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Resumen Abstract

Fundamento: la hemocromatosis tipo 1 es una Background: hemochromatosis type 1 is an
enfermedad genética de transmisién autosémica autosomal recessive genetic disorder, which should
recesiva, que debe diagnosticarse en su fase be diagnosed during its preclinical phase in order to
preclinica con el fin de evitar complicaciones prevent severe organ damage.

organicas graves. Objective: to establish the diagnosis of
Objetivo: establecer el diagndstico de la hemochromatosis type 1 in Cuba, and calculate its
hemocromatosis tipo 1 en Cuba, y calcular sus frequencies in patients with hepatopathies.
frecuencias en pacientes con hepatopatias. Methods: an analytic cross-sectional study was
Métodos: se realizé6 un estudio analitico y conducted including 65 patients with liver disease,
transversal conformado por 65 pacientes con who were referred to the laboratory of Molecular
hepatopatias, remitidos por genetistas clinicos al Biology of the National Medical Genetics Center by
laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional clinical geneticists. A PCR-RFLP analysis was used for
de Genética Médica. Se empled un PCR-RFLP para la detecting the C282Y and H63D mutations in the HFE
deteccién de las mutaciones C282Y y H63D del gen gene.

HFE. Results: PCR-RFLP analysis was standardized for
Resultados: se estandarizé el PCR-RFPL para la the detection of C282Y and H63D mutations.
deteccion de las mutaciones C282Y y H63D. Las Frequencies of C282Y and H63D mutations in the

frecuencias de las mutaciones C282Y y H63D del HFE gene in patients with hepatopathies were 6.3%
gen HFE en los pacientes con afecciones hepaticas and 18.2% respectively.
fueron de 6,3 % y 18,2 % respectivamente. Conclusions: molecular diagnosis of C282Y and

Conclusiones: el diagndstico molecular de las H63D mutations in the HFE gene causing
mutaciones C282Y y H63D del gen HFE causantes de hemochromatosis type 1 contributed to the
la hemocromatosis tipo 1 permitié identificar 28 identification of 28 carriers in the 65 patients who
portadores en los 65 pacientes estudiados, asi como were studied, as well as a homozygous individual for
un individuo homocigoto para la mutacién H63D, lo the H63D mutation, which shows the high
que expone la alta prevalencia de estas mutaciones prevalence of these mutations in Cuban patients

en pacientes cubanos con hepatopatias. with liver disease.
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INTRODUCCION

La hemocromatosis tipo 1 es una enfermedad
genética con herencia autosémica recesiva,
caracterizada por una elevada absorcién de
hierro a nivel de las criptas intestinales como
consecuencia de una modificacién en su
metabolismo, lo cual induce su depdsito
progresivo en distintos 6rganos, que da lugar al
desarrollo de diferentes enfermedades.*?

Esta hepatopatia es el defecto genético mas
frecuente en Occidente, donde afecta a 1 de
cada 200 personas, principalmente de origen
caucdsico. *? Se considera una enfermedad
eventualmente grave debido a las lesiones
celulares que pueden producirse en diferentes
6rganos y que durante gran parte de la vida
puede desarrollarse de forma asintomatica. Por
esta razén, su diagndstico pre sintomatico (solo
se pude realizar por estudios moleculares) y su
posterior tratamiento con flebotomias, pueden
impedir que la enfermedad devenga en: cirrosis,
cardiopatias, diabetes mellitus y otras lesiones
irreversibles.'?

El gen cuyo defecto pude causar la
hemocromatosis tipo 1 se denomina HFE y se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 6, en
el locus 6p21,3, cerca del gen de HLA. Este gen
codifica para una glicoproteina de 343
aminoacidos también denominada HFE, que
interviene en la homeostasis del hierro a través
de su unién al receptor de transferrina, que
modula la interaccién entre la transferrina y su
receptor. ** Las principales mutaciones del gen
HFE que ocasionan esta hepatopatia son la
sustitucién de una cisteina por una tirosina en
posicion 282 de la proteina (C282Y), y el cambio
de una histidina por un aspartico en la posicién
63 (H63D). **

Las técnicas que en la actualidad se utilizan para
detectar la hemocromatosis tipo 1 consisten en
la determinacién del indice de saturacién de
transferrina (IST), el cual sitda el umbral de
sospecha por encima de valores del 45 %, la
ferritina sérica (> 400 pg/L) y el hierro sérico,
que debe ser mayor o igual a 150 pg/dL.
Posteriormente se demuestra la presencia de
mutaciones en el gen HFE por estudios
moleculares. ***®

El objetivo del presente estudio, por tanto, es el
de instaurar el diagndstico de la hemocromatosis
tipo 1 en Cuba y establecer las prevalencias de

las mutaciones C282Y y H63D en una muestra de
pacientes con hepatopatias con el fin de obtener
datos epidemioldgicos que puedan permitir
relacionar la presencia de estas mutaciones con
la incidencia de la hemocromatosis tipo 1 en esta
poblacion.

METODOS

Se realizé un estudio analitico y transversal para
el universo de estudio conformado por los
individuos no relacionados familiarmente, que
presentaban antecedentes de hepatopatias
crénicas, con marcadores virales e inmunoldgicos
negativos, los cuales dieron su consentimiento
para participar en esta investigacién (en caso de
los menores de edad, el consentimiento y la
toma de la muestra la autorizo el tutor legal).
Dicho universo de estudio estuvo constituido por
el ADN extraido de 65 pacientes con
hepatopatias procedentes de distintas provincias
de Cuba, remitidos por los genetistas clinicos al
laboratorio de Biologia Molecular del Centro
Nacional de Genética Médica.

El ADN se obtuvo a partir de una muestra 10mL
de sangre periférica, recolectadas en un tubo
estéril, con el anticoagulante
etilendiaminotetraacetato (EDTA) a una
concentracién de 56mg/mL. La extraccién de
ADN fue realizada por el método de precipitacion
salina, descrito por Miller SA, en 1986.7

Después de procesar las muestras a través de un
cédigo se extrajo el ADN y se almacenaron en un
banco de ADN con condiciones 6ptimas de
temperatura y seguridad y solo fueron utilizadas
con la finalidad de desarrollar esta investigacion.

Para la amplificacién de las regiones de interés
del gen HFE, ubicados en los exones 2 y 4 del
gen HFE, fue utilizada la técnica de PCR.

Este PCR consistié en la amplificacién de las
regiones flanqueadas por los cebadores HLAH-4 y
HLAH-5. & (Tabla 1).

La amplificaciéon fue llevada a cabo en un
volumen final de 25yL que contiene 100ng de
acido desoxirribonucleico (ADN) genémico, 0,2yM
del cebador HLAH-4, 0,2yM del cebador HLAH-5,
1X del tampdn suministrado con la enzima,
1,5mM de MgCl2, 0.25mM de 2'-
desoxinucleosido 5'-trifosfato (dNTP) y 1,5U Taq
ADN Polimerasa (Invitrogen).
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion del PCR de H63D
y su temperatura de hibridacion

Cebadores Secuencia TH
HLAH-4 5'- TGGCAAGGGT AAACAGAT CC -3 54°C
HLAH-5 5'- CTCAGGCACTCCTCTCAACC -3 54°C

10 minutos a 72°C para la extension final.

El proceso de amplificacién se realizé en el ~ Amplificacion del exon 4 del gen HFE
termociclador MJ Research, Estados Unidos. En el

que se program6 una desnaturalizacion inicial del . fl g | bad HLAH-1
ADN a 95°C por tres minutos. La amplificacién regiones tanqueadas por 'os cebacores HLAT ¥
' HLAH-2. ® contiene: 100ng de ADN gendmico,

incluyé 30 ciclos de desnaturalizacién/ 0,2uM del cebador HLAH-1, 0,2yM del cebador

segundos a 54°C, que constituye la TH de los  enzima, 1,5mM de MgCI2, 0,25mM de dNTP y

cebadores utilizados y 60 segundos a 72°C, 1,5U Tag DNA Polimerasa (Invitrogen), en un
respectivamente. La amplificacion concluyé con  volumen final de 25yL. (Tabla 2).

El montaje del PCR para la amplificacién de las

Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion del PCR
de C282Y vy su temperatura de hibridacion

Cebadores Secuencia TH
HLAH-1 5'- ACTCTCTGCACTACCTCTTC -3 60°C
HLAH-2 5'- GCCACATCT GGCTTGAAATT -3' 60°C

mutaciones mas frecuentes del gen HFE en las
regiones amplificadas por la técnica de PCR,
El proceso de amplificacién se realizé en el fueron realizadas digestiones enzimaticas con
termociclador M) Research, EE.UU, donde se enzimas de restriccién especificas en cada uno
desarrollé una desnaturalizacién inicial del ADN a de los casos. 8
95°C por tres minutos. La amplificacién incluyé
30 ciclos de los pasos de desnaturalizacién/ Digestion enzimatica para el producto de la PCR
hibridacion/ extensién de 60 segundos a 94°C, 60  del exdén 2
segundos a 60°C, y 60 segundos a 72°C,
respectivamente. La digestion enzimatica fue llevada a cabo en un
volumen final de 20yL que contiene 8yl de
La amplificacién concluyé con 10 minutos a 72°C, producto de PCR, 1X del tampdn suministrado

para la extension final. con la enzima y 10U de la enzima de restriccién
Mbo | (Invitrogen). Esta mezcla se incubé a 37°C
Digestién enzimatica toda la noche.

Para la determinacién de la presencia o no de las Digestion enzimatica para el producto de la PCR
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del exén 4

La digestion enzimatica fue llevada a cabo en un
volumen final de 20yL que contiene 8yl de
producto de PCR, 1X del tampdn suministrado
con la enzima, 80ng/yL de albiumina de suero
bobino (BSA) y 30U de la enzima de restriccién
Rsa | (Promega). Esta mezcla se incubd a 37°C
toda la noche.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 2 %, tefido
con bromuro de etidio 5X. Se mezclaron 5yl de
cada producto amplificado, asi como de los
controles y/o patrén de peso molecular, con 1yl
de bromofenol azul (BFA) como frente de corrida.
Se utilizé el tampén TBE 0,5X (0,5M de Tris,
10mM de EDTA y 0,5mM de acido bérico) para
cada corrida electroforética y se aplicé un voltaje
de 250V, por 30 minutos. El producto amplificado
se visualizd por exposicion a la luz ultravioleta en
un transluminador.

Interpretacion de los resultados

PCR y digestién enzimatica del exén 2.

¢ El producto de PCR del exén 2 corresponde a
171 pares de bases (pb). La digestion
enzimatica con la enzima Mbo | genera dos
fragmentos de 101pb y 70pb que corresponden
al alelo normal.

o En el alelo patoldgico desaparece el sitio de
restriccién, y se obtiene el fragmento integro
de 171pb.

PCR y digestidén enzimatica del exén 4.

¢ El producto de PCR del exén 4 corresponde a

un fragmento de 387pb. El producto del PCR
digerido con la enzima Rsa | del alelo normal
genera dos fragmentos de 247pb y 140pb.

o En el alelo mutado se genera un nuevo sitio de
restriccion, y se obtienen tres fragmentos de
247pb, 111pb y 29pb.

RESULTADOS

Estandarizacién de la técnica de PCR-RFLP para
la deteccién de la mutacién H63D

La estandarizacion del PCR de la mutacién H63D
se efectué como se describe anteriormente. Esta
mutacion consistié en un cambio de G por A en el
nucleétido 187 en el gen HFE, que ocasiond que
desapareciera el sitio de restriccion de la enzima
Mbo | localizado en el ex6n 2, como
consecuencia se obtiene un fragmento de 171pb. ?

Se muestra la corrida electroforética de tres
pacientes diagnosticados clinicamente con
hemocromatosis tipo 1 a los que se les realizé el
PCR para la deteccién de la mutacién H63D y un
marcador de peso molecular de 50pb. La
carrilera uno se correspondid con el paciente uno,
en este caso se obtuvo un fragmento de 171pb
que se correspondié con el alelo patoldgico, por
lo que desaparecié el sitio de restriccion y resulté
homocigoto para la mutacién H63D. En la
carrilera dos se pudieron apreciar tres
fragmentos de 171pb, 101pb y 70pb los que
correspondieron a los alelos normal y mutado por
lo que se puede decir que este paciente dos,
resulta heterocigdtico para la mutacién H63D. En
la carrilera tres, correspondiente al paciente tres,
se obtuvieron dos fragmentos, de 101pb y 70pb
que se correspondieron al alelo normal, por tanto
este paciente no presentdé dicha mutacién.
(Figura 1).
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70 pb —

101pb —

Pac. 1 Pac. 2 Pac. 3 PMM*

* Patron de peso molecular: 50pb DNA Ladder Invitrogen.
Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del PCR y la digestion
enzimatica de la mutacion H63D del gen HFE

Estandarizacién de la técnica de PCR-RFLP para
la deteccidon de la mutacion C282Y

La estandarizacién del PCR de la mutacién C282Y
se efectué como se describié anteriormente. Esta
mutacidén, que consiste en un cambio de G por A
en el nucleétido 845 del gen HFE crea un
segundo sitio de restricciéon en el exén 4 para la
enzima Rsa I, como resultado se obtienen tres
fragmentos de 147pb, 11pb y 29pb. 8

La figura se corresponde a una corrida
electroforética de las muestras de tres pacientes

diagnosticados clinicamente con hemocromatosis
tipo 1, a los que se les realizé el PCR y su
posterior digestidon enzimatica con la enzima Rsa
| para la deteccién de la mutacion C282Y, y un
marcador de peso molecular de 50pb. En los
casos uno y tres se obtuvieron dos fragmentos
de 247pb y 140pb que corresponden con el alelo
normal, es decir estos pacientes no presentaron
la mutacién C282Y y en el caso dos se obtuvieron
tres fragmentos de 247pb, 140pb y 111pb que se
relacionan con el alelos normal y el patolégico,
por lo que este paciente resulta heterocigético
para dicha mutacién. No se logré distinguir el
fragmento de 27pb debido a que la electroforesis
se realizé en un gel de agarosa al 2 %. (Figura 2).
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Pac. 1 Pac. 2 Pac. 3 PPM*
* Patron de peso molecular: 50pb DNA Ladder Invitrogen

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del PCR vy la
digestion enzimatica de la mutacion C282Y del gen HFE

Mutacion C282Y del gen HFE en los pacientes con
afecciones hepdticas

De los 65 individuos analizados, siete resultaron
ser heterocigéticos para la mutacion C282Y del
gen HFE, mientras que el resto no presentaron la
mutaciéon. No se detectaron individuos
homocigéticos. Estos resultados muestraron una
frecuencia del alelo mutado de 0,053 (5,3 %) en
esta poblacion estudiada.

Mutacién H63D en los pacientes estudiados con
hepatopatias

Se realizé la deteccién de la mutacién H63D del
gen HFE en 65 pacientes con hepatopatias. De
los 65 individuos analizados uno resultd ser
homocigético para la mutacion H63D del gen HFE,
21 fueron heterocigdticos, y el resto no
presentaron esta mutacidn. Estos resultados
proporcionaron una frecuencia del alelo mutado
de 0,17 (17 %) en la poblacién estudiada.

DISCUSION

Mutacién C282Y del
fecciones hepati

n HFE en | ient

La prevalencia de la mutaciéon C282Y ha sido
muy estudiada en diferentes poblaciones
europeas.9 Algunos estudios han postulado el
origen celta de esta mutacién, que refleja un
gradiente descendiente con una incidencia de
norte a sur, acentuada en su mayor frecuencia
en poblaciones del norte de Europa: Finlandia
(5,2 %), Gran Bretafia (5,9 - 8,5 %), Islandia (6,7
%), Noruega (6,4 %) o Irlanda (10 %). Por el
contrario, la menor prevalencia se encuentra en
el drea mediterrénea, con frecuencias del 1,4 %
en Grecia, el 1,3 % en Italia y del 0 % en Turquia.
En la poblacién espafiola, la prevalencia de esta
mutacion se sitda en valores comprendidos entre
el 4,4 % en Cantabria y el 2 % en la region
central. Otros estudios han estimado una
frecuencia para la mutacién C282Y del 3 % y del
3,6 % en poblacién catalana y vasca,
respectivamente, aungue con un numero de
individuos analizados tan reducido que pueda
haber dado lugar a una sobreestimacién de esta
prevalencia. Otro trabajo realizado con poblacién
del Pais Vasco sitUa esta prevalencia en un 5,2 %. *°

Los resultados obtenidos en este grupo de
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pacientes con una prevalencia de la mutacién
C282Y del gen HFE del 5,3 %, estan dentro de los
valores estimados para la poblacién espafiola,
debido posiblemente a que la poblacién cubana
actual es el resultado de una contribucién mixta
entre la poblacién espafiola y la del Africa
Subsahariana principalmente.

Mutacién H63D en los pacientes estudiados con

hepatopatias

Desde su descubrimiento la mutacién H63D ha
suscitado controversia sobre su confirmacién
como tal o su consideracién como un mero
polimorfismo, debido a que la mutacién se
encuentra presente en la poblaciéon Europea con
una frecuencia relativamente alta (media de 14
%) y en aquellas de descendencia europea, lo
que estd en correspondencia con los resultados
obtenidos en este trabajo. En el norte de Africa,
en el Medio Este, y en partes de Asia su
frecuencia es moderada. °

Conjuntamente numerosos autores han
planteado que en todas las poblaciones europeas
y en aquellas de descendencia europea, la
mutacién H63D es mas frecuente que la C282Y,
resultados que son comparables con los hallados
en este estudio. '*

Al mismo tiempo, y teniendo en cuenta que la
mutaciéon H63D potencialmente provoca un
aumento en la absorcién del hierro, aunque
menor que el provocado por la mutacién C282Y,
pudiera ser que en algunos de los pacientes
estudiados esta mutacién incidiera o incluso
fuera la causante de la afeccién hepdtica de
estos al interactuar con otros genes o con el
medio ambiente en que se desenvuelve el
paciente, tal como se ha descrito en el caso de la
mutacién C282Y.

El diagndstico molecular de las mutaciones
C282Y y H63D del gen HFE causantes de la
hemocromatosis tipo 1 permitié identificar 28
portadores en los 65 pacientes estudiados, asfi
como un individuo homocigoto para la mutacion
H63D, lo que expone la alta prevalencia de estas
mutaciones en pacientes cubanos con

hepatopatias.
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