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RESUMEN

Introduccidn: debido a la alta frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D del gen
HFE, promotor de la hemocromatosis tipo 1 y de las mutaciones S o Z, causantes
de la deficiencia de alfa-1-antitripsina (def-A1AT), se han reportado su coexistencia
en varios pacientes, por lo que algunos autores han mencionado a las mutaciones
en el gen HFE como posible contribuyente al desarrollo de las manifestaciones
hepaticas en pacientes con def-A1AT.

Objetivo: determinar la frecuencia de las mutaciones C268Y y H63D en pacientes
con hepatopatias y diagndstico presuntivo de def-A1AT.

Materiales y métodos: se realizd un estudio descriptivo, conformado por 65
pacientes con hepatopatias, remitidos al laboratorio de biologia molecular del
Centro Nacional de Genética Médica, para el diagnéstico molecular de las
mutaciones S y Z del gen de la alfa-1l-antitripsina. Para la amplificacion de las
mutaciones C282Y y H63D se empledé el método de reaccion en cadena de la
polimerasa, con polimorfismos en los tamafios de los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP).

Resultados: la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en los
pacientes con diagnostico presuntivo de deficiencia de alfa-1-antitripsina fue de 5,3
% y 17 %, respectivamente.

Conclusiones: este estudio mostré que la frecuencia de estas dos mutaciones en
la poblacion cubana es alta. Igualmente, se pudo apreciar que ambas mutaciones,
aun en estado heterocigoto, parecen jugar un papel fundamental en el desarrollo de
diferentes patologias.
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ABSTRACT

Introduction: Due to the high frequency of C282Y and H63D mutations in the HFE
gene, promoter type 1 hemochromatosis, and mutations S or Z causing the
deficiency of alpha-1-antitrypsin (def-A1AT), studies have shown their coexistence
in several patients. As a result, many scientists consider mutations in the HFE gene
as a possible contributor to the development of hepatic events in patients with
A1AT-def.

Aim: To determine the frequency of C268Y and H63D mutations in patients with
liver disease and presumptive diagnosis of A1AT-def.

Materials and methods: We conducted a descriptive study that involved 65
patients with liver disease who were referred to the Molecular Biology Laboratory of
the National Center of Medical Genetics for the molecular diagnosis of S and Z
mutations of the gene for alpha-1 antitrypsin. We used the polymerase chain
reaction method with polymorphisms in the sizes of the restriction fragments (PCR-
RFLP).

Results: The frequency of C282Y and H63D mutations of the HFE gene in patients
with presumptive diagnosis of deficiency of alpha-1 antitrypsin was 5.3% and 17%
respectively.

Conclusions: this study showed that the frequency of these two mutations in
Cuban population is high. We also observed that both of them, even in
heterozygous state, seem to play a main role in the development of different
diseases.

Keywords: hemochromatosis type 1, deficiency of alpha-1-antitrypsin, molecular
diagnosis, mutation C282Y, H63D mutation.

INTRODUCCION

La hemocromatosis tipo 1 es un desorden autosémico recesivo, caracterizado por
una excesiva acumulacion de hierro, siendo el defecto congénito del metabolismo
mas frecuente en la raza blanca. Estudios de poblacién basados en ensayos
fenotipicos que utilizan la sobrecarga férrica como marcador, muestran que en la
poblacién caucésica se encuentra afectado 1 de cada 200 a 400 individuos.”El gen
cuya modificacion puede ocasionar la hemocromatosis tipo 1 se denomina HFE, y se
localiza en el brazo corto del cromosoma 6, en el locus 6p21.3, donde se han
descrito varias mutaciones asociadas a la enfermedad.(1) Las principales son dos
mutaciones del tipo sustitucién, que consisten en el reemplazo de un nucleé6tido
simple por otro, ocasionando la sustituciéon de aminoacidos, que en este caso son:
una cisteina por una tirosina en posicion 282 de la proteina (C282Y),” y el cambio
de una histidina por un aspartico en posicién 63 (H63D).*?

Por otra parte, la deficiencia de la enzima alfa-1-antitripsina (def-A1AT) es una
enfermedad hereditaria  con patron autosdmico recesivo provocada
fundamentalmente por la presencia de al menos una de las mutaciones conocidas
como S o Z, en ambos alelos del gen que codifica para la alfa-1l-antitripsina
(A1AT).® Esta proteina es un inhibidor de proteasa sérico de 52 kDa y tiene como
funcion principal la proteccion de los alveolos de la acciéon de la elastasa de
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neutrofilos, y para llevarla a cabo es necesario su sintesis (que ocurre mayormente
en hepatocitos) y el transporte hacia su lugar de accién. La mutacion S, significa un
cambio de glutamina por lisina, que provoca, cuando se encuentra en doble dosis,
la disminucién de su actividad enzimatica provocando deficiencias respiratorias
severas en el individuo portador y la mutacion Z el cambio de glutamina por valina,
lo cual provoca una alteracion de la sefial de salida de la proteina de su sitio de
sintesis y la acumulacion de la misma en el higado, originando principalmente una
disfuncién hepética cuya solucion fundamentalmente es el trasplante de este
6rgano en el paciente.®

Su incidencia ha sido establecida y publicada en unos pocos paises, mientras que
en los Estados Unidos, 1 cada 2 700 personas la padecen. En Dinamarca,
Escandinavia y Suiza la sufre 1 de cada 1 600 individuos; y en Esparia, la incidencia
que se conoce es de 1 por cada 4500.®

Debido a la alta frecuencia de la hemocromatosis tipo 1 y la A1AT, se ha reportado
Su coexistencia en varios pacientes, razon por la cual algunos autores han
mencionado a las mutaciones en el gen HFE como posible contribuyente al
desarrollo de las manifestaciones hepaticas en pacientes con deficiencia de A1AT,
pero otros autores han encontrado resultados contradictorios.®

En 1992, Rabinovitz y colaboradores detectaron que pacientes con hemocromatosis
con genotipo PiZZ para la deficiencia de A1AT, presentan un alto riesgo de padecer
hepatocarcinoma, sin embargo, unos afios después, los estudios de Fargion y
colaboradores encontraron que este riesgo era similar en sujetos hemocromatésicos
con genotipo PiMM. Por otra parte, en el afio 2010, Lam y colaboradores hallaron
una asociacion significativa entre las mutaciones de hemocromatosis en pacientes
con el higado afectado por la deficiencia de A1AT.¢7

Establecer una asociacion entre las dos principales mutaciones de estas dos
patologias (C282Y o H63D del gen HFE 0 S y Z de la def-A1AT) permitiria,
primeramente, comprender por qué varios de estos pacientes presentan
manifestaciones hepaticas, aun presentando alguna de estas mutaciones en
heterocigosis, lo cual permitira, una vez dilucidada las causas, establecer un
diagnostico mas certero y, por ende, un mejor tratamiento para estos pacientes.

Por esta razon, el objetivo de esta investigacion es determinar la frecuencia de las
mutaciones C268Y y H63D en pacientes con hepatopatias y diagndéstico presuntivo
de deficiencia de alfa-1-antitripsina.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, para un universo de estudio conformado por 65
pacientes con hepatopatias (segun los documentos de remision para el estudio),
procedentes de distintas provincias de Cuba, remitidos al laboratorio de Biologia
Molecular del Centro Nacional de Genética Médica, en un periodo de tiempo de 2
afios, para el diagndstico molecular de las mutaciones S y Z del gen de la alfa-1-
antitripsina, para confirma un diagnodstico presuntivo de deficiencia de alfa-1-
antitripsina. Estos pacientes no se encontraban relacionados familiarmente y
presentaban antecedentes de hepatopatias crénicas, con marcadores virales e
inmunolégicos negativos, por lo que dieron su consentimiento para participar en
esta investigacion (en caso de los menores de edad, el consentimiento para la toma
de muestra se obtuvo del tutor legal).
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La técnica experimental empleada fue lade ADN, que se realiz6 a partir de una
muestra 10 mL de sangre periférica, recolectadas en un tubo estéril, con el
anticoagulante etilendiaminotetraacetato (EDTA) a una concentracion de 56mg/mL
y procesada por el método de precipitacion salina. Previamente a la identificacion
de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE, se realizé el diagndstico molecular
de las mutaciones S y Z del gen de la alfa-1-antitripsina.

Para la amplificacion de las zonas de interés del gen HFE, ubicados en los exones 2
y 4 del gen HFE, fue utilizada la técnica de PCR, al cual consistié en la amplificacion
de las regiones flanqueadas por los cebadores HLAH-4 y HLAH-5 en el caso de la
mutacion H63D, y de las regiones flanqueadas por los cebadores HLAH-1 y HLAH-2
para la mutacién C282Y. Posteriormente, para la determinacién de la presencia o
no de las mutaciones mas frecuentes del gen HFE en las regiones amplificadas por
la técnica de PCR, fueron realizadas digestiones enzimaticas con las enzimas de
restriccion Mbo | (para la mutacion H63D) y Rsa | (para la mutacion C282Y) en
cada uno de los casos.(2) Para el calculo de la frecuencia génica se utilizé6 una
formula derivada de la Ley de Hardy-Weinberg.

RESULTADOS

De los 65 pacientes analizados, siete resultaron ser heterocigéticos para la
mutacion C282Y del gen HFE, mientras que el resto no presenté la mutacion, no
detectandose individuos homocigoticos para esta mutacion, por lo que estos
resultados muestran una frecuencia del alelo C282Y de 0,053 (5,3 %) en esta
poblacion. Por otra parte, en el caso de la mutacion H63D, un paciente resulté ser
homocigético, 21 fueron heterocigoéticos, y el resto no presentaron esta mutacion,
por lo que la frecuencia alélica para la misma fue de 0,17 (17,69 %) en la poblacién
estudiada.

Por otra parte, si se dividiera la poblacion estudiada, en individuos portadores y no
portadores de las mutaciones S o Z del gen de la alfa-1-antitripsina los resultados
serian los siguientes: de los 65 pacientes analizados 47 no eran portadores de las
mutaciones S o Z del gen de la alfa-1-antitripsina; de estos, cuatro resultaron ser
heterocigéticos para la mutacion C282Y del gen HFE, mientras que el resto no
presenté la mutacion, no detectandose individuos homocigoticos para esta
mutacion. Estos resultados muestran una frecuencia del alelo C282Y de 0,043 (4,3
%). En el caso de la mutacion H63D, un paciente resulté ser homocigdtico, 14
fueron heterocigoticos, y el resto no presentaron esta mutacion, por lo que la
frecuencia alélica para la misma fue de 0,17 (17 %). A la par, de los 65 pacientes
analizados 18 eran portadores de las mutaciones S o Z del gen de la alfa-1-
antitripsina; de estos tres resultaron ser heterocigoticos para la mutaciéon C282Y del
gen HFE, mientras que el resto no presentd esta mutacion, proporcionando una
frecuencia del alelo mutado de 0,083 (8,3 %). En el caso de la mutacion H63D se
detectaron siete pacientes heterocigoticos y el resto no presentd esta mutacion.
Estos resultados proporcionan una frecuencia del alelo mutado de 0,194 (19,4 %).

DISCUSION

Mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en los pacientes con afecciones hepaticas
que no son portadores de las mutaciones S o Z del gen de la alfa-1-antitripsina.
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La prevalencia del alelo C282Y ha sido muy estudiada en diferentes
poblaciones,®'? lo que ha permitido que se postule la hip6tesis del origen celta de
esta mutacion, apoyandose es un gradiente descendiente de incidencia de norte a
sur, acentuando su mayor frecuencia en poblaciones del norte de Europa: Irlanda
(9,9 %), Dinamarca (6,75 %), Noruega (6,4 %) o Francia mas al sur (4,6 %),
mientras que en la poblacién esparfiola la prevalencia de esta mutacion se sitla en
3,09 %. Por el contrario, la menor prevalencia se encuentra en el area
mediterranea, con frecuencias del 1,4 % en Grecia y 1,07 % en Italia.*” En Africa
esta mutacion es practicamente inexistente, lo cual se puede apreciar en el 0 % de
su prevalencia en paises como Kenia, Nigeria y Gambia, lo cual apoya la teoria de
su posible origen celta.

Los resultados obtenidos en este grupo de pacientes con una prevalencia de la
mutacion C282Y del gen HFE del 4,3 %, estan dentro de los valores estimados para
la poblaciéon espafiola, debido posiblemente a que la poblaciéon cubana actual es el
resultado de una contribucion mixta entre la poblacion espafiola y la del Africa
subsahariana principalmente.®*?

Estudios recientes han encontrado asociacion entre algunas hepatopatias como el
hepatocarcinoma y la mutacion C282Y del gen HFE, asociando esta mutacién con
un aumento intrahepéatipo de los depdsitos de hierro. Estos estudios sugieren que la
mutacion C282Y en heterocigosis desempefia un papel importante en el depdsito de
hierro en el higado, contribuyendo a la hepatocarcinogénesis a través de la
acumulacion potencialmente cancerigena de hierro. Conjuntamente se ha propuesto
que otros genes ligados o0 no al brazo corto del cromosoma 6 podrian ser los
causantes de la variaciéon en la expresion de la enfermedad.” Por esta razon,
podriamos considerar que es probable que las hepatopatias presentadas por los
cuatro pacientes portadores de la mutacion C282Y del gen HFE sean causadas por
la interaccidon de esta mutacién con otros genes y otros factores ambientales, como
la alimentacion.

Por otra parte, desde su descubrimiento, la mutacion H63D ha suscitado
controversia sobre su confirmacion como tal o su consideracibn como un mero
polimorfismo, debido a que la mutacion se encuentra presente en la poblacion
europea con una frecuencia relativamente alta (media de 14 %) y en aquellas de
descendencia europea, lo que esta 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 mutacion H63D es mas
frecuente que la C282Y, resultados que son comparables con los hallados en este
estudio.*#19

Por otra parte, se ha asociado la mutacion H63D con un incremento en el
porcentaje de individuos con saturacion de transferrina mayor o igual al 45 %, y se
ha descrito que esta mutacién impide el normal funcionamiento de la proteina HFE,
ya que disminuye la afinidad del receptor de la transferrina por la transferian.
Diferentes autores rechazan tal afinidad y no han encontrado asociacion entre la
mutacion H63D y las hepatopatias, debido en parte a la baja penetrancia de esta
mutacién en ausencia de la mutacion C282Y del gen HFE.®®

Por esta razon, teniendo en cuenta que la mutacién H63D potencialmente provoca
un aumento en la absorcién del hierro, aunque menor que el provocado por la
mutacion C282Y, pudiera ser que en algunos de los pacientes estudiados esta
mutacion incidiera o incluso fuera la causante de la afeccion hepatica de estos al
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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.

Mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en los pacientes con afecciones hepaticas
portadores de las mutaciones S o Z del gen de la alfa-1-antitripsina

Es frecuente observar un aumento de la deposicion de hierro en el higado con
deficiencia de A1AT, pero aun no queda claro si esto es un efecto no especifico de
la enfermedad hepéatica en fase terminal o si los individuos con deficiencia de A1AT
y exceso de hierro tienen un mayor riesgo para las mutaciones del gen HFE de la
hemocromatosis tipo 1.

En los afios 1995 y 1996 se realizaron investigaciones sobre la relacion entre la
deficiencia de A1AT y la hemocromatosis tipo 1 por Rabinovit y colaboradores, y por
Fargio y colaboradores respectivamente, pero los resultados fueron contrapuestos.
Con el fin de seguir explorando esta cuestion, en el afio 2010 Lam y colaboradores
estudiaron 45 pacientes con deficiencia de A1AT y 33 controles con hepatitis C
cronica, hallando una asociacion significativa entre las mutaciones de
hemocromatosis tipo 1 y los pacientes con higados afectados por la deficiencia de
A1AT.® Conjuntamente, otros autores han postulado a las mutaciones de gen HFE
como un potencial contribuyente al desarrollo de las manifestaciones hepaticas en
pacientes con deficiencia de A1AT.®V

Teniendo presente los estudios realizados por diferentes autores, resulta probable
que en el caso de los tres pacientes que presentan en heterocigosis alguna de las
mutaciones S 0 Z asociadas a la deficiencia de A1AT y la mutacion C282Y del gen
HFE, la hepatopatia sea ocasionada por la interaccion entre una de las mutaciones
S 0 Z ligadas a la deficiencia de A1AT y la mutacién C282Y del gen HFE.

En el caso del alelo H63D en todas las poblaciones europeas y en aquellas de
descendencia europea, la mutacion H63D es mas frecuente que la C282Y en la
poblacién general.®®19 |a frecuencia europea mas baja descrita es de un 4,5 %,
observada en Groenlandia, al igual que la mas baja de la mutacién €282Y.%? Los
mekheltas y los judios ashkenazis son los otros Unicos europeos con la frecuencia
alélica de H63D por debajo del 10 %.%? Estas dos poblaciones son reticentes al
mestizaje, y han permanecido genéticamente distintas. La mayoria de las
poblaciones europeas estudiadas tiene una frecuencia alélica de H63D entre el 10
% y el 20 %, y se han observado frecuencias mayores del 20 % en Holanda,
Bulgaria, Espafia y Portugal.*®? |La H63D frecuencia alélica mas alta reportada es
del 30,4 % en la poblacién vasca, que es otra poblacidon periférica que se cree que
se origind de una tribu europea paleolitica. Se ha observado una frecuencia alélica
para la mutacion H63D de entre el 8 % y el 10 % a lo largo del mediterraneo en el
norte de Africa, Etiopia, y el Medio Este.’) Esta disminuye considerablemente
cuanto mas se va hacia el este, oeste o sur de Africa, siendo de un 0 a 1,9 % en
esas poblaciones estudiadas.

Como se mencioné anteriormente, el aumento de la deposicion de hierro es a
menudo visto en el higado con deficiencia de A1AT, por lo que autores como Lam
han encontrado una asociacion significativa entre las mutaciones HFE y los altos
niveles de acumulaciéon de hierro. Por otra parte, Settin y colaboradores hallaron en
un estudio realizado en el afio 2006 que la presencia de la mutacion H63D del gen
HFE en conjunto con el fenotipo Pi S de la deficiencia de la A1AT se hallaban en una
frecuencia relativamente alta en los casos que presentaban cirrosis hepatica,
sugiriendo la aplicacion del examen molecular para estas dos entidades en las
familias afectadas para detectar estos genotipos de riesgo.®?
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En correspondencia con lo encontrado en el presente estudio, debido a la alta
frecuencia de las mutaciones responsables de la hemocromatosis tipo 1 y la
deficiencia de A1AT, se ha reportado su coexistencia en varios pacientes, por lo que
se ha referido a las mutaciones en el gen HFE como posibles contribuyentes al
desarrollo de las manifestaciones hepaticas en estos pacientes, razén por la cual en
el caso de los siete pacientes encontrados en el presente estudio en los que se hall6
la mutacién H63D del gen HFE en asociacién con las mutacion S o Z, es posible que
estas mutaciones en su conjunto no solo sean las responsables de las
manifestaciones hepaticas, sino que, ademas, teniendo en cuenta que casi la
totalidad de los pacientes estudiados son de edades pediatricas, la interaccion entre
estas mutaciones contribuyan a la aparicibn mas temprana de las mismas
manifestaciones hepaticas.

En resumen, la frecuencia de los alelos C282Y y H63D en los 47 pacientes
estudiados que no presentaban las mutaciones S o Z fue de 0,43 (4,3 %) y 0,17
(17 %) respectivamente, mientras que en los 18 pacientes que si las presentaban
fue de 0,083 (8,3 %) para la C282Y y 0,194 (19,4 %) en el caso de la H63D, lo que
proporciona una frecuencia combinada para el alelo C282Y de 0,053 (5,3 %) y para
el alelo H63D de 0,17 (17,69 %).

Aunque solamente se estudiaron un bajo niumero de casos, en parte por tratarse de
una enfermedad autosOmica recesiva, este estudio demuestra la alta prevalencia de
las mutaciones C282Y y H63D en la muestra estudiada, lo que sugiere que existe
una tendencia similar en la poblacién cubana, y ensefia la necesidad de realizar un
estudio de prevalencia de estas mutaciones en Cuba. Por otra parte, teniendo en
cuanta que el 27,7 % de los pacientes portadores de una de las mutaciones S o Z
de la def-A1AT, igualmente presentaban alguna de las dos mutaciones principales
del gen HFE, pudiéramos sugerir que estas mutaciones al presentarse como una
heterocigosis compuesta, sean las responsables del desarrollo de Ilas
manifestaciones hepaticas mostradas por estos pacientes, o al menos jugar un
papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad; por lo que sugerimos el
diagnostico molecular de las mutaciones C282Y y H63D en los pacientes que,
presentando manifestaciones hepaticas, sean heterocigotos para las mutaciones S o
Z de la def-A1AT.
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