritmia cardiaca,
impotencia, hiperpigmentacién, hipertiroidismo, hipo-
gonadismo, hepatoplenosmegalia.

e Porfiria cutdnea y talasemia. Las personas con estas
enfermedades que ademas tengan la mutacién en el
gen HFE pueden sufrir una sobrecarga adicional de
hierro.
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HEPCIDINA. LA HORMONA DEL HIERRO

La hepcidina es un péptido del tipo beta defensina, que
actua como un regulador de la homeostasis del hierro.
Esta es de origen hepatico y esta modulada por los reque-
rimientos de hierro del organismo, y como respuesta a
estados inflamatorios o infecciosos (39-41).

Es inducida por la inflamacién y la carga de hierro y
suprimida por la anemia y la hipoxia. Actua a nivel de Ia
absorcién del hierro a nivel intestinal y es muy caracte-
ristico de desordenes tales como la HH o las talasemias.
Hasta hace poco solo existia una prueba para la deter-
minacién de la Hepcidina, una prueba de inmunodot en
orina. Pero recientemente, se ha publicado un nuevo
método para determinar Hepcidina en orina mediante
un laser de espectrofotometria de absorcion de masas
con ionizacién. Se encontraron picos para las tres for-
mas de Hepcidina en orina, en especial para la
Hepcidina-25 el coeficiente de correlacién obtenido fue
de 0,9275. Este nuevo método es facil de realizar si se
dispone de la intrumentacién adecuada y posiblemente
permitird estudios a mayor escala (40-42).

La accion de la hepcidina, que es un péptido que desem-
pefa un papel clave en el metabolismo del hierro
humano, en 2 variantes de la hemocromatosis hereditaria,
lo que condujo a la atractiva hipétesis de que podria ser
un denominador patogénico comin en todas las formas
de este sindrome. Si bien la funcién de una HFE2 denomi-
nada hemojuvelina (HJV) es desconocida, los niveles de
hepcidina estan disminuidos en personas con mutaciones
de HJV, lo que sugiere que aquélla seria probablemente
una moduladora de la hepcidina. Dada la gravedad feno-
tipica de la hemocromatosis hereditaria relacionada con
una mutacion en el gen HAMP que codifica para la hepci-
dina y para la HJV, ésta probablemente desempefie un
papel importante en ese aspecto. La pérdida de la regula-
cion mediada por la HJV puede producir sintesis aumen-
tada de hepcidina en respuesta al aumento del hierro
plasmatico, lo que produce resultado similar al causado
por la pérdida de hepcidina (41-42).

PROCESO DIAG,N(')STICO ASPECTOS ETICOS Y
CONSEJO GENETICO

Técnica molecular

Consiste en los siguientes pasos:

1.- Extraccion del DNA cromosémico de células sangui-
neas.

Se extrae DNA de las muestras de sangre para un poste-

rior analisis y utilizarlo como molde para la amplificacién

génica mediante PCR. Se realizard mediante kit comercial.

2.- Realizacién del analisis de las mutaciones

La metodologia actual en el estudio molecular de las

mutaciones del gen HFE de la hemocromatosis se puede

realizar mediante:

1. De forma manual (método clasico)

2. De forma automatica (equipo Light Cycler)

A continuacion se expone las diferencias entre una téc-

nica y otra:

a) El tiempo estimado en la realizacion de la extraccion
del DNA es igual para los 2 métodos.

b) El tiempo de los recursos humanos estimado para la
realizacién del estudio molecular con la técnica:

* Método clasico de PCR, digestiéon y obtencién del resul-
tados: 10 horas aproximadamente

e Automdtica mediante el uso del Light Cyler: 1 hora.

METODO MANUAL (METODO CLASICO)

Este consiste en un ensayo de hibridacion reversa en
“blot” para la determinacion de dos mutaciones puntua-
les en el gen HFE de la hematocromatosis humana.

En primer lugar, se lleva a cabo una PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) utilizando el DNA aislado a par-
tir de sangre completa. En esta reaccion, se amplifican
dos fragmentos del gen HFE utilizando “primers” especi-
ficos marcados con biotina.

La caracterizacidon de los segmentos amplificados del gen
se produce mediante una reaccién de hibridacion con oli-
gonucleotidos especificos de secuencia (SSOP-PCR).

El DNA amplificado se desnaturaliza, y se pone en con-
tacto con tiras de nitrocelulosa en los pocillos de la
cubeta de incubacion que se proporciona. En las tiras de
nitrocelulosa se encuentran las sondas de los genes tanto
para el tipo nativo como para la secuencia mutada de los
dos segmentos de gen analizados en en ensayo, asi como
varias zonas de control.

Durante la hibridacion, el DNA amplificado y desnaturali-
zado se une a las sondas de los genes incluidas en las
tiras. Los pasos de lavado altamente especificos aseguran
que esta unién Unicamente se conserva si la secuencia de
la sonda es complementaria al 100 % con la secuencia de
la amplificacién. Los hibridos formados por la sonda del
gen y el DNA amplificado marcado con biotina pueden
revelarse entonces mediante una reaccion colorimétrica
proporcionada por el complejo biotina / estreptavidina
/fosfatasa alcalina con el substrato NBT / BCIP

Evaluacién e interpretacion de los resultados

Una vez que se hayan secado, las tiras tienen que colo-
carse en papel blanco. La plantilla especifica, en la que
estan sefialadas las zonas de reaccion, sirve de ayuda para
la evaluacién. Si una zona marcada se corresponde de
manera exacta con la zona de reaccion de la tira, se la
puede considerar identificada.
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Control del conjugado

Control de especificidad
Control de sensibilidad H63D
Sonda para la forma nativa H63
Sonda para la mutacién 63D
Control de sensibilidad C282Y

Sonda para la forma nativa C282

Sonda para la mutacién 282Y

Figura 1.-Zonas de control y sondas para los genes que se encuentran en la tira
de nitrocelulosa.

Cada tira tiene una zona de control para el conjugado,
una para la especificidad y dos para la sensibilidad. Las
zonas de control para el conjugado y para la sensibilidad
tienen que desarrollarse completamente durante el test.
Si dichas zonas de control no llegan a revelarse, se va a
obtener un resultado falso negativo. En tal caso, hay que
repetir el test.

Si se revela la zona de control para la especificidad, se va
a obtener una falsa reacciéon positiva. También en este
caso habria que repetir el test

Las sefales especificas de la sonda tan sélo se pueden
considerar positivas si su intensidad es aproximadamente
la misma que la del control universal.

En total, hay 8 zonas de reaccién definidas y susceptibles
de ser reveladas (Figura 1).

En total, hay 8 zonas de reaccion definidas y susceptibles
de ser reveladas.

Control del conjugado

Control de especificidad

Control de sensibilidad H63D

Sonda para la forma nativa H63

Sonda para la mutacién 63D

Control de sensibilidad C282Y

Sonda para la forma nativa C282

Sonda para la mutacién 282Y

El siguiente (Figura 2) muestra todas las combinaciones
que son posibles:
Resultados :
Resultados (Figura 2):
1. homocigoto: H63 (forma nativa)
homocigoto: €282 (forma nativa)
2. homocigoto: H63 (forma nativa)
heterocigoto: C282 (alelo mutado) - 282Y (alelo mutado)
3. homocigoto: H63 (forma nativa)
homocigoto: 282Y (alelo mutado)
4. heterocigoto: H63 (forma nativa) - 63D (alelo mutado)
homocigoto: €282 (forma nativa)

Control del conjugado
Control de especificidad

Control de sensibilidad H63D

Sonda para la forma nativa H63

Sonda para la forma mutante 63D

Control de sensibilidad C282Y

Sonda para la forma nativa C282

Sonda para la mutacioén 282Y

Figura 2.- Patron de bandas para todos los genotipos posibles

5. homocigoto: 63D (alelo mutado)
homocigoto: €282 (forma nativa)

6. heterocigoto: H63 (forma nativa) - 63D (alelo mutado)
heterocigoto: C282 (forma nativa) - 282Y (alelo mutando)

Aspectos Eticos.

- Consentimiento informado: Se informaré al paciente por
escrito de la naturaleza y propésitos del siguiente proto-
colo. Los derechos de los pacientes estaran en todo
momento protegidos por la declaracion de Helsinki.

Consejo Genético

El proceso diagndstico del paciente con sospecha de HHC
se detalla siguiendo el algoritmo que se recoge en la
figura 3.

Figura 3.- Algoritmo diagndstico de la HH.
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CONCLUSIONES

La hemocromatosis hereditaria (HH) es una enfermedad
hereditaria autosémica recesiva que se caracteriza por
una absorcién intestinal de hierro elevada y por una sinto-
matologia clinica relacionada con el acimulo de hierro en
higado, pancreas, corazén, piel, articulaciones y testicu-
los. Sin terapia el desarrollo de los sintomas aparecen en
hombres entre los 40 y 60 afios y en mujeres después de
la menopausia. Después de los 40 afios es comun la apa-
ricién en hombres de fibrosis hepéatica o cirrosis. En
pacientes no tratados es comun la aparicion de pigmenta-
cion de la piel, diabetes mellitus, insuficiencias cardiacas o
arritmias, artritis e hipogonadismo.

El diagnostico de HHC en pacientes con clinica consiste
en andlisis bioguimicos (saturacion de transferrina, ferri-
tina en suero) y confirmacion mediante biopsia hepatica
y/o diagnéstico molecular para la mutacion C282Y y
H63D del gen HFE (cromosoma locus 6p21).
Tradicionalmente saturacién de la transferrina (SAT) > de
60 % en los hombres 0 50 % o mas en mujeres sugieren
HHC en ausencia de otras causas de elevacion de satura-
cion de la transferrina. Estudios recientes sugieren que el
umbral de la SAT puede ser mas sensible para detectar
HHC. Concentraciones altas de ferritina en pacientes no
tratados no es especifico de la HH. Cerca de 87% de los
pacientes con HHC son homocigotos para la mutacién
C282Y o heterocigotos compuestos para la mutacion
C282Y y H63D.

El estudio molecular de las mutaciones del gen HFE y en
el consejo genético, nunca puede suplir el analisis de la
utilidad de la Resonancia Magnética Nuclear como
prueba para determinar la sobrecarga hepatica de hierro
frente a la biopsia hepatica.

En el diagnostico molecular del gen HFE de la HH, la
prueba genética es coste efectiva actualmente en todos
los Hospitales de nuestro pais.
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