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Resumen:

Recientemente se han descrito un nimero de genes cuyos productos
participan en el mecanismo molecular de la absorcién, transporte y
almacenaje del hierro.

La pérdida de la regulacién de la absorcién del hierro a nivel intestinal se
relaciona con la mutacién en el gen HFE que provoca estados de
sobrecarga en pacientes con hemocromatosis hereditaria clasica o tipo I.

La mutaciéon homocigota C282Y en el gen HFE es el desorden genético
mas comin en pacientes con sobrecarga irreversible de hierro,
constituye el 85% de los casos de hemocromatosis hereditaria, causa
dafio a los drganos y produce complicaciones como cirrosis, diabetes y
artritis entre otras.

El presente estudio logré establecer una frecuencia de 0.054 para la
mutacién homocigota C282Y y de 0.027 para la mutacién heterocigota
H63D en pacientes diagnosticados clinicamente con la hemocromatosis
hereditaria, cirrosis hepdtica criptogénica y diabetes mellitus tipo I del
Hospital San Juan de Dios. También pudo determinar una frecuencia de
0.559 para la mutacion heterocigota C282Y en los familiares de pacientes
que dieron resultados positivos para las mutaciones.

El impacto de esta investigacién radica en poner a disposicién de los
servicios de salud una prueba de laboratorio molecular que ayude a un
diagnéstico pronto y oportuno para la hemocromatosis tipo 1 y ser el
primer estudio enfocado a determinar la presencia de las mutaciones
C282Y y H63D en el gen HFE en Costa Rica.
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Abstract

Recently a number of new genes involved in iron metabolism have been
identified like participants in the molecular mechanisms of iron
absorption, transport and reserve.

The loss of regulation of iron absorption in the intestine is relates to the
HFE gene mutation, this causes overload states in patients with classical
hereditary hemochromatosis type 1.

C282Y homozygous mutation in the HFE gene is the most genetic
disorder in patients with overload iron, represent 85% of hereditary
hemochromatosis cases, causes damage organs and complications such
as cirrhosis, diabetes and arthritis, among others.

This study determined a frequency of 0.054 for C282Y homozygous
mutation and a frequency of 0,027 for the mutation heterozygous H63D
in patients diagnosed clinically with hereditary hemochromatosis,
cryptogenic cirrhosis and type I diabetes mellitus from San juan de Dios
Hospital. Also could determine a frequency of 0,559 for the C282Y
heterozygous mutation in relatives of patients who tested positive for
mutations.

The impact of this research is to make available health services a
molecular laboratory test to help early diagnosis and appropriate for the
type I hemochromatosis and be the first study on determined the
presence of C282Y and H63D mutations in HFE gene in Costa Rica.
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Introduccion:

El hierro es un elemento esencial para la vida. Su déficit provoca una de
las enfermedades mas prevalentes en la especie humana, la anemia
ferropénica. Sin embargo, en sociedades desarrolladas no es la
ferropenia la alteracién mas frecuente del metabolismo de este metal,
sino su sobrecarga (Gasche et al, 2004).

La hemocromatosis se refiere a una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva que afecta al metabolismo del hierro, provoca un acumulo
excesivo e incorrecto de este metal en los 6rganos y como consecuencia
se produce un fallo y dafio organico, en especial al higado (Borgaonkar,
2003).

En el organismo el hierro se absorbe por el intestino a nivel del
duodeno y sus tnicas vias de eliminacién consisten en la descamacién
de células intestinales, de la piel, asi como la menstruacién, gestaciéon y
lactancia en las mujeres (Chiang et al., 2006).

No existe ningiin mecanismo activo de excrecién de hierro, la absorcién
intestinal se convierte en el Unico sistema que permite evitar la
sobrecarga, por lo que ésta debe de estar finamente regulada
(Pietrangelo, 2003).

Antecedentes histdricos:

En 1865, Trousseau describe un sindrome clinico en un paciente varén
caracterizado por cirrosis hepatica, diabetes e hiperpigmentacion de la
piel que denominé "diabetes bronceada” por su asociacién con la
coloracion de la piel tan llamativa de estos enfermos (Fresquet, 2008).

En 1889, Von Recklinghausen da el nombre de hemocromatosis al
sindrome descrito por Trousseau, identifica al hierro como el causante
de la hiperpigmentacién de la piel y establece que este metal también se
encuentra en los 6rganos afectados (Pietrangelo, 2004).

En 1935 Sheldon, sospecha del caricter hereditario del proceso, estudia
casos de agregaciéon familiar de la hemocromatosis y concluye que la
enfermedad es de caracter hereditario (Beutler, 2007).
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La naturaleza genética de la enfermedad se demuestra cuando Simon y
colaboradores publican a partir de 1975 una serie de trabajos en donde
se describe la asociacién de la hemocromatosis con el alelo HLA-A3 (del
inglés Human leukocyte antigen-A3) en el cromosoma 6 (Simon et al,
1976).

Finalmente la genética de la hemocromatosis hereditaria (HH) la
estableci6 Feder y colaboradores en el afio de 1996 quienes
identificaron el gen responsable y lo denominaron HLA-H, H por
hemocromatosis (Feder et al.,1996; Mercier et al., 1997).

Posteriormente en el afio de 1997 este gen fue renombrado como HFE
(del inglés High (iron) Fe) por el comité de nomenclatura de la
Organizacién Mundial de la Salud debido a la existencia previa de un
pseudogen con dicho nombre en la regién del MHC-1 (del inglés major
histocompatibility complex-1) (Pietrangelo, 2003).

Metabolismo del hierro:

El hierro que el cuerpo necesita proviene de la dieta diaria. Su absorcién
es controlada por los enterocitos del duodeno a nivel intestinal, parte de
las funciones en los seres vivos esta en la formacién y funcién de
muchas proteinas como la hemoglobina, cadena respiratoria, sintesis de
acido desoxirribonucleico (ADN), formacién de neurotransmisores,
hormonas y en la defensa contra microorganismos (Brissot et al., 2006

().

Se ha calculado que el cuerpo humano contiene entre 3,5 y 4,5 gramos
de hierro, dos tercios del cual esta presente en la hemoglobina. El resto
se almacena en el higado, bazo, médula 6sea, miisculos y macréfagos del
sistema reticulo endotelial (Barton et al, 2006).

Absorcion del hierro iénico:

En la dieta, el hierro se puede encontrar como hierro iénico en su forma
reducida (ferroso, Fe?*) o en su forma oxidada (férrico, Fe3*) y como
hierro asociado a estructuras proteicas (Ching et al.,2006).
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El principal mecanismo de absorcién del hierro por parte del enterocito
es a través del hierro que se encuentra en su forma reducida, razén por
la cual el primer paso en la captura del hierro iénico involucra una
reaccion de reduccion de aquel que se encuentre en su forma oxidada
(Figura 1) (Trinder et al., 2002).

La secuencia de eventos que sigue la absorcién del hierro iénico
involucra un proceso de multiples pasos que se dispone de la siguiente
manera:

1) El hierro es reducido de su forma férrica a la ferrosa por una
enzima ferri-reductasa. Esta enzima se encuentra a nivel de la
membrana ciliar de las células del duodeno unida a una
proteina heme llamada DcytB (del inglés Duodenal cytochrome
B) (Figura 1) (Wallander et al, 2006).

2) Seguidamente el hierro ferroso es transportado al interior
celular por el DMT1 (del inglés divalent metal transporter 1) a
través de un mecanismo acoplado con protones (Figura 1). El
DMT1 es una protefna de membrana de una sola cadena que
tiene 12 regiones transmembrana y que se encuentra
codificado en el brazo largo del cromosoma 12 (12q13)
(Trinder et al., 2002).

En el enterocito interviene en el transporte de hierro desde el
lumen intestinal y en el resto de las células interviene en el
paso del hierro del endosoma intracelular al citoplasma.
DMT1 tiene la capacidad de transportar otros iones metalicos
incluyendo cobre, zinc, y plomo (Stuart et al., 2003; Perez et al.,
2005).

Estudios utilizando ratones modelo knock-out con una
mutacién G185R en la proteina DMT1 indican que se produce
una inhibicion en el cruce del hierro cargado a través del
enterocito (Davis et al., 2003 ; Zhang et al., 2003).

3) Una vez dentro del enterocito el hierro puede seguir dos
caminos diferentes:



a. Unirse a la ferritina y almacenarse o

b. transferirse a la membrana basolateral del enterocito y
ser sacado al plasma por una proteina llamada
ferroportina (Fpn-1), que esta codificada en el brazo
largo del cromosoma 2 (2q32) (Figural) (De Domenico
et al., 2005; Stuart et al., 2003).

4) Finalmente una vez fuera del enterocito el hierro debe ser
nuevamente oxidado para poder unirse a la transferrina y asi
viajar a través del cuerpo. Una hefastina multicobre oxidasa es
la encargada de oxidar nuevamente al hierro a nivel
plasmatico, ésta es una proteina analoga a la ceruloplasmina y
se encuentra en la membrana basolateral del enterocito
(Figura 1) (De Domenico et al, 2007).

Su gen se ha localizado en el brazo largo del cromosoma X
(Xq11-12) y en ratones knock-out con deficiencia de hefastina
se presenta una anemia hipocrémica, son capaces de absorber
el hierro de la luz intestinal pero tienen disminuida su
excrecion (Yutaka et al,, 2008).

Absorcion del hierro asociado a grupo heme:

También se produce a través de la membrana ciliada del enterocito
debido a un transportador a nivel doudenal llamado HCP1 (del inglés
heme carrier protein 1) que es un facilitador similar al FLVCR (del inglés
feline leukemia virus subgroup C cellular receptor). Este transportador
introduce al grupo heme por completo dentro del enterocito y luego a
través de una hemoxigenasa se libera el hierro de la estructura proteica
siguiendo entonces el mismo mecanismo de almacenamiento y
transferencia que del hierro iénico (Figura 1) (Chiang et al., 2006).
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Figura 1: Proceso de absorcién del hierro por los enterocitos
doudenales (Swinkels et al. 2006).

Transporte plasmatico del hierro

El hierro que se absorbi6 a través del sistema digestivo pasa a la sangre
a formar parte del hierro plasmatico. En el plasma es transportado por
la transferrina a lugares como la médula ésea donde es incorporado a
los precursores de la serie roja y al higado para ser almacenado en una
cantidad aproximada a los 1000 mg (Figura 2) (Batts, 2007).

La mayor parte del hierro que se encuentra en el plasma proviene de la
degradacién de hemoglobina de los glébulos rojos viejos o de los
macrofagos del sistema reticulo endotelial (Figura 2) (Chiang et al,
2006).
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Figura 2: Homeostasis del hierro en los seres humanos (Pietrangelo,
2004).

La transferrina es una proteina de sintesis hepatica que tiene en su
estructura dos lugares de unién para la forma férrica del hierro. Cuando
la molécula de transferrina posee sus dos dominios libres de hierro se le
denomina apotransferrina. El gen de la transferrina se encuentra
localizado en el brazo largo del cromosoma 3 (3g21), la ausencia de ella
detectable en el plasma produce la atransferrinemia (Gianetti et al.,
2003).



Captura celular del hierro:

La entrada de hierro proveniente del plasma a las células nucleadas se
realiza a través de procesos que involucran la participacion de
receptores de transferrina (TfR), que se encuentran en la superficie de
todas las células en mayor o menor numero dependiendo del
requerimiento celular de hierro.

Se han identificado dos receptores de transferrina denominados TfR1 y
TfR2.

El TfR1 es el mas abundante y se encuentra codificado en el brazo largo
del cromosoma 3 (3q29) (Parkkila et al,, 1997).

Para poder capturar la transferrina del plasma, el receptor de
transferrina-1 requiere de la asociacién con la proteina de la
hemocromatosis humana (HFE). La transferrina es capturada por el
complejo TfR-HFE mediante un proceso de afinidad y es introducida a la
célula via formacion de un endosoma. Seguidamente, ocurre una
acidificacién dentro del endosoma celular que induce la liberacién del
hierro del complejo y este es sacado del endosoma al espacio
citoplasmatico mediante la participacién de DMT1. Los receptores son
nuevamente utilizados por la re- incorporacion del endosoma a la
membrana plasmatica y el hierro liberado puede pasar ya sea a
compuestos metabolicos activos o bien almacenarse en asociacion con
la ferritina (Figura 3) (Davies et al., 2003).

El segundo receptor TfR2 se encuentra codificado en el brazo largo del
cromosoma 7 (7q22) se expresa en bajo nivel en las células cripticas del
duodeno y no requiere interactuar con la proteina HFE (Fleming et al,
2000).

Se ha logrado determinar que TfR2 se encuentra en altas
concentraciones en el higado y macroéfagos, lo cual hace pensar que
juega un papel mas especializado en la absorcion de hierro, aunque
especificamente su funciéon no se ha podido determinar todavia con
claridad (Batts, 2007).
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Figura 3: Proceso de captura, metabolismo y almacenamiento celular
del hierro (Wallander et al., 2006).

Existe otra proteina denominada SFT (del inglés stimulator of Fe (iron)
transport), que permite el paso del hierro libre y del hierro unido a
transferrina en los cultivos celulares de hepatocitos. Los niveles de SFT
parecen estar directamente relacionados con los niveles intracelulares
de hierro, aunque por el momento se desconoce su relacién con el resto
de proteinas implicadas (Gutiérrez et al, 1997).

Almacenaje celular del hierro:

El hierro se almacena en el citoplasma unido a la ferritina, con ello se
consigue una doble funcion: destoxificacién y disponibilidad inmediata
de hierro intracelular (Yutaka et al, 2008).

Cada molécula de ferritina consta de 25 subunidades tipo H (pesadas) y
L (livianas). La subunidad H tiene una masa molecular de 21.100 Da,
esta codificada en el brazo largo del cromosoma 11 (11ql2). La
subunidad L tiene una masa molecular de 19.700 Da y esta codificada
en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13). La subunidad H esta
implicada en la oxidacion del hierro ferroso y la subunidad L esta
implicada en la formacion del nicleo de hierro de la ferritina
(Surguladze et al, 2005).
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La ausencia de subunidad H produce la hiperferritinemia asociada con
la produccion de catarata congénita (Bonneau et al., 1995).

La ferritina almacena el hierro como hidroxifosfato férrico en una
manera controlada, puede almacenar unos 4500 4tomos de Fe3* y libera
grandes cantidades de este cuando es requerido por el organismo.
Mucha de la ferritina esta presente en el higado, bazo y médula 6sea,
trazas se encuentra en sangre como ferritina sérica (Wilkinson et al,
2006).

Metabolismo mitocondrial del hierro:

Se ha sugerido la existencia de un ciclo mitocondrial del hierro que
implicaria la existencia de un proceso regulado de entrada, control de
almacenamiento y mecanismo de excreci6n del hierro en la mitocondria
(Radiski et al, 1999).

Hasta el momento solo se conocen dos proteinas implicadas en este
proceso:

La frataxina una proteina pequefia, codificada por un gen localizado en
el brazo largo del cromosoma 9 (9q13) y que se encuentra deficiente en
pacientes que padecen de ataxia de Friedreich (Radiski et al., 1999).

El dafio neuronal y cardiaco de esta enfermedad parece estar causado
por el acimulo de hierro en la mitocondria, por lo que se piensa que la
frataxina tiene una funcién en la excreci6bn mitocondrial del hierro
(Knigth et al.,, 1999).

Por otra parte, en la anemia sideroblastica con ataxia ligada al
cromosoma X (XLSA/A) se han encontrado mutaciones de la proteina
ABC 7 (del inglés ATP-Binding Cassette 7), relacionada con el transporte
del grupo heme (Shimada et al., 1998).

Alteraciones en eritrocitos y neuronas en estos pacientes parece tener
su origen en el acumulo de hierro mitocondrial (Allikmets et al., 1999).
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Eliminacion del hierro:

Finalmente, los enterocitos que introducen el hierro al cuerpo también
lo almacenan y son reemplazados en promedio cada 2 6 3 dias por un
proceso normal de recambio de la mucosa intestinal, manteniendo asf el
balance de la cantidad de hierro dentro del cuerpo (Pietrangelo, 2004).

Control molecular de la absorcion de hierro intestinal:

La absorcion de hierro se encuentra directamente influenciada por los

niveles de reserva, porcentaje de eritropoyesis y condiciones de hipoxia
(Gasche et al, 2004).

Los altos niveles de hierro almacenado por la ferritina se convierten en
una sefial para que el enterocito disminuya la absorciéon de hierro
proveniente del lumen intestinal cuando se encuentra en las
vellosidades intestinales y viceversa (Miyazaki et al.,2002).

Se han propuesto dos modelos para describir el control bioquimico
molecular de la absorcién de hierro por el enterocito (Figura 5):

a) Modelo de programacién de células cripticas
b) Modelo a distancia por la hepcidina conocida como HAMP (del
inglés Hepcidin antimicrobial peptide).

El modelo de programacion de células cripticas propone que el hierro es
recapturado del plasma a través del receptor TfR1, sensado a nivel
intracelular y controlado por los enterocitos. Un bajo nivel de hierro
almacenado dentro de los enterocitos es una sefial para que el
enterocito inmaduro migre hacia la parte apical de las vellosidades
intestinales y aumente la cantidad de hierro a absorber del lumen
intestinal (Figura 5A) (Waheed et al., 1999).

A nivel citoplasmatico la cantidad de hierro absorbido por el enterocito
es determinada por proteinas encargadas de la regulacion de la
expresion de los trasportadores de hierro como el DMT1 y la Fpnl. La
codificacién y expresion de estas proteinas en la membrana celular va a
depender a nivel citoplasmatico de otra protefna denominada IRP (del
inglés iron regulatory protein) en respuesta a la cantidad de hierro
almacenado y a sefiales peptidicas como la HAMP (Wallander et al,
2006).
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A nivel citoplasmatico, en buenas condiciones de reserva de hierro, las
proteinas IRP se encuentran unidas al hierro, sufren un cambio
conformacional y no pueden unirse a regiones IRE (del inglés iron
responsive element) en el ARNm (Frazer et al., 2003).

Se han descrito dos proteinas IRP, IRP-1 opera como un sensor de
hierro sélo en altas concentraciones de oxigeno, mientras que IRP-2 es
el principal sensor en las células de mamiferos en tensiones fisiolégicas
de oxigeno (Chiang et al, 2006).

Cuando IRP1 6 IRP2 se unen a IRE en la regién 3° del ARNm de TfR1 o
DMT]1, los transcriptos son estabilizados y el proceso de traduccién y
sintesis proteica son efectuados. Asi, mucha actividad de unién de IRP
refleja una baja concentracién de reserva de hierro dentro del
enterocito lo que resulta en un aumento de expresion de los receptores
DMT1 y TfR1 aumentando la absorcién de hierro a nivel celular (Figura
4) (Selezneva et al, 2006).

Por otro lado, si el complejo IRP-IRE se une en 5° del ARNm de la
ferritina, la traduccién es bloqueada y la sintesis proteica es detenida.
Asf los niveles de ferritina son reciprocamente regulados dependiendo
de los niveles intracelulares de hierro (Figura 4) (Wallander et al,
2006).

Fpn1 es regulada tanto por el mecanismo postranscripcional de IRP-IRE
como por la HAMP (Frazer et al, 2003).

Las proteinas HFE y TfR2 no son controladas por IRP-IRE asi que su
expresion no es regulada por la concentracién de hierro almacenado
(Kelleher et al, 2004).

El segundo modelo de control propuesto es el modelo a distancia o
modelo de la HAMP, ésta actiia sobre los receptores DMT1 y Fpnl, es un
péptido rico en cisteina de 25 aminoacidos sintetizado por el higado,
secretado en el plasma y eliminado del cuerpo por el rifién. Se
encuentra codificada en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13),
posee propiedades antimicrobianas y recientemente se ha involucrado
como un importante mediador en la homeostasis del hierro (Rossi,
2005).
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Figura 4: Regulaciéon intracelular del hierro por las proteinas IRP
(Wallander et al., 2006).

En ratones de experimentacién carentes de sintesis de HAMP se ha
desarrollado una sobrecarga importante de hierro en 6rganos como
higado, pancreas, corazén y rifién. Por el contrario, si se encuentra
aumentada su secrecion se presenta una deficiencia de hierro (Robson,
2004).

La proteina Fpnl funciona como receptor de HAMP, causa su
internalizacién y, por lo tanto, la pérdida de su funcién. Una vez dentro
de la célula la Fpnl es ubiquitinizada y degradada en el proteosoma
celular. Asi se cree que niveles altos de hepcidina se encuentran en
procesos de sobrecarga de hierro o inflamatorios haciendo que no se
exprese Fnpl y reteniendo el hierro dentro de las células intestinales y
macrofagos (Figura 5 C y D)(De Domenico et al, 2005).

En procesos de deficiencia de hierro los niveles de HAMP estan
disminuidos, aumentan la expresion de Fnpl propiciando la liberacion
del hierro de las células intestinales y macroéfagos al sistema
circulatorio (Jacolot et al., 2004;Nemeth et al, 2004).
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Figura 5: Modelos propuestos para el control bioquimico molecular de
la absorcion del hierro por el enterocito (Pietrangelo, 2004 ).

Efecto toxico de la sobrecarga de hierro:

Los radicales libres son especies quimicas muy reactivas que poseen un
electron desapareado y que les confiere una gran inestabilidad
energética, atacan vigorosamente lugares con una alta densidad
electronica (Cadenas & Davies, 2000).
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Algunos radicales libres se forman a partir de la transferencia a pasos
de electrones al oxigeno (O2z) produciendo compuestos intermediarios
tales como el anion superoéxido (¢02-), peroxido de hidrégeno (H202) y
el radical hidroxilo (HO*) (Yutaka et al, 2008).

En la reaccion de Haber-Weiss se genera el oxigeno molecular a partir
del anion superoxido (#0z’) mediante la reduccion del hierro.

Fe3t + ¢02- — Fe2* + 0

Luego como segundo paso el hierro que se encuentra en estado ferroso
reacciona con el peréxido de hidrégeno (Hz02) y se obtienen productos
tales como el hierro en estado oxidado, agua y el radical hidroxilo (HO"),
esta reaccion es la que se conoce como la reaccion de Fenton.

Fe?+ + 2H;02 —» Fe3* + HO* + OH

Estas reacciones ocurren de una forma normal dentro de la célula como
una fuente posible de tension oxidante. El acumulo excesivo de hierro
produce mucho radical hidroxilo a través de esta reaccion (Novo &
Parola, 2008).

El radical hidroxilo (HO-) es el radical libre mas reactivo y maés
destructivo de los que hay en el metabolismo natural, ataca a los lipidos
celulares reaccionando sobre los enlaces dobles de los acidos grasos
insaturados, esto produce un proceso autocatalitico que tiende a
perpetuarse con el resultado de fragmentacién y formacién de
hidroperéxidos y aldehidos citotoxicos (Droge, 2002; Le Lan et
al,2005).

La ruptura de la membrana externa mitocondrial conduce a la
liberacion de una serie de proteinas dentro de ellas al citocromocy ala
activacion del proceso de apoptosis celular (Kurz et al, 2008).

También los radicales libres tienen la capacidad de dafar proteinas
produciendo oxidacién, fragmentacién y agregacion de ellas lo que
provoca una mayor velocidad de digestion por las proteasas
intracelulares y gasto energético celular (Valko, 2007).

Por otro lado, los radicales libres también tienen la capacidad de
lesionar tanto al ADN nuclear como al mitocondrial de forma directa,
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dando lugar a mayor predisposicion de mutaciones e incluso a la
ruptura de las hebras (Lori et al, 2008).

El ADN mitocondrial es mas propenso al dafio ya que la cadena de
transporte de electrones es una fuente constante de radicales libres, en
tanto que el ADN nuclear se encuentra mas protegido por mecanismos
como la capa de histonas, asi como por los procesos de reparacién del
ADN nuclear (Starkov,2008).

Debido a lo anterior, la presencia de mucho radical libre intracelular en
un proceso crénico y constante conduce al dafio directo a drganos,
fibrosis y predisposicién a desarrollar eventos neopldsicos (Wu, 2006;
Zamara et al., 2004; Brandhagen et al, 2002).

La proteina HFE

Como ya se menciond, para que el receptor de la transferrina 1 tenga
una buena afinidad por la transferrina se debe establecer una
asociaciéon con la proteina de la hemocromatosis (HFE), la cual es una
proteina tipo MCH I (Corwin et al. 1986). |

El gen HFE codifica para una glicoproteina de 343 residuos de
aminoacidos que forman tres dominios extracelulares en forma de
bucles, una regién transmembrana, y un corto residuo C-terminal
intracelular que le sirve de anclaje en la membrana celular (Simon et al.,
1980; Gao et al,2009).

La estructura terciaria de esta proteina se mantiene gracias a los
puentes disulfuro que se forman. Entre los bucles alfa 1 y alfa 2 se
produce un espacio por donde interactia con la transferrina. El bucle
alfa tres produce la formacién de otro enlace disulfuro entre los dos
residuos de cisteina que son fundamentales para la unién no covalente
con la beta 2 microglobulina (Le Gac, 2005).

La proteina HFE se localiza en todo el tracto digestivo pero su méxima
densidad se ha observado en las criptas duodenales. También se
encuentra expresada en las células epiteliales del tracto biliar, en las
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células de Kuppfer hepaticas, en las células del sincitiotrofoblasto, en
macroéfagos, granulocitos circulantes y monocitos (Powell, 2002 ;
Abboud &Haile, 2000).

Estudios utilizando una serie de sistemas celulares han mostrado que la
proteina HFE aumenta la afinidad de TfR1 por la transferrina cargada y
reduce el tiempo ciclico del complejo HFE/TfR1-TBI a través de la
célula, aumentando la liberacion del hierro de la transferrina
intracelular para disponer asi de mas receptores TfR1 a nivel de
membrana (Davies et al, 2003).

Debido a su vinculacién con la via de incorporacién de hierro mediada
por la transferrina y su localizacién en los endosomas en la cara
basolateral de los precursores enterociticos, se plantea que la proteina
HFE funciona como un sensor de las reservas de hierro corporales, e
incluso se ha sugerido que la relacién HFE: TfR es critica para el
mantenimiento de la homeostasis del hierro (Figura 6) (Zhang et al,
2003).

Por otro lado, si la proteina HFE se encuentra alterada no hay una
eficiente recaptura del hierro proveniente de la transferrina cargada a
nivel plasmaético, lo que provoca que los niveles de reserva de hierro por
la ferritina dentro de los enterocitos se encuentren disminuidos (Figura
6) (Powell, 2002).

Al no poderse recapturar el exceso de hierro proveniente del plasma
por los enterocitos, los niveles de reserva de hierro se encuentran bajos
y ésto se convierte en una sefial para que se sigua absorbiendo el hierro
del lumen intestinal, introduciendo a la circulacién grandes cantidades
del hierro a pesar que los niveles plasmaéticos se encuentran por arriba
de lo esperado (Figura 6) (Trinder et al., 2002).

En células de ovario de hamster chino se pudo observar que cuando
ambos HFE y la B2 microglobulina se encuentran sobreexpreados la
captura del hierro unido a la transferrina (TBI) se encuentra aumentada
debido a un incremento en el recicleje de TfR1 a través de la célula
(Waheed et al, 2002).
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Figura 6: Recaptura del hierro plasmatico por los enterocitos (Trinder
etal, 2002).

En sistemas de ratones modelo knock-out se ha logrado establecer
mutaciones no funcionales en el gen HFE y se ha observado como
consecuencia una sobrecarga férrica muy similar a la que se presenta en
los seres humanos. Este hecho se considera la prueba definitiva de que
el gen HFE es el responsable de la hemocromatosis hereditaria tipo 1 y
de que el fenotipo es debido a la pérdida de la funcién de la proteina
HFE (Fleming et al, 2001).

La proteina HFE parece estar implicada también en la absorcién
intestinal y en la entrada del hierro a la circulacién sanguinea, sin
embargo, los mecanismos de accin en estos procesos todavia no se han
podido establecer con claridad (Davies & Enns, 2004).

El gen HFE:

El gen HFE es un gen muy polimérfico sujeto a sufrir mutaciones, que
por lo general son de caracter puntual. Algunas de estas alteraciones
producen polimorfismos de la proteina, sin embargo, se han descrito
otras que causan cambios de la protefna HFE (Figura 7) (Fleming et al.
2005).
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Figura 7: Representacion esquematica de las mutaciones en el gen HFE
(Le Gac G. and C. Fe'rec, 2005).

El gen HFE se encuentra ubicado en el cromosoma 6 (6p21.3), esta
constituido por unos 10000 pares de bases donde se ubican 7 exones
que traducen a la glicoproteina de 343 residuos de aminoacidos (Le Gac,
2005). '

Las dos mutaciones mas frecuentes asociadas con la produccién de
cuadros de hemocromatosis hereditaria tipo I son la C282Y y la H63D.
Estas dos mutaciones son en la actualidad las que se estudian en un
primer paso para detectar alteraciones funcionales en el gen HFE
(Waheed et al, 1997).

La variante genética C282Y homocigota es la que parece tener mayor
importancia, llevando a una sobrecarga férrica clara a un 80% - 90% de
los individuos clasificados con una hemocromatosis tipo I. La siguiente
variacién genética es la doble heterocigota o compuesta C282Y/H63D,
esta alteracion se detecta en el 5% de los pacientes con hemocromatosis
tipo I. Finalmente los homocigotos para H63D sélo desarrollan el
fenotipo de la hemocromatosis en un 1.5% de los casos detectados
como hemocromatosis tipo I (Steinberg, 2001).

Se han descrito otras mutaciones poco frecuentes asociadas con la
produccién de cuadros de hemocromatosis, sin embargo, muchas de
ellas se encuentran en asociacion con alguno de los alelos C282Y o
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H63D para que se propicie la alteracién funcional de la protefna HFE
(Piperno et al, 2000; Beutler et al, 1996).

Mutacioén C282Y:

La pérdida de funcién de la proteina HFE es la causante de la mayoria
de los cuadros de pacientes con hemocromatosis hereditaria asociada a
una mutacion puntual que consiste en la sustitucion de la base
nitrogenada guanina por adenina en la posicion 845 del ex6n 4 y que
trae como consecuencia el reemplazo de una cistefna por una tirosina
en el residuo de aminoacido 282 (Gémez et al., 1999).

Esta mutacion C282Y rompe un puente disulfuro clave en la
constitucién de la hélice alfa 3 (a3), lo que elimina la capacidad de unién
con la B2-microglobulina, y evita la expresion funcional de la proteina
HFE en la superficie celular (Drakesmith et al., 2002).

La introduccion del gen mutado C260Y (equivalente al humano C282Y)
en sistemas de ratones modelo ha demostrado que la mutacion no tiene
un efecto de anulacién completo del alelo, ya que se produce una

sobrecarga férrica menor que en ratones carentes del gen HFE (Fleming
etal, 2001).

Ademas, la sobrecarga no esta presente al momento del nacimiento, lo
que indica que esta mutacién provoca un aumento de absorcion del
hierro a nivel intestinal y no afecta la captacién placentaria de hierro
(Escobar et al., 1987).

Mutacion H63D:

Consiste en el cambio de la base nitrogenada citosina en la posicion 187
del exén 2 por una guanina, lo que en la traduccién del gen producira la
sustitucién del residuo de aminoacido histidina por el aspartato en la
posicién 63. Esta mutacién es la que se conoce como H63D, tiene una
distribucién mas global que C282Y lo que indica un origen anterior. Esta
mutacién hace cambiar la configuracién tridimensional del dominio alfa
2 (a2) (Beutler et al., 1997 ; Scotet et al., 2005).
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Las células portadoras de la mutacién H63D estin menos alteradas
funcionalmente que las que portan la mutacién C282Y, se procesan y
expresan correctamente en la membrana celular uniéndose al TfR1,
pero tienen ligeramente alterada la afinidad por la transferrina (Aguilar
etal., 2001).

Las frecuencias alélicas mas elevadas se localizan en Europa, Asia
menor y la India, siendo muy poco frecuente en Africa y América.
Espafia posee un 25-30 % de portadores siendo uno de los paises con
mayor frecuencia de esta mutacién (Waheed et al., 1997; Pacho et al.,
2004).

Otras Mutaciones

Se han descrito otras mutaciones en el gen HFE que son mucho menos
frecuentes y cuya importancia en la aparicién del fenotipo de la
hemocromatosis estd ain por dilucidar, algunas de las que se pueden
mencionar se describen a continuacién.

La deleccién de un nucleétido en el exén 3 (428delC) fue descubierta en
un paciente con hemocromatosis que no era portador de ninguna de las
mutaciones anteriores; causa un cambio en el marco de lectura
produciendo un cod6n de parada prematuro (Tomatsu et al., 2003).

Mura y colaboradores reportaron una mutacion S65C que resulta de la
sustitucion de una serina por una cisteina y que esta relacionada con
una forma moderada de hemocromatosis (Mura et al, 1999; Arya et al,,
1999).

Estudios realizados en poblaciones sudafricanas de origen caucasico
han detectado otras cuatro nuevas mutaciones, en ellas se ha
encontrado polimorfismos en V53M, V59M, Q127H y R330M (de Villiers
et al., 1999).

La mutacién Q127H se localiz6 en un paciente con fenotipo de
sobrecarga férrica severa portador de la mutaciéon H63D y de la
mutacién R59W del gen PPOX (gen responsable de la porfiria variegata
o porfiria genética sudafricana) (Meissner et al.,, 1996; Warnich et al,,
1996).

Otras dos mutaciones I105T y G93R se han reportado en pacientes con
hemocromatosis y heterocigotos para la mutacién H63D y C282Y
respectivamente (Barton et al., 1999).
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Clasificacion de las sobrecargas de hierro:

Existen diversos trastornos por sobrecarga de hierro. Los hay
adquiridos y también genéticos. Los genéticos se clasifican en base a la
alteraciéon de los distintos genes cuyos productos participan en el
proceso de absorcién del hierro, expresando fenotipos con diversa
agresividad (Pietrangelo, 2003).

La Hemocromatosis se clasifica en:
1. Sobrecarga Primaria de Hierro, Hemocromatosis hereditaria:

Tipo 1 6 clasica,

Asociada con la mutacién en el gen HFE, que se encuentra localizado
en el cromosoma 6p21.3 y su transmisidn es de caracter autosémico
recesivo.

Tipo 2,
Subtipo A:

Asociada con la mutacién en el gen de la hemojuvelina, que se
encuentra localizado en el cromosoma 1q21 y su transmisién es de
caracter autosémico recesivo.

Subtipo B:

Asociada con la mutacién en el gen de la hepcidina que se encuentra
localizada en el cromosoma 19q13 y su transmision es de caracter
autosémico recesivo.

Tipo 3,

Asociada a la mutacién en el gen del receptor de la transferrina 2
(TfR2), también es de caricter autosémico recesivo.

Tipo 4,

Enfermedad de la ferroportina, es una mutaciéon en el gen de la
ferroportina SCL40A1, se encuentra localizada en el cromosoma
2q32, y su transmisién es de caracter autosémico dominante.
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Tipo 5,

Alteraciones de la ferritina en cadenas pesadas (H) y livianas (L), se
ubica en el cromosoma 11q para las cadenas H y 19q para las
cadenas L. Su transmisidn es de caracter autosémico dominante.

Otras causas primarias por clasificar:

Mutacion en el gen DMT1.

Mutacidn en el gen ceruloplasmina.
Atransferrinemia o hipotransferrinemia congénita.
Deficiencia de la enzima hemoxigenasa.
Sobrecarga neonatal de hierro.

. Sobrecargas secundarias de hierro

2.1 Anemias con sobrecarga de hierro

Eritropoyesis ineficaz, sindromes talasémicos, anemia
sideroblastica, sindrome mielodispldsico, diseritropoyesis
congénita, eritropoyesis aumentada, anemia hemolftica crénica.

2.2 Sobrecarga de hierro parenteral u oral

. Otras

3.1 Enfermedad crdnica del higado

Hepatitis, abuso del alcohol, esteatohepatitis, porfiria cutdnea
tardfa.

3.2 Sobre carga de hierro por alimentacion
Africa sub Sahara.
3.3 Sindrome Metabdlico

Obesidad, hipertension, resistencia a la insulina (Pietrangelo,
2003; Pietrangelo, 2004; Powell, 2002; Beutler et al.,2003).
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Hemocromatosis hereditaria:

En poblaciones de origen caucasico, especificamente en la parte norte
de Europa, la hemocromatosis hereditaria es la enfermedad genética
mas frecuente con una incidencia de 1 por cada 200-400 individuos
(Tavill A. and P. Adams, 2006).

En los Estados Unidos de América la hemocromatosis hereditaria se
estima que la padecen de 3 a 5 personas por cada 1000 habitantes en la
poblacién general (Adams et al., 2005).

Es una enfermedad autosémica recesiva, es decir, la mutacién se debe
de encontrar en doble dosis en el gen HFE para expresar la enfermedad
(Saddi & Feingold, 1974; Ryan et al, 2002).

Estudios de prevalencia para la mutacién C282Y en 42 poblaciones
distintas de origen céltico y nérdico de Europa han determinado que
tiene su origen en estas poblaciones (Cukjati et al.,, 2007).

En el Reino Unido e Irlanda se estima que un 10 a 20% de la poblacion
es portadora, bajando a un 2-4% en los pafses del sur y este de Europa (
Harrison & Adams, 2002).

Caracteristicas clinicas:

Una persona con hemocromatosis absorbe usualmente el doble de
hierro por el duodeno de lo que se considera como normal, la absorcién
intestinal de hierro supera la pérdida por descamacién fisioldgica de los
enterocitos hacia la luz en aproximadamente 3 mg/dia (McLaren et al,
2008).

En personas con caracteristicas normales el aumento en las necesidades
de hierro para mantener la eritropoyesis provocada por una sangria de
450 ml de sangre total hace que la absorcién duodenal de hierro
aumente momentaneamente de 1-2 mg/dia a 5 mg/dia, mientras que
personas que padecen de hemocromatosis hereditaria después de una
sangria terapéutica de 450 ml sangre total presentan una respuesta
exagerada llegando a absorber unos 8-10 mg/dia, mostrando esto una
disfuncién primaria de los enterocitos a través de la pérdida en el
control de la homeostasis del hierro en estos pacientes (Fleming et al,
2005).
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La expresién clinica es variable en términos de desarrollo de la
sobrecarga de hierro. Pacientes homocigotos para C282Y presentan en
un 90% de los casos un nivel elevado de la saturacién de la transferrina
(TS) superior o igual al 45%; un 50% poseen caracteristicas clinicas
tipicas y un 25% desarrollan una fibrosis hepatica o cirrosis (Willis et
al, 2005).

Por otro lado, 1a condicién homocigota C282Y/C282Y se encuentra en
un 80% - 90% de los pacientes con hemocromatosis hereditaria aunque
hay variaciones geograficas y étnicas, siendo las cifras mas altas a
medida que es mas alta la proporcién de personas de raza blanca
centroeuropea en la poblacién estudio (Steinberg et al., 2001).

Como ya se menciond, la prevalencia de la mutacién en las areas
geogréficas del norte de Europa es de 1 de cada 100- 200 individuos
para los homocigotos y 1 de cada 10 para los heterocigotos. Sin
embargo, la frecuencia de diagnéstico de HH se sitia alrededor de 1 por
10.000 habitantes (Rossi & Jeffrey, 2004).

Esta discrepancia entre la prevalencia genotipica y el numero de casos
identificados clinicamente puede explicarse por factores que modifican
la expresién fenotipica, como por ejemplo la edad, el sexo, los habitos
dietéticos, consumo de alcohol o la presencia o ausencia de otros genes
que regulan el metabolismo del hierro (Beutler, 2007). También por
una baja penetrancia genética por lo que ciertos sujetos homocigotos
para el gen de la hemocromatosis no desarrollaran la enfermedad a lo
largo de toda su vida (Gagné et al., 2007).

Otro aspecto por considerar es el subregistro debido a la poca sospecha
clinica de una enfermedad que se considera como extrafia (Ryan et al,
2002).

La hemocromatosis afecta mas a hombres que a mujeres en una
relacién de 5:1, en las mujeres el diagnostico es tardio debido al efecto
terapéutico de las pérdidas menstruales fisiolégicas de sangre
(Brandhagen et al., 2002).

Al ser un proceso crénico en donde el dafio a nivel organico se presenta
luego de afios de sufrir la acumulacién de hierro, la edad que con mayor
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frecuencia se descubre esta enfermedad es entre los 40 y 60 afios
(Aguilar-Martinez et al.,2010).

Los marcadores fenotipicos mas utilizados para el diagnéstico de la
hemocromatosis hereditaria son la determinacion sérica de ferritina y
el porcentaje de saturacién de la transferrina (Murtagh et al., 2002).

Los signos y sintomas clinicos de la hemocromatosis hereditaria clasica
dependen directamente de la cantidad y duracién del acumulo de hierro
corporal. En el estadio inicial de la enfermedad los sintomas son muy
inespecificos y frecuentes en las consultas generales de medicina, estos
incluyen astenia, hepatomegalia y cirrosis en un 60%, dolor abdominal
intermitente en un 56%, artralgias en un 40%, impotencia y evidencias
de insuficiencia cardiaca en un 35%, artritis en un 309%, atrofia
testicular, hipotiroidismo y diabetes mellitus en un 10-30%,
cardiomegalia en un 15% y hepatocarcinoma en un 5% de los casos (Del
Castillo et al., 2002).

Todos estos sintomas se encuentran asociados al acimulo de hierro en
los érganos involucrados por lo que para hacer el diagnéstico en este
estadio hay que tener datos importantes que justifiquen la sospecha
clinica (Fleming et al., 2005).

Al examen fisico el paciente puede mostrar un color bronceado de la
piel, que en contra de lo que se suele pensar no se debe a los depositos
cutdneos de hierro sino a la melanina (Gasche et al., 2004).

La elevacion de las enzimas hepaticas se presenta en un 65% de los
pacientes al momento del diagnéstico. Esta se considera una alteracion
precoz de la hemocromatosis y se encuentra en un 49% de los pacientes
no cirréticos (Qassem et al, 2005).

La gravedad de la afectaci6én hepatica no es proporcional al aumento de
las transaminasas sino que tiene relacién con la existencia o no de
toxinas concurrentes como el alcohol, medicamentos hepatot6xicos o
virus. Es de gran importancia la fuerte asociacién estadistica entre la
cirrosis, el carcinoma hepatico y el consumo de alcohol y/o el virus de la
hepatitis C (VHC) en los pacientes que padecen de hemocromatosis
(Thorburn et al., 2002; Farrell & Larter, 2006 ; Chua et al,, 2008).

Estadisticamente la hemocromatosis es responsable de un 3% de todos
los casos de cirrosis y de un 10-30% de los casos de carcinoma hepatico
(Bacon et al, 1999; Del Castillo et al., 2002).
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También hay estudios que muestran posibles nuevas asociaciones del
gen de la hemocromatosis con enfermedades crénicas, por lo que se
sospecha que la hemocromatosis pueda contribuir o predisponer al
desarrollo de las mismas, pero el depésito de hierro y la presencia del
gen de la hemocromatosis en estas enfermedades alin esta por
determinarse (Boige et al, 2003; Altés, 2005).

Algunas de estas enfermedades propuestas son las siguientes:

« Enfermedades cardiovasculares.
« Enfermedad cerebrovascular.

« Mayor susceptibilidad a mucormicosis, infecciones por
Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica, Klebsiella pneumoniae.

o Cancer extrahepatico como el de mama, colorectal, mieloma
multiple.

« Enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson u
otros trastornos del movimiento (Zhu et al., 2007; Burt et al.,
1998).

Fases de 1a hemocromatosis hereditaria tipo 1:

Los individuos con un genotipo asociado a hemocromatosis tipo 1 no
siempre expresan la enfermedad. En los casos con manifestaciones
clinicas, la expresién patoldgica del fenotipo ocurre de acuerdo a las
siguientes estadios:

Estadio 1: Del nacimiento a la adolescencia. No se describe ninguna
alteracion.

Estadio 2: De la adolescencia a la quinta década de la vida, aparecen
alteraciones en algunas determinaciones bioquimicas que posibilitan el
diagnostico fenotipico. Todavia no se presentan lesiones organicas y,
por tanto, la persona no puede considerarse como enferma.

Estadio 3: A partir de la quinta década de la vida se inicia un proceso de
daifio parenquimatoso y aparecen las “enfermedades asociadas”.

De esta informacion se desprende que sélo los individuos que llegan al
estadio 3 pueden considerarse enfermos. El resto tienen marcadores,
primero genéticos y después bioquimicos que son predictivos de
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presentacion futura de la enfermedad si ello no se evita (Borgaonkar,
2003).

Diagnéstico:

Al dia de hoy no existe un método sencillo, seguro y preciso para
establecer el diagndstico de la sobrecarga de hierro. El diagnéstico
fenotipico supone poco éxito en el tratamiento preventivo, las pruebas
bioquimicas presentan alteracién en sus valores, la enfermedad esta en
un estadio muy avanzado y los 6rganos se encuentran afectados
(estadio 3) (McLare & Gordeuk, 2009).

El diagnéstico fenotipico temprano de la enfermedad es dificil por la
variabilidad en la definicion de caso. El uso de las metodologias
estandar en un individuo que se encuentre en la fase asintomatica
(estadio 1 y 2) puede ser detectado genotipicamente como posible
paciente con sobrecarga de hierro en el futuro y asi poder evitar las
complicaciones graves orgadnicas a través de un tratamiento sencillo,
barato y seguro (Swinkels et al, 2006).

La medida de la saturacién de transferrina (TS} que es el nivel de hierro
sérico dividido por la capacidad total de unién al hierro expresado en
porcentaje y la ferritina sérica constituyen los dos parametros cldsicos
que se utilizan para el diagnéstico de la hemocromatosis hereditaria
(Murtagh et al., 2002).

La primera expresion fenotipica de la enfermedad es una elevacién de la
saturacion de transferrina que indica un exceso en el transporte de
hierro desde el intestino. A medida que el hierro se va acumulando en
los tejidos la concentracién de ferritina sérica aumenta en una relacién
directamente proporcional a los niveles totales de hierro almacenado
en el cuerpo (Powell et al., 1998).

La determinacién de la ferritina sérica no es un determinante para el
diagnéstico de la hemocromatosis hereditaria ya que existen miiltiples
causas por las que la ferritina sérica puede estar aumentada, ademas
que por la sobrecarga de hierro (Bacon, 2001).

Pacientes con alcoholismo, NASH (del inglés nonalcoholic
steatohepatitis), hepatitis virica crénica, enfermedades inflamatorias
como artritis reumatoide o neopldsicas como los linfomas, pueden
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presentar niveles elevados de ferritina sérica en ausencia de la
hemocromatosis hereditaria (Qaseem et al., 2005).

Sin embargo, en todos estos casos los niveles de ferritina sérica no
alcanzan los niveles de 1000 ng/mL o mas que si se detectan en
pacientes que padecen la hemocromatosis hereditaria, por lo tanto, es
recomendable establecer la determinacién de ferritina sérica en
conjunto con la TS y asi evitar tener falsos positivos en el diagnéstico
(Brissot, 2006(b)).

Si el resultado inicial de una prueba de la saturacién de transferrina es
alto, la medida debe repetirse en ayunas ya que las comidas afectan los
resultados. Si la medida en ayunas esta también por encima del rango
normal, se debe realizar la medida de ferritina sérica (Tavill & Adams,
2006).

No existen valores universales de limite superior normal para la
saturacion de transferrina, sin embargo, se considera que valores entre
45-50% son elevados dependiendo de las condiciones en las que se
extrajo la muestra de sangre (Powell et al., 1998).

Un individuo con dos valores de saturacién de transferrina 245% pero
menores de 55% y con ferritina sérica normal y sin causa secundaria de
elevacion de los parametros bioquimicos puede presentar
hemocromatosis hereditaria y se deben repetir las pruebas bioquimicas
al cabo de 2 afios. Si la saturacién de transferrina presenta valores de
55% o mayor en la repeticion de la prueba y la ferritina sérica es normal
se pueden clasificar como persona con hemocromatosis que no
expresan la enfermedad y se les deberia repetir las pruebas al afio
(Qaseem et al., 2005).

Por otra parte, los niveles de ferritina sérica definen el punto en el que
la hemocromatosis hereditaria se expresa y que el tratamiento debe ser
iniciado. Se ha estimado que los valores de ferritina sérica solo
aumentan 50 pg/L por afio en individuos con hemocromatosis
hereditaria (Powell, 1998).

Valores de saturacién de transferrina en una prueba repetida 255% y
ferritina sérica elevada, (valores 2200 pg/L en mujeres premenopausica
y 2300 pg/L en hombres o0 mujeres postmenopausicas) o evidencias de
daiio hepatico como pueden ser niveles de enzimas hepaticas elevadas o
hepatomegalia, indican una sobrecarga de hierro hepatico primaria
debido a la hemocromatosis (Brissot, 2006(b)).
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La determinacion de la ferritina sérica y el indice de saturacién de
transferrina del 55%, tiene un valor predictivo positivo de la
enfermedad en un 70% (Borgaonkar, 2003).

Si se aumenta el punto de corte de la saturacion de transferrina a un
valor mayor del 62%, el valor predictivo alcanza el 92%, por lo que esta
determinacion ha sido descrita como el mejor indicador no genético
para la hemocromatosis hereditaria (Dadone et al., 1982).

Sin embargo, con estas determinaciones bioquimicas de la saturacién de
transferrina y ferritina sérica se pueden identificar a 1a mayoria de los
varones en riesgo de padecer hemocromatosis hereditaria, pero no

permite detectar a una gran proporcién de mujeres premenopausicas
(Moirand et al., 1997).

Otras pruebas que se podrian emplear para el diagndstico de la
hemocromatosis hereditaria son la capacidad de unién libre de hierro o
UIBC (del inglés unbound iron binding capacity), la concentracién de
hierro en el suero y la determinacién de enzimas hepaticas (McLaren et
al,, 2008).

La capacidad de union libre de hierro es un método efectivo y barato,
pero se utiliza poco (Adams et al., 2007; Hickman et al., 2000).

La concentracion de hierro en suero como tinica prueba no es un buen
marcador para el diagndstico de la hemocromatosis debido a las
marcadas variaciones diurnas de este parametro (Allen et al, 2008).

Los valores de enzimas hepaticas como la alanina transaminasa (ALT) y
la aspartato transaminasa (AST) no siempre estan incrementadas en
pacientes con hemocromatosis hereditaria y no son especificos ya que
estos valores pueden estar elevados en otras causas de inflamacion
hepdtica, particularmente en la enfermedad alcohélica del higado y en el
NASH (Qaseem et al., 2005).

Estos parametros son menos sensibles, menos especificos y no se han
evaluado tanto como la prueba de la saturacién de transferrina por lo
que son utilizados en menor proporcion y siempre en combinacién con
otras determinaciones (Witte et al., 1996; Cogswell et al., 1998).

En resumen el diagndstico de la hemocromatosis hereditaria requiere
de la sospecha por analisis sugestivos en paciente con o sin clinica que
presenta uno de los siguientes datos analiticos 0 ambos en al menos dos
ocasiones por separado en un minimo de 3 meses:
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indice de TS > 45%
Ferritina sérica > 400 pg/L (Adams et al, 2007).

Posterior a esto y para definir si existe hemocromatosis hereditaria se
puede realizar el estudio genético del gen HFE (Allen et al, 2008).

Una vez confirmada la presencia de la mutacién C282Y en forma
homocigota o doble heterocigota (C282Y/H63D) se deben realizar
estudios de acumulacién de hierro en los 6rganos mediante un estudio
de biopsia hepética o con resonancia magnética nuclear para valorar la
afectacién orgénica (Borgaonkar, 2003).

Cuando el grado de sospecha de hemocromatosis hereditaria sea alto y
no se hallen mutaciones del gen HFE compatibles con el diagnéstico, o
bien si la presentacién clinica es mas agresiva de lo esperado, se debe
realizar investigacién sobre otras mutaciones conocidas causantes de
hemocromatosis (Figura 8) (Harrison & Adams 2002).

Como se acaba de mencionar, existe un consenso en las pruebas de
laboratorio para ser utilizadas en el diagnéstico de la hemocromatosis
hereditaria. Sin embargo, los umbrales que deberian utilizarse para
definir la enfermedad permanecen en controversia (Olynyk et al, 2008).

Hoy en dia la base del diagnéstico de la enfermedad es el estudio
genético y no la biopsia hepatica como hace afios (Beutler et al., 2000).

El advenimiento de la prueba HFE ha modificado la visién del
diagndstico y tamizaje de la hemocromatosis hereditaria. Los individuos
se pueden diagnosticar mediante el estudio genético en cualquier
estadio de la enfermedad, pruebas bioquimicas en el estadio 2 y 3 y por
la sintomatologia en el estadio 3. El diagnéstico final requiere de la
positividad tanto en las pruebas genéticas como en las bioquimicas
(Burt et al, 1998).
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Figura 8: Diagnéstico y mantenimiento de la hemocromatosis
(Borgaonkar, 2003).

Tratamiento

El tratamiento de la hemocromatosis hereditaria se realiza a través de
flebotomias terapéuticas donde se va eliminando el exceso de hierro del
organismo de una manera controlada hasta mantener las reservas de
hierro dentro de los pardmetros normales. Estas flebotomias mejoran la
supervivencia, pero no alteran la incidencia de hepatoma, por lo que el
tratamiento debe de ser iniciado lo antes posible y el diagndstico
realizado de una forma oportuna (Qaseem et al., 2005).
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Si se realiza antes de la aparicién del dafio tisular, el tratamiento es muy
efectivo, no produce efectos secundarios y previene las complicaciones
asociadas al aciimulo de hierro (Barton et al., 1998).

El tratamiento debe ser iniciado en hombres con niveles de ferritina

sérica de 300 ng/mL o mas y en mujeres de 200 ng/mL o mas (Barton
etal., 1998).

En su fase inicial, a través de las flebotomias terapéuticas se extraen
unos 500 ml a 1000 ml de sangre total cada semana. Cada unidad
elimina unos 200-250 mg de hierro y debe de mantenerse hasta
alcanzar una concentracién de hierro sérico < 150 ug/d], la TS <50% y
los niveles de ferritina sérica < 50 ng/mlL, aunque algunos médicos
prefieren bajar los niveles de ferritina sérica por debajo de 20 ng/mL
(Dolley & Walter, 2000).

El tiempo que dura la fase inicial de la terapia depende de cada
individuo, y no existe un periodo exacto en el que se deba finalizar el
tratamiento (Bacon, 2001).

Una vez disminuido el exceso de hierro en la fase inicial del tratamiento,
la mayorfa de los pacientes con hemocromatosis necesitan realizar
flebotomias terapéuticas de 2 a 4 veces por afio a modo de
mantenimiento, estas flebotomias van a depender de los valores de

saturacion de transferrina y ferritina sérica que muestren (Beutler,
2007).

Se ha descrito que pacientes con hemocromatosis, sin cirrosis o
diabetes mellitus, tratados hasta normalizar los niveles de hierro
presentan una esperanza de vida normal (Niederau et al., 1996; Powell,
1996).

Algunos pacientes no son candidatos para el tratamiento con
flebotomias como por ejemplo pacientes diagnosticados con talasemias
o anemias refractarias, en estos casos se requiere una terapia con
quelantes de hierro (Barton et al., 1998).

Como parte adicional al tratamiento los pacientes con hemocromatosis
deben tratar de no consumir alimentos que contengan grandes
cantidades de hierro como las carnes rojas y no consumir suplementos
multivitaminicos que contengan hierro (Altés et al, 2002).

Tampoco deben consumir alcohol debido a que este aumenta la
absorcién de hierro y ciertas bebidas alcohdlicas como el vino tinto
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contienen altas concentraciones de hierro, ademas del dafio hepético
que éste ocasiona (Albano, 2006).

Objetivos:
Objetivo general:

Determinar la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D en el gen
HFE en pacientes en estudio, diagnosticados con la hemocromatosis
hereditaria y enfermedades asociadas durante el periodo 2005 al 2010
que acuden a los servicios del Hospital San Juan de Dios, Costa Rica.

Objetivos especificos:

1. Determinar la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D en
pacientes en estudio y diagnosticados con hemocromatosis
hereditaria que acuden a los servicios de gastroenterologfa,
hepatopatia y hematologia del Hospital San Juan de Dios.

2. Determinar la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D en
pacientes diagnosticados con cirrosis hepatica criptogénica que
acuden a los servicios de gastroenterologfa y hepatopatia del
Hospital San Juan de Dios.

3. Determinar la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D en
pacientes diagnosticados después de los 40 afios con diabetes
mellitus tipo 1 que acuden a los servicios de gastroenterologia y
hepatopatia del Hospital San Juan de Dios.

Metodologia

Criterio de seleccién de participantes

Se procedié a realizar los tramites respectivos ante los comités de
bioética institucionales locales, tanto de la Caja Costarricense de Seguro
Social como de la Universidad de Costa Rica, como ente ejecutor del
proyecto a fin de obtener el consentimiento informado para los
participantes (Apéndice 1, 2, 3, 4 y 5).

Se seleccionaron dos poblaciones meta, el primer grupo se orient6 a
pacientes en estudio médico o diagnosticados clinicamente con la
hemocromatosis tipo I junto a otras dos patologias asociadas como son
la cirrosis hepatica criptogénica y pacientes con diabetes mellitus tipo 1
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cuyo diagnostico fue a una edad mayor a 40 afios que acuden a los
servicios de Gastroenterologia, Hepatopatia y Hematologia del Hospital
San Juan de Dios, Caja Costarricense de Seguro Social.

El segundo grupo se enfocé hacia los familiares de los pacientes que
presentaron un resultado positivo hacia la prueba.

Por ser una enfermedad crénica que se desarrolla en personas mayores
de edad, se seleccionaron solamente participantes mayores de 40 afios.

El reclutamiento de pacientes participantes se realiz6 en dos vias:

Una dirigida por los médicos de los servicios de Gastroenterologia,
Hepatopatia y Hematologia del Hospital San Juan de Dios mediante
charlas informativas en donde se les explic6 los objetivos del proyecto,
en qué consistia y los beneficios del mismo para los pacientes.

La segunda via de reclutamiento consisti6 en pacientes que fueron
contactados después de una revisién de expedientes de la seccién de
Archivo del Hospital San Juan de Dios bajo el criterio diagnéstico de
alguna de las tres patologias seleccionadas para el estudio.

Definicion de caso:

La definicién de caso de hemocromatosis se incluye bajo los siguientes
criterios:

» Diagnoéstico molecular genético, que es lo que se aporta con este
estudio.

» Mediciones anormales de hierro, ferritina y saturacién de
transferrina.

> Signos y sintomas clinicos, como son la piel bronceada, diabetes,
cirrosis, problemas cardiacos, fatiga, dolor abdominal, altos
niveles de enzimas hepaticas, entre otros y que tienen como
caracteristica comin ser poco especifico de una sola enfermedad
(Beutler et al, 2000).

La informaciéon sobre los dos udltimos criterios se obtuvieron de la
revision de los expedientes clinicos de cada paciente.
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Una vez encontrado un expediente con el diagnéstico o valores de
pruebas bioquimicas sugestivos de sobrecarga se procedi6 a hablar con
el médico encargado para contactar al paciente o se esperaba hasta que
tuviera una cita control.

Al contacto con el paciente se procedié a explicar en qué consistia el
proyecto y si este accedia a participar, se procedia a llenar el
consentimiento informado y seguidamente se obtenia la muestra de
sangre para el estudio (Apéndice 2 y 3).

La recoleccion de la muestra estuvo a cargo del investigador principal y
se realizé en el Centro de Investigacién en Hematologia y Trastornos

Afines (CIHATA), en los salones del Hospital y en los casos que asf lo
requirieron en las casas de los pacientes participantes.

Procedimiento:
Toma de muestra

Se realiz6 a través de una puncién venosa del antebrazo, donde se
obtuvieron cerca de 5 ml de sangre venosa anticoagulada con EDTA.

El procedimiento se realizé6 mediante métodos asépticos, con un equipo
estéril, sistema cerrado, guantes y una sola puncién venosa.

Traslado y preservacién de muestra

Las muestras que se tomaron fuera del CIHATA se trasladaron con las
medidas de bioseguridad necesarias como son en hielera cerrada, con
gradilla y el ingreso se realiz6 en un lapso de tiempo no mayor a 24
horas.

Las muestras que fueron tomadas directamente en el CIHATA, se
ingresaron con un nimero de muestra propio del proyecto y se
guardaron de inmediato en la gradilla destinada en el congelador a -
302C.



36

En el registro de ingreso de muestra se le asign6 un niimero consecutivo
con el que se rotuldé el tubo para guardar la confidencialidad de los
participantes.

Obtenciéon del ADN

Se tomaron las muestras del congelador a -30°C y se procedi6 a
descongelarlas para obtener el ADN de la siguiente forma:

Se mezclaron 5 ml de sangre con 3 ml de tamp6n lisis ( 10 mM tris-HCL,
400 mM Na(Cl, y 2 mM Naz:EDTA a pH 8.2) en tubos cénicos de 10 ml. Se
digirieron toda la noche a 372C con 0.2 ml de SDS al 10% y 0.5 ml de
solucién de proteinasa K.

Finalizada la digestion, se agregdé 1.0 ml de NaCl 6M y se agit6 con la
ayuda de un Vortex por 15 segundos. Se centrifugé a 2500 rpm, 15
minutos a temperatura ambiente. Se transfirié el sobrenadante a otro
tubo de polipropileno de 15 ml y se adicionaron dos voliimenes de
etanol absoluto a temperatura ambiente, invirtiendo varias veces hasta
precipitar el ADN.

Se removieron las hebras del ADN con pipetas y se transfirieron a otro
tubo de microcentrifugacién de 1.5 ml con 100 - 200 ul de tampén TE
(10 mM tris-HCL, 0.2 mM NazEDTA a pH7.5). Se disolvié el ADN por dos
horas a 372C y se guardé en la gradilla correspondiente hasta la fecha
de analisis.

Deteccion de las mutaciones C282Y y H63D:

La deteccién de las mutaciones se realizé a través de una amplificacién
de PCR (por sus siglas en inglés polimerase chain reaction) seguida por
la digestion con enzimas de restriccién y electroforesis en gel.

La prueba determina la presencia o ausencia de la mutacién y distingue
entre el genotipo homocigota y heterocigota.

La exactitud es mas del 99% y se pueden obtener resultados a los 3 dias
del andlisis. La amplificacién se realiz6 en un volumen total de 25 ul que
contiene ADN, tampén para PCR, MgClz, dNTPs y Taq polimerasa.
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Los iniciadores para la deteccion de la mutacién C282Y generan
fragmentos gen6micos de 357 pares de bases que contienen la mutacién
en el sitio 845 del ex6n 4 que sustituye la cisteina por la tirosina en la
posicion 282.

Estos son:
Sentido: 5'-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3',
Antisentido: 5'-CTCAGGCACTCCTCTCAACC-3', (Osama et al., 2006)

Los iniciadores que se utilizaron para la deteccion de la mutacién H63D
generaron fragmentos genémicos de 294 pares de bases que contenfan
la mutacién en el sitio 187 del ex6n 2 del gen HFE donde se sustituye la
histidina por el acido aspartico.

Estos son:
Sentido: 5'-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3',
Antisentido: 5'-GCCACATCTGGCTTGAAATT-3'. (Osama et al., 2006)

Cada amplificacibn se llevé a cabo en termocicladores con una
activacion inicial para la Taq polimerasa de 5 minutos a 959C, 35 ciclos
de 1 minuto a 95°C, luego 1 minuto a 56°C y 57,4°C respectivamente
continuando con 1 minuto a 722C y un paso de extension final de 7
minutos a 722C.

Posteriormente 10 ul del producto amplificado se sometieron a
digestion con 1 ul de la enzima de restriccién correspondiente y 9 ul de
tampdn 1X RE (por sus siglas en inglés restriction enzymes) a 37°C por
5 horas.

Para la mutaciéon C282Y se utiliz6 la enzima Rsal, la cual es obtenida de
la bacteria Rhodopseudomonas sphaeroides y que realiza un corte en
sitios de reconocimiento 5°... GTAAC...B'.

Para la mutacion H63D se utilizd la enzima Mbol la cual es obtenida de
la bacteria Moraxella bovis (ATCC 10900) y que realiza el corte en sitios
de reconocimiento 5’...AGATC...3’.
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El producto digerido se analizé6 mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 3% por 30 minutos a 105 V y se visualiz6 utilizando bromuro
de etidio expuesto a luz ultravioleta (Osama et al, 2006).

Como parte del control de calidad del anélisis se corri6é junto con las
muestras la escalera alélica, un control positivo y negativo de muestras
conocidas portadoras de las mutaciones.

Para la estandarizacion de pruebas de laboratorio se realizaron
diferentes ensayos relacionados con la cantidad de ciclos de
amplificacién, cantidad de muestra, cantidad de iniciadores,
temperatura ideal de amplificacién y cantidad de reactivos hasta lograr
obtener una metodologia reproducible que brinde resultados claros.

Secuenciacion del ADN

La secuenciacion se realizé con los mismos iniciadores utilizados en la
PCR a una concentracién de 5-10 micromolar y el producto amplificado
se utilizé a una concentracién de 100-200 ng/ul.

El ADN se resuspendié en agua ultrapura estéril y para la inyeccién del
equipo se carg6 con 20 microlitros del producto amplificado.

La secuenciacion del ADN se llevé a cabo en el equipo ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ubicado en el CIHATA utilizando
el kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
with AmpliTaq FS, segun los procedimientos establecidos por la casa
comercial. El producto de la reaccién se separa mediante electroforesis
capilar y la deteccion fue inducida por laser.

La deteccion de cada una de las bases se realiz6 por el método de
terminacion de cadena en el que los ddNTPs se encuentran marcados
con 4 fluorocromos distintos, de tal forma que a medida que se
incorporan y detienen la elongacién, marcan la base que ha sido
incorporada. Estos fluorocromos estan incorporados en el kit Big Dye
junto con la polimerasa, el MgClz, los ANTPs, ddNTPs marcados y el
tampoén.

Mediante el programa ABI Prism 310 Data Collection Software v3.0 se
detectaron e interpretaron los diferentes fragmentos generados y
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finalmente se comparo6 el alineamiento de la muestra con la secuencia
de referencia de Genbank para el gen HFE.

Una vez concluido el analisis respectivo todas las muestras de ADN se
guardaron en congelacion a -302C por un periodo no menor a 10 anos.

Interpretaciéon de resultados

Concluida la electroforesis, el gel de agarosa se colocé en una lampara
lector de luz ultravioleta y el bromuro de etidio que se intercal6 en el
ADN marcé las bandas de migracién (Gunel-Ozcan et al., 2006).

Resultados:

El producto del gen normal digerido con la enzima RSal presenta un
sitio de corte que genera dos bandas de 247 pb y de 140 pb (Figura 9-
linea 3).

En el caso de muestras homocigotas para la mutacién C282Y se genera
un sitio adicional de corte en el fragmento de 140 pb presentando dos
bandas de 111 pb y 29 pb (Figura 9-linea 5) y muestras con un patrén
heterocigota para la mutacion C282Y presentan 4 bandas de
amplificacion de 247 pb, 140 pb, 111 pb y 29 pb (Figura 9- linea 4).

1 2 3 4 5

< 357 pb
<= 247 pb

<= 140 pb
<“=111pb

<= 29 pb

Figura 9 : Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion de la
mutacion C282Y,

1:Escalera alélica, 2: Producto sin digerir, 3:Patrén

normal, 4:Patrén heterocigota, 5:Patrén homocigota.
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Por otro lado, productos con el gen normal digeridos con la enzima
Mbol presentan un sitio de corte que genera dos bandas de 138 pb y
de 70 pb (Figura 10-linea 3).

Muestras de ADN que presentan un patrén homocigota para la
mutacion H63D elimina el sitio de corte generando una Gnica banda
de 208 pb, mientras que muestras con un patrén heterocigota se

presentan tres bandas de ADN de 208 pb, 138 pb y 70 pb (Figura 10-
linea 4)(Osama et al.,2006).

<= 294 pb
e €= 208 pb

<= 138 pb
<= 70 pb

Figura 10 : Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion de la
mutaciéon H63D

1: escalera alélica, 2: producto sin digerir, 3: patrén

normal, 4: patrén heterocigota.

Reporte de resultados

Los cambios de nucleétidos en las muestras se detectaron a través de un
patréon de migracién caracteristico en el gel y en comparacién con los
controles y la escalera alélica. Las muestras analizadas se reportaron
como resultado negativo, positivo homocigota y positivo heterocigota a
través de un informe escrito dirigido al médico que refiri6 el estudio.
(Apéndice 6).
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Para lograr determinar con exactitud si el producto que se estaba
amplificando pertenecia a la parte del gen que se esta estudiando se
procedié a secuenciar el producto amplificado.

Los ensayos de secuenciacién mostraron que las mutaciones detectadas
en los pacientes pertenecian a las mutaciones C282Y y H63D del gen
HFE (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1: Resultado secuenciacion gen C282Y en 2 muestras

homocigotas.

. - CTGCNNTTTTCATTONTCTTTCCTGTCAAGTGCCTCCTTTGGTGAA
Secuenciacion AGGTGACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTACGGTGTCG
muestra GGCCTTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAGTGGCTGAAG
hdinodisoti GATAAGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACCTAAAGACGTAT

g TGCCCAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGATAACCTTGGCTGT

C282Y, numero
10-018.

ACCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGIMBCAGGTGGAGCACCCA
GGCCTGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTGGGGTATGT GACTGATGA
GAGCCAGGAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTTAGNAAAAAAATTT
CCTTGAAGAAA

Secuenciacion
muestra
homocigota
C282Y, numero
10-589.

GGGGTGTAAAGCATCNTTCCTGTNAAGTGCCTCCTTTGGTGAAGGT
GACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTACGGTGTCGGGCC

TTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAGTGGCTGAAGGATA
AGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACCTAAAGACGTATTGCC
CAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGATAACCTTGGCTGTACCC
CCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGHMBICAGG TGGAGCACCCAGGCC
TGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTGGGGTATGTGACTGATGAGAGC
CAGGAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTTAGAAAAAAAANTTCCCT

GAGAAAA

Secuenciacion
muestra control
normal, numero
10-2954.

'NGNNNNGTAAGANTGCCNCCNGANAAGTGCCTCCTTTGGTGAAA
GGTGACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTACGGTGTCGG
GCCTTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAGTGGCTGAAGG
ATAAGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACCTAAAGACGTATT
GCCCAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGATAACCTTGGCTGTA
CCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGHIMICAGGTGGAGCACCCAG
GCCTGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTGGGGTATGTGACTGATGAG

VGCCAGUGAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTTAAGGGAAAANTGCC

GAGAAA
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Cuadro 2: Resultado secuenciacién gen H63D en una muestra

heterocigota.
g NGNTACNCCCCTAANGTNNCNTCCNNCNAANGNGANTCTAANTC
Secuenciacion NNNTTCGTTCACACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGA

muestra control
normal, nimero
10-889.

AGCAGGACCTTGGTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGA
TGACCAGCTGTTCGTGTTCTATGA AGAGTCGCCGTGTGGAG
CCCCGAACTCCATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGC

TGCAGCTGAGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGT
TGACTTCTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGAGTCC
CTCACCGTCTGGCAACACCCTNTCNTCNNNCCNTTTNCNNNNCCN

NCCNCTCTNNANTTNNTTTTTNGGNCTTGNNTCCTTTACNNNCTC
TTNNTTTTCNN

Secuenciacion
muestra
heterocigota
H63D, namero 10-
349.

CTNNNTTCGTTCACACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCA

GAAGCAGGACCTTGGTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTG

GATGACCAGCTGTTCGTGTTCTATGATIMMBGAGAGTCGCCGTGTGG
AGCCCCGAACTCCATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTG

GCTGCAGCTGAGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACT
GTTGACTTCTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGAGT
CCCACACCET

De los 368 expedientes revisados sélo un 21.8% cumplian con los
criterios de inclusién (cuadro 3). En ellos se determiné que la

hemocromatosis

hereditaria

encontraba

fenotipicamente en un 1% de los expedientes solicitados.

diagnosticada

Cuadro 3: Criterio para participar segun revision de 368 expedientes.

Ntmero Porcentaje
No cumplian 292 78.2
Cumplian _ 76 - 21.8 _
Total 368 100
- R —

De los expedientes cuyos criterios clinicos no cumplian con los
requisitos para participar la mayoria habfan fallecido al momento de la
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revision (60.6%), cerca de un 20% padecian de diabetes mellitus tipo I
o tipo II pero en la tipo I su deteccion fue a una edad antes de los 40
anos, un 11.30% tenian el diagndstico de cirrosis hepatica metabdlica o
NASH, un 3.08% de hepatitis B, 2.40% de hepatitis C, 2.05% de cirrosis
hepatica asociada al consumo de alcohol, y 1a menor frecuencia se debi6
a la enfermedad de Wilson con un 0.68%. (cuadro 4).

Cuadro 4: Enfermedades no asociadas segtn revision de expedientes.

de la revision

Tipo de enfermedad Nimero Porcentaje
Enfermedad de Wilson | 2 0.68
Cirrosis hepatica | 6 2.05
asociada al consumo de

alcohol

Hepatitis C 7 | 2.40 —
'Hepatitis B 9 3.08
Cirrosis hepatica | 33 11.30
metabdlica o NASH

Diabetes mellitus tipo I | 58 19.86

o Il a edad temprana ) -
Fallecidos al momento | 117 60.62

De los 76 posibles participantes cerca del 50% fueron reclutados, el

resto fueron excluidos por las razones presentadas en el cuadro 5.

Cuadro 5: Posibles participantes segin criterio clinico en la revision de

expedientes.

Numero Porcentaje
Sin registro 19 25.00
No participaron |13 17.11
Fallecidos - 7 9.21
Participantes 37 48.68
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Por otra parte de esos 76 posibles pacientes que podian participar en el
estudio solamente un 28.94% tenian en el expediente registros de
laboratorio con valores de hierro, que se distribuian segiin se muestran
en el cuadro 6.

Cuadro 6: Registros de laboratorio con pruebas de hierro sérico en los
expedientes de 76 posibles participantes.

Niimero Porcentaje
Sin registro 54 1.1
Valor alto 5 6.6
_Valor normal 14 184
Valor bajo 3 39
Total 76 100

Los registros de laboratorio con la prueba de ferritina sérica se
encontré en un 23.68% de los casos y con solo un 9.2% con valores por
arriba de la referencia (cuadro 7). De ellos un 3.9% pertenecian a
pacientes con el diagnostico de cirrosis hepatica criptogénica y sus
valores oscilaban entre los 323 y 1000 ng/dl, mientras que el 5.3%
restante presentaban el diagnéstico clinico de hemocromatosis con
valores que se encontraban por arriba de los 1000 ng/dl.
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Cuadro 7: Registros de laboratorio con la prueba de ferritina sérica en
los 76 posibles participantes.

Ntmero Porcentaje
Sin registro 58 76.3%
Valor alto 7 9.2%
Valor normal 11 14.5% _
Valor bajo - .
Total 76 100

Por otro lado, la clasificacién de los posibles participantes que al
momento del contacto habian fallecido fue un 1,33% de
hemocromatosis, un 5,25% de cirrosis hepatica cronica y un 2,63% de

diabetes mellitus tipo I (cuadro 8).

Cuadro 8: Clasificacion de los posibles participantes fallecidos al
momento de iniciado el estudio.

Diagnostico Numero Porcentaje
Hemocromatosis 1 1,33
Cirrosis hepatica 4 5,25
Diabetes mellitus | 2 2,63

tipo I

Finalmente del 48.68% de pacientes reclutados un 2,63% presentaban
hemocromatosis, un 9,21% cirrosis hepatica o hepatopatia crénica, un
5,26% cirrosis criptogénica y un 31,58% diabetes mellitus tipo I
(Cuadro 9).



Cuadro 9: Diagndstico de los 37 pacientes participantes.

Diagndstico Numero Porcentaje
Hemocromatosis 2 2,63
Cirrosis 7 9,61
hepatica/hepatopatia

crénica =

Cirrosis criptogénica | 4 5,26
Diabetes mellitus tipo | 24 31,58

I
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En estas muestras se logré determinar una frecuencia para la mutacion
C282Y de 0.054 positivo homocigoto y de 0.027 positivo heterocigota

para la mutacién H63D ( Apéndice 7).

Se lograron recolectar 34 muestras de familiares provenientes de un
paciente de hospital que dio positivo para la mutacién C282Y. De estos,
se determiné una frecuencia de 0.029 positivo homocigota y 0.559

positivo heterocigota para la mutaciéon C282Y ( Apéndice 8).
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Discusion:

Este estudio logré determinar la presencia de la mutacién homocigota
C282Y en pacientes con el diagnoéstico fenotipico de hemocromatosis y
una frecuencia de 0.054 en el total de muestras recolectadas de
pacientes del hospital, sin embargo, la mutacién H63D no se logré
detectar en estos pacientes (Apéndice 7) (Steinberg et al.,2001).

En los pacientes con diabetes mellitus tipo I no se logré determinar la
presencia de la mutacién C282Y pero si se detecté la mutacién
heterocigota H63D. Para el total de muestras recolectadas de hospital se
encontrd una frecuencia de 0.027 para la mutaciéon H63D, mientras que
para la cirrosis hepitica criptogénica no se logré determinar la
presencia de las mutaciones en estudio (Apéndice 7).

Los resultados obtenidos muestran una frecuencia de mutaciones
menor a otros paises del 4rea como la reportada en los Estados Unidos
de América donde en el afio 2001 se calculé la prevalencia de las
mutaciones en el gen HFE para los distintos grupos raciales de la
poblacién incluida la poblacién latina y se obtuvieron valores de
prevalencia estimada de 5.4% (95% Cl, 4.7%-6.2%) para la mutaciéon
C282Y, de 13.5% (95% CI, 12.5% - 14.8%) para la mutacién H63D y de
2.75% para la mutacion C282Y heterocigota, esta ultima para la
poblacién catalogada como mexicanos-americanos (Steinberg et al,
2001).

En este estudio los criterios de seleccién para participar se asociaron
con enfermedades crénicas y no con la poblacion en general como lo
anterior, por lo que se esperaba obtener mas resultados positivos, sin
embargo, los valores obtenidos fueron inferiores y llama la atencién la
no deteccién de resultados en pacientes con el diagnéstico de cirrosis
criptogénica. Esto se puede explicar por la relacion que existe entre las
mutaciones en el gen HFE con el componente racial caucasico y no con
los grupos raciales predominantes en el pais.

La diabetes mellitus y la cirrosis hepéatica fueron las enfermedades
asociadas incluidas dentro de este estudio debido a que se ha reportado
que son los dos padecimientos que mas afecta la sobrevida de los
pacientes con sobrecarga de hierro. Sin embargo, es importante tomar
en consideracion, para estudios posteriores, incluir otras enfermedades
dentro de los criterios de seleccion de muestra y en donde la presencia
del gen pueda ser importante dentro del desarrollo de la enfermedad
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como por ejemplo en la HCV o personas con problemas hepéticos
asociados al consumo de alcohol (Schmitt et al.,2005).

En el reclutamiento de participantes para el estudio se recurrieron a
dos estrategias, una fue realizar charlas informativas a los médicos de
los servicios que dan consulta a estos pacientes y la otra fue la revisién
de expedientes clinicos.

Con respecto a las charlas informativas se realizaron 3 dirigidas a los
médicos de los servicios de Medicina 4, Hematologia vy
Gastroenterologia del Hospital San Juan de Dios. El propésito de éstas
fue hacer del conocimiento de los médicos que atienden a los pacientes
con los diagnésticos seleccionados la existencia del proyecto. Se les
explicé cual eran los objetivos y propésitos por si a lo largo de la
investigacion se presentaba un paciente sospechoso de la enfermedad
fuera remitido para el estudio genético.

De esta actividad se lograron reclutar 4 de los pacientes participantes, 3
de éstos estaban en estudio por cirrosis hepatica y el cuarto tenia el
diagnéstico fenotipico de hemocromatosis.

De la actividad de revisién de expedientes clinicos se obtuvieron un
total de 368 registros de los cuales se logré reclutar 33 pacientes y en
donde llama la atencién el 25% de los posibles participantes que
cumplian con los criterios clinicos que no tenian el registro demografico
correcto para contactarlos (cuadro 5). Esto se debié a muiltiples
factores, dentro de las que se pueden mencionar un ingreso incorrecto
de datos, pacientes con informacién equivocada, cambio de teléfono o
direccién de la vivienda y préstamos de datos. Esto demuestra una serie
de situaciones que si bien no son las correctas para un adecuado manejo
hospitalario, no son ajenas a nuestros hospitales y demuestran una
estadistica importante de sub registro de la informacién.

Otro aspecto llamativo de esta revisién es el alto porcentaje de
mortalidad de la muestra seleccionada que afecté el desarrollo de la
investigacion y posiblemente los resultados esperados. Se tomé como
revision y estudio el periodo que comprendié los Gltimos 5

afios del 2005 al 2010, esto debido a que se tiene reportado que la
sobrevida promedio por las complicaciones de las enfermedades
asociadas en pacientes que padecen de hemocromatosis hereditaria es
de 8 afios, sin embargo, en este estudio el 60.62% ya habia fallecido al
momento de la revisién (cuadro 4) (Schmitt et al.,2005).
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Con relacién al 17.11% de los pacientes que no deseaban participar, las
explicaciones mas comunes fueron: que no se iban a desplazar hasta el
hospital solo por tomarse una muestra, no tenian tiempo para el
analisis, presentaban desconfianza cuando se les ofrecfa la opcién de
tomarles la muestra en sus propios hogares o mostraban su anuencia,
sin embargo, al momento de Ia cita no acudian a pesar de que se les
explicaba las bondades y ventajas de participar (cuadro 5).

Los registros también mostraron una prevalencia de 2.63% de
hemocromatosis en los casos que se lograron localizar y que
participaron del estudio (cuadro 9).

Todos estos pacientes presentaban los valores alterados sugestivos de
la misma. Sin embargo, estas pruebas son poco utilizadas para
evaluacién en el estudio de enfermedades asociadas ya que en la
cirrosis hepatica criptogénica y la diabetes mellitus tipo I a edad adulta
se detect6 s6lo en un 23.68% el reporte de laboratorio para la ferritina
sérica y de un 28.94% para la saturacién de la transferrina (cuadro 6 y
7). Esta subutilizacién de las pruebas bioquimicas de laboratorio para
detectar fenotipicamente la enfermedad en padecimientos asociados
puede ser causa de una vision errénea en el diagnéstico clinico
primario.

El esquema para la deteccién y diagnéstico de la hemocromatosis a
nivel clinico es adecuado, sin embargo, como ya se mencioné se pueden
detectar solo cuando el individuo presenta alglin compromiso en sus
organos y un mayor riesgo de intervenciéon como por ejemplo en el
procedimiento de la toma de muestra en una biopsia hepatica.

Los métodos fenotipicos de tipificaci6n son menos reproducibles y
poseen menor poder de discriminacién que los métodos genotipicos.
Ello se debe a que la expresién de un caracter fenotipico es el resultado
de la interacciéon del genotipo con el ambiente y, por tanto, es
susceptible a modificarse cuando las condiciones ambientales varfan.
En contraposicién, la prueba genética no requiere esperar hasta que se
presente compromiso organico, se puede realizar en cualquier
momento de la vida de una persona y no representa ningdn riesgo de
intervencién para el paciente, son confiables, reproducibles y no son
dependientes de otras situaciones externas para detectar la
enfermedad.

Ademas, a partir de una resultado positivo en las pruebas genotipicas se
puede enfocar el tratamiento médico hacia el control del nivel de hierro,
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asi como a la prevencion y desarrollo de las enfermedades asociadas. El
uso de las pruebas genéticas para determinar la presencia o ausencia de
las mutaciones deberia ser una parte integral de los diagnésticos de las
enfermedades asociadas con trastornos genéticos y su manejo
terapéutico.

De los 3 pacientes que dieron positivo para las mutaciones uno era un
norteamericano de raza caucdsica, que conocia su padecimiento y que
indicé que estaba sin familiares en el pafs, otro resulté heterocigoto
para la mutacién H63D, presentaba un diagnéstico de diabetes mellitus
tipo I, estaba en estudio por cirrosis metabélica, los niveles de hierro se
encontraban dentro de los pardmetros normales y no posefa la prueba
de ferritina al momento de la revision de expediente. Por otro lado, el
tercer paciente habia presentado problemas de dislipidemia, alteracién
en las transaminasas, ultrasonido de higado con -caracteristicas
normales y en otros estudios se encontré un reporte inicial de ferritina
sérica en mas de 2000 ng/ml. Posteriormente otros analisis en 1000
ng/ml, se le inicid el estudio por hemocromatosis aunque clinicamente
no presenta ninguna manifestacién. En los siguientes ultrasonido de
higado se report6 higado graso leve, normalizacién de las pruebas de
funcién hepatica, nuevamente la ferritina sérica en 1000 ng/mL y la
biopsia de higado presentd un resultado positivo por hemocromatosis,
por lo que se refirié al estudio genético dando la prueba positiva
homocigota para la mutacién C282Y. El paciente también refirié que se
le detectd la alteracién a nivel bioquimico gracias a que en uno de los
controles por dislipidemia solicité que se le realizara una prueba de
hierro sérico debido a que se sentia muy cansado y que crefa que tenia
anemia dando valores muy por arriba de lo normal.

También es importante destacar que el andlisis de las enfermedades
con caracteristicas genéticas no representa un caso aislado, sino que
involucran a todo el grupo familiar. Hay que explicarle a los miembros
de las familias afectadas cémo se transmiten los genes y qué
caracteristicas se deben presentar para que se desarrolle la
enfermedad, cudles son los portadores y realizar el consejo genético.

Como parte de lo anterior se les explicé y se extendié la peticion de
participar del estudio a los familiares de los 3 pacientes hospitalarios
que dieron positivo para las mutaciones en el gen. Solamente se
lograron recolectar 34 muestras adicionales provenientes de familiares
directos de uno de los pacientes homocigotos para la mutacién C282Y,
dando una frecuencia de 0.558 positivo heterocigoto para C282Y, una
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frecuencia 0.411 para el gen normal y no se logr6 determinar la
mutacion H63D. Todas estas personas fueron remitidas a consejo
genético, valoracion e historial médico. Los datos obtenidos muestran
la gran cantidad de portadores presentes en este nicleo familiar e
indican la importancia de establecer el consejo genético cuando una
prueba de estas caracteristicas brinda un resultado positivo (Apéndice
8).

La informacién genética puede optimizar el diagnéstico de las
enfermedades y mejorar enormemente el niimero de eventos adversos,
de esta manera los estudios genéticos como el presente se estin
convirtiendo en una herramienta creciente en la medicina moderna.

Finalmente los resultados globales obtenidos del estudio muestran la
presencia de genes con las mutaciones C282Y y H63D en el pafs, por lo
que seria muy importante realizar un estudio poblacional a fin de
determinar la prevalencia de los genes en Costa Rica.
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Conclusiones:

La digestion de productos amplificados por enzimas de restriccién es
una prueba reproducible para la deteccién de las mutaciones C282Y y
H63D, puede ser utilizada de manera rutinaria para el estudio de la
hemocromatosis hereditaria, es muy sensible, da buenos resultados
ademas de que no requiere que se presenten las manifestaciones
clinicas de la enfermedad para realizarse.

Los resultados de este estudio mostraron una frecuencia de 0.054
positivo homocigota para la mutacién C282Y y de 0.027 positivo
heterocigota para la mutacién H63D proveniente de pacientes del
Hospital San Juan de Dios.

El hallazgo de un resultado positivo en una prueba de laboratorio
molecular no involucra un caso aislado sino a todo el grupo familiar y
dentro de este los positivos heterocigotas son muy importantes por ser
los principales portadores y transmisores del gen. Lo anterior pudo
verse manifiesto cuando se muestrearon a los familiares de los
pacientes positivos de hospital y se determiné una frecuencia de 0.559
positivo heterocigota para la mutacién C282Y.

La hemocromatosis hereditaria es una enfermedad poco prevalente en
Costa Rica, sin embargo, en este estudio se logré detectar la presencia 'y
calcular la frecuencia de las dos mutaciones en estudio en pacientes con
el diagnostico de hemocromatosis hereditaria y de diabetes mellitus
tipo I, por lo que se recomienda realizar un estudio poblacional a fin de
determinar la prevalencia de los genes en la poblacion costarricense.

El impacto de esta investigacién radica en poner a disposicién de los
servicios de salud una prueba de laboratorio molecular que ayude a un
diagnostico pronto y oportuno para la hemocromatosis tipo 1 y en ser el
primer estudio enfocado a determinar la presencia de las mutaciones
C282Y y H63D en el gen HFE en Costa Rica.
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Apéndice 1:

Documento certificado de aprobacion de proyecto, 2009 y 2010. Comité

Institucional de Bioética en Investigacion. Caja Costarricense de Seguro
Social.

S8 A CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
V. ik

Centro de Desarrollo Estrategico e Informacion

2 o E) e
en Salud y Seguridad Social
— Area de Bioetica { ) I [J)I
. e Subarea de Bioetica en Investigacion e
~JL. Telefono, (506) 519-3044
'\H_/ www cendeisss sacr

CERTIFICADO DE APROBACION

COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA EN INVESTIGACION
CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

Numero de protocolo asignado:

Titulo del estudio:

Nombre del investigador principal

Nombre de los sub-investigadores

Nombre del patrocinacdor
Nombre del CRO (si procede)

Numero de sesion en que se aprobo la
ultima version del protocolo

CERTIFICADO ® 021-2008

RO8-SABI-00026

Prevalencia de las mutaciones C282Y y H63D en el gen
HEF asociado a la Hemocromatosis Hereditaria en
pacientes con hemocromatosis. crrosis y diabetes que

acuden a los servicios del Hospital San Juan de Dios

Dr Carlos Corderc Gémez

Dr Marcao V Alvarado Aguilar
Dra Lisbeth Salazar Sanchez
No aplica

No aplica

E002-12-2008

Fecha de sesion en que se aprobs la  11/12/2008
Ultima versién del prolocolo

Ullima version del formulario  06/11/2008
AP-HIVAP-IH1A recomendado

Ultima version del consentimiento  06/11/08
informado recomendado
Numero de sesion en que se aproba la  E002-12-2008

tlima version del consentimiento
informado

Fecha de sesion en que se aprobo la  11/12/2008

uftima version del consentimiento
informado
Duracion del estudio (en meses)

Numero de participanles propuesto

Nombre de centro(s) asistencial(es)
donde se realizara la investigacion

Informe de avance: El Investigador
principal debera someter un informe de
avance cada 3 meses para la revision
correspondiente por parte del COIBI-
CCSS Estos informes deberan ser
presentados los pnmeros viernes de
los meses de enero abrl julio Yy

CERTIFICADO ¥ D21-2008
Revrsado 11/08:2006

Doce meses
Ciento ochenta y ocho (188)

Hospital San Juan de Dios

Fecha de presentacion prdximo informe

03/04/2009
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estrategico e Informacion

. :'.l en Salud y Seguridad Social ( ( )T ]3"‘

S g

Area de Bioetica
Subarea de Bioetica en Investigacion fs e
Telélono: (506) 519-3044 M —
www.cendeisss.sa.cr

octubre
La fecha de inicio del estudio queda supeditada a la suscripcion del contrato entre el
patrocinador y la Caja Costarricense de Seguro Social, asi como al refrendo de la Contraloria
General de 1a Republica en los casos que lo ameriten.
Nombre de los miembros de 1 Dr Alberto Barrantes Boulanger
COIBI-CCSS que 2 Dra Maria Gabriela Chavarria Fonseca
paricparon en el analisis de 3 Licda Martha Esquivel Rodnguez
este estudio 4 Dra Diana Mosheim Castro
5 Licda Maricel Zamora Saias

Esta rome_ndf's‘ﬂon es valida hasta 11/12/2009

- MY M [FES—— - TENN——
Dr. Alberto Barrantes Boulanger T :
Presidente COIBI-CCSS o L SERGE S

“ tt P f..g
w—— - Fecha 1! :+f;i\2§3¢i| N

Fecha 1910/ 104

Dr. Ignacio Sﬁlom Echeverria
i jes ENDEISSS

CERTIFICADO ¥ 021-2008
Revaaso 11082006



CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrolio Estratégico e Informacion
en Saiud y Seguridad Social

Area de Bioética

Subarea de Bioética en Investigacion
Telefono: (506) 2519-3044

CERTIFICADO DE AFPROBACION

COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA EN INVESTIGACION
CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

CERTIFICADO # 033-2009

Numero de protocolo asignado:

Titulo del estudio:

Nombre del investigador principal:
Nombre de los sub-investigadores:

Nombre del patrocinador:
Nombre del CRO (si procede):

Numero de sesion en que se aprobd la
ultima version del protocolo:

Fecha de sesién en que se aprobo la
ultima versiéon del protocolo:

Ultma versién del formulario
AP-HI/AP-1IIA recomendado:

Ultima versign del consentimiento
informado recomendado:

Numero de sesion en que se aprobd la
Gltima version del consentimiento
informado:

Fecha de sesién en que se aprobd la
Gltima version del consentimiento
informado:

Duracién del estudio (en meses):

Numero de participantes propuesto:

Nombre de centro{s) asistencial(es)
donde se realizara la investigacion:

Motivo del certificado:
informe de avance: El investigador
principal debera someter un informe de
avance cada 3 meses para la revisién
correspondiente por parte del COIBI-
CCSS. Estos informes deberan ser
presentados los primeros viemes de

CERTIFICADO # 033-2009
Revisado 11/08/2006

RO8-SABI-00026

ot
EOENCA LR N ENSACDN

Prevalencia de las mutaciones C282Y y HE3D en el gen
HEF asociado a la Hemocromatosis Hereditaria en
pacientes con hemocromatosis, cirrosis y diabetes que
acuden a los servicios del Hospital San Juan de Dios

Dr. Carlos Cordero Gomez

Dr Marco V. Alvarado Aguilar
Dra. Lisbeth Salazar Sanchez
No aplica

No aplica
021-11-2009

1711172009
06/11/2008
22/07/2008

021-11-2008

17/11/2009

Doce meses
Ciento ochenta y ocho (188}

Hospital San Juan de Dios

Renovacion anual

Fecha de presentacion préximo informe:

08/01/2010

Pagina "

dJe



R CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
k@ Centro de Desarrolio Estratégico o Informacion

. Area de Bioética —h
Subarea de Bioética en Investigacion Prre < iy
@ Tetefono: {506) 2519-3044 e ——
Www cendeisss 5a.cr
los meses de enero. abrl, julio y
octubre,

La fecha de inicio del estudio queda supeditada a la suscripcion del contrato entre el
patrocinador y la Caja Costarricense de Seguro Social, asi como al refrendo de la Contraloria
General de la Republica en los casos que lo ameriten,

Nombre de los miembros del 1. Lic. Martha Es Rodriguez

Fecha 30 114 12009

-7} \ —as, Fecha 0¥/ 121 2007

CERTIFICADO ¥ 033-2009 Pagna 7 oe 7
Bavesans | LON00A



Apéndice 2:

Documento de consentimiento informado. COIBI

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Prevalencia de las mutaciones C282Y y H63D en el gen HFE asociado a la
Hemocromatosis Hereditana en pacienies con hemocromatosis. cirrosis y disbetes que
acuden a los servicios del Hospital San Juan de Dhos Costa Rica

INVESTIGADOR PRINCIPAL Dr Carlos Cotdero Gomez

SUBINVESTIGADORES Dr Marco V Alvarado Aguilar
Dra Lisbeth Salazar Sanchez

CENTRO ASISTENCIAL Y SERVICIO Hospital San Juan de Dios
TELEFONO DISPONIBLE 24 HORAS 88296245

Estmado/a Pacene

Este documento que usted esta empezando a leer se llama CONSENTIMIENTO
INFORMADO Mediante este documenlo se le esta invilando 8 usled a participar en
un estudio de investigacion

Es importante que sepa que su participacion en esle estudio es voluntana Su decision
de participar 0 no, no afectara sus derechos como asegutado de la Caja Costarricense
de Seguro Con su decision. usted no renuncia a sus derechos o a la potestad de
hacer algun reclamo legal Si usted decide participar en esle estudio, es libre de
cambiar de opinion y retrarse en el momento que usted asl lo quiera

Se le esta invitando a participar porque usted esta en estudio o en tratamiento por esta
enfermedad. por problemas en e! higado o diabetes (azucar en la sangre)

Este estudio trata sobre la hemocromatosis, una enlermedad qué se caractenza por
tener niveles altos de hiersro en la sangre Esta enfermedad puede dividirse en dos
grupos a hereditana o clasica gue es aquelia que se puede lransmilir de padres a
hijos a iraves de genes. y la adquinda 0 secundana, que se puede preseniar por otros
problemas en el higado

Este estudio pretende encontrar ios cambios en un gen llamado HFE. que se sabe es
el responsable de producy i3 hemocromalosis hevedilana

El gen HFE es el encargado de produc una proleina que reguian la cantidad de herro
que enira al cuerpe S esia prolena esia alterada tambeen se altera el herro que se
absorbe y por lo tanto. cambian los riveles del mismao en sangre

Al enconirar niveles altos en la sangre el hierro se va a depositar en los organos
inlernos como el higado pancreas y corazon dahandolos lentamente hasta que dejan
de funcionar




70

Con este estudio. se espera aprender cuales son los cambios en el gen HFE mas
frecuentes en la poblacion de Costa Rica Aproximadamente 188 personas tomaran
parte en este estudio

Procedimiento para realizar este estudio

Como parte de este estudio. es necesana la toma de una muestra de sangre. Cuando
se le tome esta muestra de sangre. el investigador que dirige este estudio recolectara
un tubito con aproximadamente 2 cucharadilas de sangre

De esa muestra de sangre. se pretende obtener el matenal genético (ADN). que
servira para la deteccion de los cambios en el gen HFE que causa la enfermedad

Beneficios

No recibira mingun beneficio directo por el hecho de participar en el estudio, ya que los
resultados tendran un interés meramente cientifico

No obstante. en el caso que los datos obtenidos pudieran proporcionarle un potencial
beneficio con respecto a su enfermedad. le seran comunicados a traves de su medico
en las citas control

Riesgos

En principio la toma de la muestra no conlleva ningan riesgo que afecte la salud o
bienestar del participante. Sin embargo podna causarle algunas incomodidades como:
dolor en el lugar de la toma de la muestra por algunos minutos Ocasionalmente puede
producir un morete

Si su participacion en el estudio le ocasiona algun dano, puede contactar al Or Marco
Alvarado, en la Seccion de Medicina 4 del Hospital San Juan de Dios al telefono 8883-
1240 E! dano producido sera atendido en dicho Servicio siempre y cuando sea
producto de alguno de los procedimientos de la investigacion

Gastos

Los gastos seran totalmente asumidos por las partes implicadas en el estudio y. como
donante de la muesira de sangre, no tiene ninguna responsabilidad en este hecho

Confidencialidad

Durante este estudio. siempre se guardara el anonimato de los datos Por eso los
resultados del estudio se almacenaran en archivos especificos creados para este fin y
estaran protegidos con las medidas de seguridad exigidas en la legislacion vigente
Los resultados de sus analisis seran enviados a su medico tratante para que el los
interprete. valore e incluya dentro de su expediente medico

El investigador y el Comité Institucional de Bioetica en Investigacion (COIBI-CCSS)
mantendran los registros relacionados con este estudic de manera privada, hasta
donde la ley lo permita. Sin embargo. puede que la informacion de este estudio se
publique en revistas medicas o cientificas o que los dalos sean presentados en
=05 0 conferencias De ser asi. nunca se ulihzara su nombre

Version 11/12/2008



Usted debe tener clarc que el presente estudio s una inveshgacion genélica Esto
significa que con las muestras que se le lomen a usled los mvestigadores de este
estudio podnan determinar la causa hereditana de su enfermedad

Los descubrimientos que se lleguen a lener con las pruebas genelicas basadas en sus
muesiras no se pueden predecir aun Por esta razon. esta infarmacion no e sera
suministrada a usted

Su muestra de sangre podnia se&f usada por el nveshgador o por olros investigadores
para estutios luturos Por favor marque como quiere que su muestra de sangre sea
usada Marque con una equis y 3 la par ponga sus imciales

Esloy de acuerdo ( ) en que mi muestra de sangre sea guardada para su uso en
fuluros estudios de mvestigacion relacionados con la enlermedad que lengo [iniciales
del particpante|

No esloy de acuerdo ( | en que M muestra de sangre sea guardada para su uso en
luturos estudios de mveshigacion refaconadoes con la enlermedad que lengo  [Iicales
del parhcipanie|

Estoy de acuerdo ( |} en que m muesira de sang'e
sea compartido con ofros investigadores [iniciaies del pamicipante|

No esloy de acuerdo ( ) en que mi muesira de sangre sea comparlida con olfros
inveshgadores [iniciales del participanie|

Preguntas sobre el estudio de investigacion

Usted puede llamar a Dr Carlos Cordero Gomez al telefono 8829.6245 o al Dr Marco
Alvarado Aguilar al telefono B883-1240. si tiene alguna pregunta o inguetud acerca de
su parbcipacion en esle esludio

Preguntas sobre sus derechos como participanie en la mvesligacion

S usted liene pregunias sobre sus derechos como parficipante en esla investigacion
comuniquese con el Comité Institucional de Bioelica en Inveshgacion (COIBI-CCSS)
de la Caja Costarncense de Seguro Social el cual se encuentra focalizado en las
instaiaciones del CENDEISSS. contiguo al Hospital México  al telefono 251-93-044 o
2 la deeccon electronca bioélicaliccss sa of Ademas. usted puede comumicarse con
¢l Consejo Naconal de Inveshgacion en Salud (CONIS) del Ministero de Salud al
telsfono 2233-3594

Reuro de! estudio

En cualquer momento puede solctar los dalos personaies suminisirados para
aclualizarlos y/o revocar su aulcnzacion

Para revocar la autonzacion el parhicipanie iene que reakzar una comunicacion escrita
al Dy Alyarado La petcion sera atendida de forma inmediata y en ultimo caso el Dr
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Alvarado informara de la solicitud al Dr Cordero para que proceda a descartar las
muestras de sangre que el participante facilito

CONSENTIMIENTO

Yo he leido (o0 alguien ha leido para mi) la nformacion que se detallo anteriormente
Se me ha dado la oportunidad de preguntar. Todas mis preguntas fueron respondidas
salisfactoriamente He decidido, voluntariamente. firmar este documento para poder
participar en este estudw de investigacion

] am/pm
Nombre del participante Cédula Firma Fecha Hora
ami/pm
Nombre del representante Cedula Firma Fecha Hora
legal
am/ipm
Nombre del testigo Cedula Firma Fecha Hora

Yo he explicado personalmente el estudio de investigacion al participante y he
respondido a todas sus pregunias Creo que él (ella) entiende la informacion descrita
en este documento de consentimiento informado y consiente libremente en participar
en esta investigacion

am/pm

Nombre del investigador/ Cedula Firma Fecha Hora

Persona que obtiene el SRS —— o
cansentimiento s oo

¥ _COIBI & |

M E ikt T IR |

o, R R R AT

e L
F uchia Recomendacin 110427008
Hpcomenaaoon vggnte hasta 141200609

A0

| Fruggenmte OO0




Apéndice 3:

Documento de consentimiento informado. CEC

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION

COMITE ETICO CIENTIFICO CIHATA
Telefonos {506} 207-3006  Telefax (506) 2249367

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
{Para ser sujeto de mvestigacion)

Prevalencia de las mutaciones C282Y y H63D en el gen HFE asociado a la Hemocromatosis
Hereditaria en pacientes con hemocromatosis, cirrosis y diabetes que acuden a los servicios del
Hospital San Juan de Dios, Costa Rica.

Codigo (o nomero) de proyecto;  N° 807-A09-317__

Nombre del Investigador Principal:__ Dr. Carlos Cordero Gémez

Nombre del participante: L PRSI e
A.  PROPOSITO DEL PROYECTO;
Este proy y sus i ipad forman parte del CIHATA (Centio de Investigacion en Hematologiz y

Trasiornos Afines), una unidad de investigacidn perteneciente a la Vicerrectoria de Investigacion de fa
Umversidad de Costa Rica

El preseme proyccto pretende cunocer la prevalencia de las mutaciones en ¢l gen HFE causante de
hemocromatosis hereditaria en la poblacion de donantes de sangre de Costa Rica.

Esta onfcrmedad produce manifestaciones clinicas poco especificas. Se presenta debido a un aumento de
absorcion de hierro a nivel intestinal. Al aumentar el hierro sérico a niveles no controlados este se va a

depositar e los arganos intemos (nhigado, pincreas, corazon) y los va dapando hasia que ellog dejan de
funcionur,

Dentro de las manifest de la hemox is hereditaria mas frecuenies estan el cansancio, azucar ¢n
1a sangre, alteraciones en el higado. dolor en las anticulaciones, problemas cardiacos dentro de otras

Exaten factores que aceleran la progremion de Ia entermedad hepanca hacir la cicroms y son el conmumo de
alcohwol y la infeccion por virus de hepatitis (particularmente hepatitis CJ.

Una vez que sc ha desarrollado cirrosis, e riesgo de desarrollar hepatoma es mayor que en oiras causas e
cirrosis,

Fl tratamiento adecuado consiste en una deteccion temprana de la entermedad para poder controlar con la
dieta y otros procedimienios que el médico le indique los niveles altos del hierro en el cuerpo de las personas
que ia padecen

Al ser esta una enfermedad genétice que no tiene una manifestacion clinica especifica, la Gnica manera de
detectaria a tienpo es realizando una prucba de laboraturio conociendo asi si se tiene el gen mutado o no

u 3 A?:

St acepto participar en este estudio, se me rephr

1- Leay complete la informacion pres

bl cuestionario adjunto

73
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2- Se tomard una muestra de sangre, que se utilizark para obtener ¢l material yenético (ADN), que servira
para la deteccion de las mutaciones en el gen HFE causante de la hemocromatasis hereditaria.

RIESGOS:

En este proyecto de investigacion NO existe riesgo alguno para la persona que decide participar.

El {inico inconveniente que se puede presentar en el proceso ¢s con la toma de |la muestra. En una minoria de
los casos cuando se estid tomando una muestra y cuando se tiene un acceso venoso dificil se puede presentar
un poco de inflamacién (hinchazdn) y/o hematoma (morete) en el area de la venipuntura (punzada), el cual
pasara unos dias después de la toma.

Otras personas que son muy nerviosas a la toma de muestras de sangre se pueden sentir un poco mareadas por
la impresion de ver sangre, sin embargo, esto no tiene nada que ver con el procedimiento de la toma de la
muestra. Si esto sc llegara a presentar debe de comunicarlo al fincionario que csta tomando la muestra para
que le preste la atencion debida y se logre recuperar prontamente.

BENEFICIOS:

No recibira ningan beneficio directo por el hecho de participar en el estudio, va que los resultados sblo
tendran un interés cientifico

No obstarte, en el caso que los dates pudieran proporcionarle un potencial beneficio con respecto a la
enfermedad, le serin comunicados siempre que con anterioridad hubiera manifestado por escrite el deseo de
recibir este tipa de informacion.

Ames de dar su antorizacion para este estudio usted debe haber hablado con el Dr Carlos Cordero Gémez o
con algunc de los investigadores sobre este estudio y ellos deben haber o tado satisfacton todas
sus preguntas. Si quisiera mas informacion mas adelante, puedo obtenerla llamando al telefono
numero (506) 2223-1385 del CTHATA de Bam a 5 pm o escribiendo via correo electranico a la direccion
carlos corderogomez(@ucr ac.cr

Ademds, puedo consultar sobre los derechos de los Sujetos Participantes en Proyectos de Investigacion al
CONIS - Conseju Nacional de Salud del Ministenio de Salud, teléfonos 2233-3594, 2223-0333 extension 292,
de lunes a viernes de 8 am. a4 pm. Cualquier consulta adicional puede comunicarse a la Vicerreciona de

Investigacion de la Universidad de Costa Rica g los teldfomes 207-420] & 207-5839. de lunes a viernes de 8

amaSpm

Recibiré una copia de esta formula firmada para mi uso personal
CONFIDENCIALIDAD

Mi participacién en esie estudio es voluntania. Teogo el derecho de negarme a participar ¢ a discontinuar mi
participacion en cualquier momento, sin que esta decisidn afecte la calidad de la siencion meédica (o de otra
indole) que requiero.

Mi participacion en este estudio es confidencial, eso quiere decir que siempre se guardara el anonimato de los
datos. Por eso los resultados del estudio se almacenaran en archivos especificos creados especialmente para
este fin y estarén protegidos con las medidas de seguridad exigidas en la legislacion vigente

Estos datos no se incluirén en su historia clinica

Los resultados cbtenidas podrin ser consultados por los investigadores del estudio y ser publicados en
revistas cientificas sin que consten los datos personales de los donantes. Las muestras obtenidas para esta
investigacion podrian transferirse a otros investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Matenial
Biologico (MTA).

En cualquier momento, puede soliciiar sus datos personales, que constan en el estudio, por si hace falta
rectificar alguno, asi como revocar esta autorizacion. Para ello tiene que realizar una comunicacidn escrita
dirigida a carlos corderogomez{@ucr ac cr (investigadories del estudio). Su peticion serd atendida de forma
inmediata y en ultimo caso se destruirs la muestra de sangre que facilitd

No perderé ningin derecho legal pos




CONSENTIMIENTO

He Icido o se me ha Icido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de irmarla Se me
ha brindado [a oportunidad dc hacer preguntas v éstas han sido contestadas cn forma adecuada.
Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este estudio

Nombre, cédula y firma del sujeto (miflos mayores de 2 afios y adultos) fecha
Nombre, cédula y firma del testigo N " fecha
Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita ¢l consentimiento fecha
Nombre, cédula y firma del padre/madre/representantc legal (menores de edad) ~ fecha
. NOTA: Si el ola participante es un menor de 12 aitos, se le debe explicar con
particular cuidado em que consiste lo que se le va a hacer
NAEVA VERSION FEl - APRORBADO EN SESION DEI. COMITE FTICO CIENTIFICO (CEC) NO. 53 REALIZADA EL (R

DE SETIEMBRE DEL 2003
GRC-Form Consent-Inform3-4-03
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Apéndice 4:
Documento aprobacién de proyecto, Comité Etico Cientifico.

Universidad de Costa Rica.

o UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
" VICERRECTOR!A DE INVESTIGACION

¥ 35 Aniversario
1974-200%9

(

30 de marzo del 2009
VI-2340 2009

Or Carlos Cordero Gamer
Investigador
CIHATA

Estimado sedar

£l Comite Etico Cientifico en su sesion No. 166, celebrada el 25 de marzo del presente afio, sometio a
consideracion las correcciones realizadas al Proyecto de Investigacion “Prevalencia de fas mutaciones
C282Y y HB3D en el gen HEF asociado a la Hemocromatosis hereditana en pacientes con

hemocromatosis, cirrosis y diabetes que acuden a los servicios del Hospital San Juan de Dios Costa
Rica”.

Después del analisis respectivo, el Comite acoge las correcciones y aclaraciones realizadas, asi mismo
acordo autorizar la fdrmula de consentimiento informado autorizada por el COIBL sin embargo solicita
adjuntar una caria de presentacion redactada con el debido membrete de la Universidad de CostaRicay
en esta indicar que la investigacion y el investigador pertenecen a la Universidad, la cual menciona que

una vez realizada |a carta, enviarla para que esta vaya lirmada y sellada por este Comité, para su debida
presentacion.

Por |o anteriormente expuesto los miembros acuerdan:

Acuerdo 8 Por votacion unica y en formo undnime se ocuerdo lo oprobocion y por lo tanto la
ejecucion del Prayecto de investigocion “Prevolencio de los mutaciones C282Y y HE3D en el gen
HEF osocigdo o lo Hemocromatosis hereditorio en pacientes con hemocromalosis, cirfosis y
diobetes que acuden o fos servicios del Hospitol Son Juon de Dios, Costa Rica®, del investigadora
Lizbeth Soltorar Sonchez y se e solicita envigr Ig carta te presentacion, pora que sea selloda y
firmada por este Comite.

Asimismo se establece la fecha para entrega del Informe Etico segun el articulo 35 del “Reglomento Etico
Cientifico de lo Universidad de Costo Rice poro los investigociones en las que participan seres humonos™
en las mismas fechas de la presentacion de mformes parciales y final que se le indique por parte de la
Unidad de Proyectos. El farmato para elaborar dicho informe 1o puede encontrar en el Portal de a
Investigacion, en la direccidn electromca http | www vinvouce ac.cr docs, formulanos apicacion-revision-
continua-o:cerrar estudio doc

Ademas, quedamos en |3 entera disposicdn de colaborarcon usted ante cualquier consulta ultenor
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Apéndice 5:

Documento aprobacién de ejecucion de proyecto, Vicerrectoria de
Investigacion. Universidad de Costa Rica.

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION

35 Aniversario
1974 2009

®

04 de may o de 2009
V1-2899-2009

e, Carlos Cordero Gomez
Investigador
CHIATA

s e
Me permito comunicarle gue la Vicerrectoria ha aprobado fa cjecucion del proyecto denominado
‘Prevalencia de las mutaciones C282Y v 163D en el gen HEF asociado a fa Llemacromatosis
hereditana en pacientes con hemocromatosis, ¢irrosis v diabetes gue acuden a los senacios del
Hospnal San Juan de Dios, Costa Rica™, N° 807-A9-317. i cual s¢ regint von las siguienes
comhiciones

VIGE NCEA: 01 de abril del 2009 al 30 de abril del 2011

PRESUPUES 1O 2009 {Ficha N 0333):

Partida Descripcion Monto

2-01-99-01 Reactivos y atiles de laboratorio ¢ SUELO0N, 00
2-99-01-01 Litiles » materiales de olicina e 10,060
2-99-02 Uitiles ¥ materiales médico-hospitalario ¥ de invest e LOn000n
29905 Uniles y materiales de limpicza ¢ 25 006 00
6-02-02-01 6 Horas Estudiante x 8.5 meses S183 47 00
TOTAL cBI8.447.00

e Se e recucrda gue los fondos deben cjecutarse al menos en un $0% al 31 de julio del 2009,

w~ Para el wamite de pago ¢s requisito que 1a documentacion sea firmada por usied como
investigador principal.

we Conrespecto a las Horas Asistente v Horas | siudiantie, el presupucsto se debe ejecutar en
los meses para los cuales fueron aprobadas.  Es importante recordar yue Jos nombramicatos
deben tramitarse cuando el estudianie inicie su participacion en la investigacion, va gue no s¢
tramitaran designaciones con nombramientos retroactivos mas alld de wres meses

s~ |.as fechas limites para realizar tramites en fa V icerrectona son las siguientes:

= Excelencia » Relevancia = Perfinencia



e UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
: VICERRECTORIA DE INVESTIGACION

-

"Thde
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P
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(

¥ 35 Aniversario

1974-2009
VI-2899-2009
Pagina 2
Documento - Fecha

Designaciones (P14) 16 de octubre del 2009
Facturas, Fiondos de trabaio _ 06 de noviembre del 2009
Requisiciones (lespachos de bodova) 06 de noviembre del 2009 |
Ordenes de servicio 20 de noviembre del 2009 |
Viaticos 25 de noviembre del 2009

PRESENTACION DE INFORMES:

o | Informe Parcial; 30 de abril del 2010
e Inlorme Final:30 de abril del 2011

Debe tomarse ¢n cuenma que ¢s parte de las obligaciones laborales del investigador presentar fos
informes en las fechas sefialadas. 1al como se establece en la Resolucion de la Vicerrectoria
publicada en la Gaceta Universitaria 24-98. asi como tomar en consideracion lo indicado en la
Resolucion  VI-8668-2008 publicada ¢n ¢l Alcance de la Gaceta 2-2009. Neo obstante,
agradecemas que en caso de que se le presente algan inconveniente para la presentacion de sus
informes, nos natifigue de manera anticipada y en un plazo no mayor a quince dias posterior a Ja
fecha de presemtacion del informc. con el fin de encontrar una solucion conjunta que contribuva a
solucionarlo.

La directora de su unidad ticne la obligacion de velar por la buéna marcha de esta investigacion,
por lo tanto. los informes deben ser presentados a través de la Direccion. previa aprobacion de la
Comision de Investigacion.  En caso de incumplimiento, esta Vicerrectoria se reserva ¢l derecho
de suspender la autorizacion para ejecutar ¢l proyecto en referencia y de aplicar la normativa
universitaria correspondiente.

Si requiere realizar cambios en las condiciones apuntadas. le solicitamos comunicarse por escrito
con la Vicerreetoria en los siguientes gquince dias después de recibida esta comunicacion.  En
caso contrario, se consideraran como aceptadas.

Fl Comité Etico Cientitico en xu yesion No_[33 conogi el wlicio CONIS-999-200" mediante ¢!
cugl v en cumplimienta al Decreto ivo No 31078-S solicitan gue ye remite la hola de vida
de fox protesionales gue realicen investizeciones con seres himanos la cual debe incluir

e Datos personales

e  Formacion
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®  Expenencia en investigaciones realizadas, nombre del estudio, Lise, puesto que ocupo ¢n
el wstudio. nimeros de pacientes enrolados v periodo.

o Lxpenenciaclinica

o Publicaciones

e Poriogue los proyectos que sean remitidos para aprobacion del CEC, incluyan dicha
informacion, [ cual postenormente serd enviada al CONIS

CARGA ACADEMICA:

e Carlos Alberto Cordero (iomez. Investigadora Principal. con - Lo, del 01 de aheil del 2009 3
30 de abrnil del 201 1. ¢on en costo de €2.977.94 00

» Migucl Rodrigues Pineda. Investigador Asociado. con 1/8 (e, el 01 de abril del 2009 a1 30
de abeil del 2011, con un coste de ¢2.006.880.00.

» Lizheth Salazar Sanches. Investigadera Asociada. con 174 1o dil 01 de obeil del 2009 al 30
de abril del 2011, con un costo de ¢4 661.136.00.

» Viclwna Rames Alfaro, Investigadora Asociada. con 144 1c . del 01 de abpl del 2009 al 30 de
abeil det 2011, con un costo de ¢2.977.944.00.

Estamos siempre en la mejor disposicion de eolaborar con usted, de scuerdo con nuestras
posibilidades y desde va le deseamos mucho éxito en la ejecucion de esa investigacion.

Alentamente, K \
] AV
. < v N
o ¥ @
& \ "'.-‘ | 'J
ML Carlof VIR V. a4
Vieerrector a., o ---u' ;
VN IR y »
CC Dr Femandoe Chaves Mora, Decano. | ac. de Microbiologia

Dra Lizbeth Salazar Sanchez. Diregira. CIHATA
Conscjo Cientifico. CTHATA

Lic. Miguel Rodrigucz Pineda. Investigador, CIHATA
Licda Victoria Ramos Alfaro, Investigadora, CIHATA
Centro de Evaluscion Académica. CEA

SIP ( Archivos
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Apéndice 6:

Formato de reporte resultados.

Oo Universidad de Costa Rica
ls i: i«'-;v_--l-—-.- Vicerrectoria de Investigacion s}
y Trastorase Aloes Unidad de Genética Molecular L
Fax (506) 22231385 @ (506) 2222-1581 HSJD Ext. 231

Nombre: o Fecha: = S
Expedients: T |Hospital [ Chalex: 0000
Muestra ¥: o L " |[Reporte ®

Médico:

ESTUDIO POR HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA

Andlisis de mutaciones en el gen HFE, cromosoma 8

Determinacion Halazgo | Interpretacion
Mitacion C283Y Negabvo, - [Wo ey muiacion
Método uthiizado:

Reaccion en cadena de polimerasa por enzimas de resfriccion. (PCR)

Dr, Chwrlos Cordero Gamez
Firma y codigo
Microbiblogo y Quimico Clinico
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Apéndice 7: Resultados de analisis para las mutaciones C282Y y H63D
de muestras recolectadas de hospital.

Numero |Muestra |Resultado C282Y |Resultado H63D
1 09 2948 Negativo Negativo
2 09 2954 Negativo Negativo
3 09 3528 Negativo Negativo
4 09 3575 Negativo Negativo
5 10018 Positivo homocigota Negativo
6 10 152 Negativo Negativo
7 10 349 Negativo Positivo heterocigota
8 10377 Negativo Negativo
9 10 589 _ Positivo homocigota Negativo
10 10833 Negativo Negativo
11 10 889 Negativo Negativo
12 10 844 Negativo Negativo
13 10847 Negativo Negativo
14 10878 Negativo Negativo
15 10985 Negativo Negativo ]
16 10986 Negativo Negativo
17 10 987 _r;eg;iv; o Negativo _
18 10988 Negativo Negativo
19 10989 Negativo Negativo
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Nimero |Muestra |Resultado C282Y |Resultado H63D
20 10990 Negativo Negativo
21 101044 Negativo Negativo
22 10 1045 Negativo Negativo
23 101046 Negativo Negativo
24 101047 Negativo Negativo
25 101048 Negativo Negativo
26 10 1049 Negativo Negativo
27 101050 Negativo Negativo )
28 10 10;_ Negativo Negativo - o
29 101052 Negativo Negativo
30 10 1053 Negativo Negativo
31 10 1054 Negativo Negativo
32 10 1055 Negativo Negativo
33 101056 Negativo Negativo
34 10 1057 Negativo Negativo
35 10 1058 Negativo Negativo
36 101059 Negativo Negativo

== =
37 10 1060 Negativo Negativo
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Apéndice 8: Resultado de analisis de muestras de familiares de un
paciente diagnosticado con hemocromatosis.

Numero |Muestra |Resultado C282Y Resultado H63D
1 10589 Positivo homocigota Negativo
2 10952 Negativo Negativo
3 10953 Positivo heterocigota Negativo
4 10954 Positivo heterocigota Negativo
5 10955 Negativo Negativo
6 10956 Negativ—o Negativo )
7 10957 Positivo heterocigota Negativo
- 8 10958 Positivo heterocigota Negativo
9 10959 Positivo heterocigota Negativo
10 10960 Positivo heterocigota Negativo
11 10961 Negativo Negativo
12 10962 Positivo heterocigota Negativo
13 10963 Positivo heterocigota Negativo
14 10 964 Positivo heterocigota Negativo
15 10965 Positivo heterocigota Negativo
16 10966 Negativo Negativo
17 10967 Negativo ] Negativo - ]
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Nimero |Muestra |Resultado C282Y Resultado H63D
18 10968 Positivo heterocigota Negativo
19 10969 Positivo heterocigota Negativo
20 10 970 Positivo heterocigota Negativo
21 10971 Positivo heterocigota Negativo
22 10972 Negativo Negativo
23 10973 Negativo Negativo
24 10974 Negativo Negativo
25 10975 Positivo heterocigota Negativo
26 10976 Negativo Negativo
27 10977 Positivo heterocigota Negativo
28 10978 Positivo heterocigota Negativo
29 10979 Negativo Negativo
30 10980 Positivo heterocigota Negativo

_3 1_ o iIJ_;SI_ _—w;l;-gativo Negativo
32 10982 Positivo heterocigota Negativo
33 10983 Negativo Negativo
34 10984 Negativo Negativo




