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“...Mientras
el corazon suena y atrae
la partitura de la mandolina,
alli adentro
tu filtras
y repartes,
separas
y divides,
multiplicas
y engrasas,
subes
y recoges
los hilos y los gramos
de la vida, los ultimos
licores,
las intimas esencias.

Viscera
submarina,
medidor
de la sangre,
midiendo y trasvasando
en tu escondida
camara
de alquimista.
Amarillo
es tu sistema
de hidrografia roja,
buzo
de la mds peligrosa
profundidad del hombre,
alli escondido
siempre,
sempiterno,
en la usina,
silencioso...”

Oda al higado. Pablo Neruda, 1956
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. ABREVIATURAS



[. Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANOEs: Anticuerpos no 6rgano especificos

ARN: Acido ribonucleico

ALT: Alanina aminotrasferasa

AST: Aspartato aminotransferasa

CHC: Carcinoma hepatocelular

CHH: Concentracion de hierro hepatico

DM: Diabetes Mellitus

DMT 1: Divalent Metal Transporter 1 (Trasportador de metales divalente tipo 1)
EASL: European Association for the study of the liver (Asociacion Europea para el studio
del higado)

EHNA: Esteatohepatitis no alcohdlica

FA: Fosfatasa alcalina

FSH: Hormona foliculo estimulante

FPT: Ferropotina

FRCV: Factores de riesgo cardiovascular

GGT: Gamma-glutamiltranspeptidasa

HAMP: Hepcidine antimicrobial gen (Gen de la Hepcidina antimicrobiana)
HBcAc: Anticuerpo del core del virus de la hepatitis B

HBeAc: Anticuerpo e del virus de la hepatitis B

HBeAg: Antigeno e del virus de la hepatitis B

HBsAc: Anticuerpo de superficie del virus de la hepatitis B

HBsAg: Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

HDL: High density lipoprotein (Lipoproteina de alta densidad)

HFE: Gen situado en el brazo corto del cromosoma 6, que codifica la proteina humana
de la hemocromatosis.

HGNA: Higado graso no alcohdlico

HH: Hemocromatosis hereditaria

HJ: Hemocromatosis juvenil

HJV: Hemojuvelina

HTA: Hipertension arterial

HTP: Hipertension portal

IC: Intervalo de confianza



[. Abreviaturas

Ig: Imnunoglobulina

IMC: indice de masa corporal

INR: International normalized ratio (Ratio Internacional Normalizado)
IST: Indice de saturacion de la transferrina

LDL: Low density lipoproteina (Lipoproteina de baja densidad)
OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man (Catélogo de Enfermedades con
componente de Herencia Mendeliana que afectan al Hombre)

PCR: Proteina C reactiva

PCT: Porfiria cutanea tarda

RNM: Resonancia nuclear magnética

SD: Standard deviation (Desviacion estandar)

SLC40A1: Solute carrier family 40 A1 (Trasportador de solutos de la Familia 40 A1)
TC: Tomografia computerizada

Tf: Transferrina

TfR1: Receptor de la transferrina tipo 1

TfR2: Receptor de la transferrina tipo 2

TNF- alfa: Factor de necrosis tumoral alfa

TSH: Hormona estimulante del tiroides

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana adquirida

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C
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ll. Resumen en inglés

HEREDITARY IRON OVERLOAD: IMPLICATIONS OF H63D HOMOZYGOSITY

BACKGROUND

Hereditary hemochromatosis is the leading genetic cause of iron overload. The C282Y
mutation in the HFE gene is the most common polymorphism associated with this disorder;
however, the substitution of a histidine for aspartate at amino acid 63 (H63D) may also play an
important role in the disease. The methodological differences between studies of patients
carrying the H63D mutation preclude generalization of the results. The current data argue both for

and against an association between the H63D mutation and hemosiderosis.

Given the high value of early diagnosis in preventing iron overload—related damage,
identifying the role of the H63D mutation in disease pathogenesis is highly important. We
therefore tested the hypothesis that individuals who are homozygous for the H63D HFE mutation
have an increased risk of developing iron overload compared to individuals with the wild-type

allele.

AIMS

Main objective:

To analyze the effect of homozygous H63D polymorphism on iron metabolism. In
particular, we investigated the extent to which this mutation predisposes carriers to develop

significant liver disease secondary to iron overload.
Secondary objectives:

- To compare iron metabolism-related data between homozygous H63D, homozygous
C282Y, and wild-type subjects

-To evaluate the effect of other hyperferritinemia-related factors on the results.



ll. Resumen en inglés

METHODS

This observational analytical study included 445 subjects who were referred from 1994
through 2012 for suspicion of iron overload or due to a family history of hemochromatosis. The
study was approved by our hospital's Clinical Research Ethics Committee, and data were

obtained from the medical records and laboratory database.

Genetic analyses were performed using allele-specific polymerase chain reaction

amplification, and statistical analyses were performed using SPSS version 20.0.

RESULTS
Genetic testing revealed that 192 of the 445 subjects were homozygous for the H63D

allele, 109 were homozygous for the C282Y allele, and the remaining 144 were wild-type.

Among homozygous H63D patients, the mean + standard deviation ferritine
concentrations and IST values were 372.1+ 385 mg/dl and 42.4+ 19.1 %, respectively. Older
patients, had higher ferritin concentrations, indicating a trend towards gradual increase over time.
Serum iron, AST, ALT, bilirubin, and GGT values were all within normal ranges. Twenty-one
patients had increased parenchymal iron levels (estimated by biopsy or magnetic resonance),

and seven presented signs of cirrhosis with portal hypertension.

Compared to the homozygous C282Y patients, H63D group presented lower ferritin

levels, lower IST values, and a lower prevalence of parenchymal iron overload.

The subjects with wild-type alleles had higher ferritin levels than the homozygous H63D

patients, but similar IST values, iron deposition, and portal hypertension prevalence.

With respect to possible confounding variables, the wild-type subjects had the highest
prevalence of non-inherited hyperferritinemia-related factors, confirming a secondary origin of iron

overload in this group.



ll. Resumen en inglés

CONCLUSIONS

H63D homozygosity is related to increased levels of ferritin.

In the absence of other clinical conditions related to secondary hemosiderosis, the
presence of H63D HFE homozygosity is not sufficient for determining clinically significant iron

overload in most of the cases.

When assessing patients who are homozygous for the H63D allele and present with
analytical and/or histological evidence of iron overload, other hyperferritinemia-related factors

should be investigated first.

Key Words:
Hemochromatosis, H63D, iron overload, HFE gene, C282Y
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lIl. Resumen en espafiol

ALTERACIONES DEL METABOLISMO DEL HIERRO: HOMOCIGOSIS H63D

INTRODUCCION

La hemocromatosis hereditaria es el principal trastorno genético relacionado con el
metabolismo del hierro. La mutacion C282Y del gen HFE es el polimorfismo implicado mas
frecuentemente, si bien, otras alteraciones como la sustitucién de histidina por aspartato en el

aminoacido 63 (mutacién H63D) pueden contribuir a la sobrecarga férrica.

La existencia de diferencias metodolégicas entre los estudios publicados con pacientes
homocigotos H63D limita la generalizacion de los resultados. En la actualidad existen evidencias

tanto a favor como en contra de su asociacion con un depdsito patoldgico de hierro.

Dada la importancia de un diagndstico precoz para prevenir el desarrollo de lesiones
asociadas a la hemosiderosis y la elevada frecuencia de la mutacién H63D en nuestra poblacion,
es fundamental determinar con mayor exactitud las implicaciones derivadas de la presencia de

este polimorfismo.

La hipétesis de nuestro estudio plantea que los pacientes homocigotos H63D presentan
un mayor riesgo de desarrollar sobrecarga férrica significativa en comparacion con los sujetos sin

mutaciones del gen HFE.

OBJETIVOS

Objetivo general: Analizar las implicaciones del polimorfismo H63D/H63D sobre el

metabolismo del hierro.
Objetivos especificos:

-Analizar las diferencias en la prevalencia de sobrecarga férrica entre los homocigotos
H63D, los homocigotos C282Y y un grupo de sujetos no portadores de ninguna de estas 2
mutaciones, asi como valorar la influencia de otros factores asociados a hiperferritinemia en los

resultados de los tres grupos.



lIl. Resumen en espafiol

PACIENTES Y METODOS

Se trata de un estudio observacional analitico que incluye 445 sujetos valorados en una
consulta especifica del Hospital Ramén y Cajal desde 1994 hasta Diciembre de 2013. Los
pacientes fueron estudiados por presentar antecedentes familiares de hemocromatosis
hereditaria, 0 personales de sobrecarga férrica. El proyecto fue aprobado por el Comité Etico de
Investigaciones Clinicas del hospital (n° ref 293/11), y la informacion recogida en la consulta se

incluyé en una base de datos especifica para su posterior anélisis.

El estudio genético se realizO mediante técnicas de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en tiempo real. El anélisis estadistico se llevé a cabo con el programa SPSS

version 20.0.

RESULTADOS
Se identificaron 192 pacientes homocigotos H63D, 109 homocigotos C282Y y 144

sujetos sin ninguna de las dos mutaciones.

Los valores medios de ferritina e indice de saturacién de la transferrina en los
homocigotos H63D fueron 372.1+ 385 mg/dl y 42.4+ 19.1 %, respectivamente. Los sujetos de
mayor edad presentaron concentraciones de ferritina mas elevadas, lo que sugiere una
tendencia a su incremento gradual con el tiempo. La concentracién media de AST, ALT,
bilirrubina, GGT y hierro fueron normales. Treinta pacientes (15.62%) presentaban datos
histolégicos de sobrecarga férrica (medida mediante resonancia o biopsia), y 7 de estos, signos

de cirrosis con hipertensién portal.

En comparacion con el grupo de homocigotos C282Y, el grupo H63D mostré menor

concentracion de ferritina, IST y menor porcentaje de sobrecarga parenquimatosa de hierro.

Los sujetos sin mutaciones presentaban mayor concentracion de ferritina que los
homocigotos H63D, si bien, los porcentajes de IST, exceso parenquimatoso de hierro e
hipertensién portal fueron similares.

10



lIl. Resumen en espafiol

En relacion con las posibles variables de confusion, en el grupo sin mutaciones, se
identificd una prevalencia significativamente mayor de factores asociados a hiperferritinemia

secundaria, confirmando el origen no genético de la sobrecarga férrica en este grupo.

CONCLUSIONES

Tras el andlisis de los datos obtenidos, nuestro estudio sugiere que los sujetos
homocigotos H63D presentan concentraciones de ferritina elevadas, si bien, en ausencia de
otros factores asociados a hiperferritinemia secundaria, este polimorfismo no determina un

sobrecarga de hierro clinicamente significativa.

En los pacientes homocigotos H63D que presentan datos analiticos o histolégicos de
sobrecarga férrica, debe descartarse en primer lugar la existencia de otros factores asociados a

hiperferritinemia.

Palabras clave:

Hemocromatosis hereditaria, mutacion H63D, sobrecarga férrica, gen HFE, mutacion
C282Y
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[V. Introduccion

1. INTRODUCCION

La hemocromatosis hereditaria (HH), es un trastorno genético caracterizado por la
predisposicion a una absorcién excesiva de hierro. Su deposito en el higado y otros tejidos

puede condicionar a largo plazo el desarrollo de lesiones clinicamente significativas.

La sustitucion de la base nitrogenada guanina por adenosina en la posicion 282 del gen
HFE situado en el cromosoma 6, da lugar a la mutacion mas frecuente y mejor estudiada en los
pacientes con HH. Este cambio de bases altera la codificacion de la proteina HFE impidiendo su

expresion en la superficie celular y su adecuada participacion en el metabolismo del hierro.

Los pacientes homocigotos para esta mutacion (C282Y/C282Y) constituyen el 80-85%
de los casos de HH (Bacon et al., 2011), si bien se han identificado otras alteraciones genéticas
relacionadas con esta entidad. Entre ellas encontramos otras dos mutaciones localizadas en el
gen HFE:

a) En la posicidén 63, la sustitucion de aspartato por histidina da lugar a la mutacién

H63D
b) El cambio de cisteina por serina en el aminoacido 65 genera el polimorfismo S65C

(Jakson et al., 2001).

Los sujetos que presentan tanto la mutacién H63D como la C282Y (dobles
heterocigotos) suponen aproximadamente el 5,3% de los pacientes con hemocromatosis (EASL
practice guidelines, 2010), mientras que la combinacion C282Y/S65C esta presente en menos del

1% de los casos.

Por tanto, aproximadamente un 10% de los pacientes con HH, no presenta ninguno de
los genotipos anteriormente descritos. En este grupo se consideran mutaciones infrecuentes,
localizadas en genes que codifican otras proteinas implicadas en el metabolismo del hierro,
como la hepcidina, la ferroportina, la hemojuvelina o el receptor de la transferrina tipo 2. Estas
alteraciones dan lugar a las denominadas ‘hemocromatosis hereditarias no asociadas al gen

HFE”, que en muchos casos cursan con un espectro clinico superponible al de la HH clasica.

13



[V. Introduccion

Segun las guias actuales de practica clinica, la presencia de la mutacion H63D en
ambos alelos del gen HFE (homocigosis H63D), no es causa suficiente para condicionar una
sobrecarga patologica de hierro (Bacon et al, 2011; EASL Clinical Practice Guidelines for HFE
Hemocrhromatosis, 2010). Cuando este polimorfismo se asocia a hiperferritinemia, se recomienda
descartar en primer lugar la existencia de otros factores relacionados con hemosiderosis
secundaria (Sebastiani et al., 2006). No obstante, diversos autores han demostrado que esta
mutacion se relaciona tanto con un aumento de los niveles de ferritina y saturacion de la
transferrina (Jackson et al., 2001), como con el incremento de los depdsitos parenquimatosos de
hierro (Aguilar-Martinez et al., 2001). Por consiguiente, en la actualidad existen discrepancias sobre el

papel de la mutacion H63D que impiden establecer conclusiones definitivas.

Por otra parte, estudios de prevalencia realizados en la poblacién espafiola, confirman
que la frecuencia alélica de la mutaciéon H63D en nuestro pais es una de las mas altas de Europa
(Sanchez et al., 1998; Baiget et al., 1998; Guix et al., 2002; Altes et al., 2004) y por este motivo, su estudio se

hace si cabe mas relevante en nuestro entorno.

Dado que la identificacion genética precoz es fundamental para prevenir la aparicion de
lesiones organicas significativas, y que a dia de hoy no se conocen con exactitud las
consecuencias derivadas de la homocigosis H63D, creemos que el estudio pormenorizado de las
caracteristicas de estos pacientes puede contribuir a establecer protocolos especificos de

actuaciéon mas eficaces.
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2. METABOLISMO DEL HIERRO

El hierro es un elemento vital para la mayoria de los organismos debido a su capacidad
para captar y donar electrones. Esta propiedad le posibilita actuar como cofactor en multiples

reacciones enzimaticas necesarias para el metabolismo celular y otros procesos esenciales
(Pantopoulus et al., 2012).

El contenido normal de hierro en el organismo es de aproximadamente 4 gr. De estos, 3
gr forman parte de la hemoglobina, la mioglobina, las catalasas y otras enzimas respiratorias. El
hierro almacenado supone unicamente 0.5 gr, y en su mayor parte se encuentra depositado a

nivel hepatico.

A pesar de su innegable valor en el metabolismo celular, el exceso de hierro se relaciona
con una morbilidad y mortalidad significativas. Por este motivo, una adecuada regulacion de su
concentracion, tanto a nivel sérico como parenquimatoso, resulta fundamental para evitar el

desarrollo de lesiones potencialmente graves.

2.1. Absorcion

Los humanos y otros vertebrados son capaces de reutilizar el hierro procedente de la
destruccién de eritrocitos senescentes gracias a la accion de los macrofagos del sistema reticulo
endotelial (Pietrangelo et al., 2004). De esta forma en condiciones fisiologicas, sélo es necesario un

aporte externo diario relativamente pequefio para reponer las pérdidas que se producen.

La dieta normal contiene aproximadamente 10-20 mg de hierro (90% en su forma libre y
10% unido al grupo hemo) (Adams, 2011). Del total ingerido, unicamente se absorben entre 1-2 mg
al dia, pudiendo variar esta cantidad en funciéon de las necesidades. Los procesos que
determinan la tasa de absorcidn del hierro de la dieta son fundamentalmente, la actividad de la
médula désea, el nivel de sus reservas, la concentracion de hemoglobina, la concentracion de

oxigeno en sangre Y las situaciones de inflamacidn sistémica (Hentze et al., 2004; Miret et al., 2003).

La absorcion del hierro se lleva a cabo mayoritariamente en la superficie de las células
intestinales situadas en el duodeno y yeyuno proximal, en cuya membrana apical se encuentra el

citocromo b ferri-reductor denominado Dcytb. Esta enzima cataliza la transformacion del hierro
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ingerido en forma férrica (Fe3*) a ferrosa (Fe2*) (Siddique et al.,, 2012). Esta conversién es necesaria
para su introduccion en el citoplasma de los enterocitos a través del transportador de membrana

DMT-1, cuya expresion también es regulada en funcidn de los requerimientos. (Figura 1).

Fe3+ Fe2+ Figura 1: Enterocito duodenal. El

NAY e ) transportador ~de  membrana  DMT-1

\ ' introduce los iones de hierro en el interior de

la célula una vez reducidos por el citocromo

Dcytb.  (Adaptado de Andrews NC.

Disorders of iron metabolism. N Engl J Med.
1999)

Ferric
reductase

D
€]
%o,

Ferritin

Basolateral

transporter Hephaestin

Fe?* Fed*

Una vez en el interior de la célula, los iones pueden almacenarse en forma de ferritina, o
ser liberados gracias a la ferroportina (FPT). Esta proteina transportadora se encuentra situada
tanto en la membrana basolateral del enterocito, como en la superficie celular de los macréfagos
del sistema reticulo-endotelial, los hepatocitos y la placenta.

Antes de ser exportado a la circulacién, se lleva a cabo una reaccion de oxidacion que
transforma los iones ferrosos en férricos. Este proceso es catalizado por una molécula anéloga a

la ceruloplasmina denominada Hepaestina.
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2.2. Transporte

En el plasma, el hierro circula unido a la transferrina (Tf). Esta molécula es una

glicoproteina de sintesis hepatica capaz de transportar dos iones férricos.

En situaciones fisiologicas la transferrina esta saturada entre un 20 y un 40%, si bien

este porcentaje varia en funcion de la cantidad de hierro que sea necesario transportar.

La transferrina conduce la mayor parte del hierro hacia la médula 6sea, donde se
incorpora a los precursores eritroides. El resto, se almacena principalmente en el interior de los
hepatocitos. Una vez en su lugar de destino, pasa al interior de las células uniéndose al receptor
de la transferrina (TfR) situado en su superficie. El complejo ligando-receptor se internaliza y

una vez en el citoplasma el hierro se libera.

2.3. Almacenamiento

El hierro se almacena en el interior de las células en forma de ferritina. Esta molécula
esta compuesta por la proteina apoferritina (formada por las subunidades H y L) y el hierro. El
aumento de la concentracion sérica de hierro estimula la sintesis de apoferritina para su

almacenamiento.

Por otra parte, los agregados resultantes de la degradacion de la ferritina conforman la
hemosiderina. El hierro contenido tanto en la ferritina como en la hemosiderina esta disponible

para su movilizacion.

2.4. Regulacion del metabolismo del hierro

Proteina HFE

Esta proteina es codificada por el gen HFE, situado en las proximidades del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo 1 del cromosoma 6. Se localiza en la membrana plasmatica de
los enterocitos del duodeno y yeyuno proximal donde ejerce un papel esencial en el metabolismo

del hierro.
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La proteina HFE necesita unirse a la beta-2-microglobulina, para expresarse en la

superficie celular e interaccionar con el receptor de la transferrina tipo 1 (TfR1) (Pietrangelo et al.,
1998 b).

En condiciones fisiolégicas, la transferrina ligada al hierro se une al receptor TfR1, y de

esta forma se introduce en el interior de las células.

El mecanismo de accidn principal de la proteina HFE es competir con la transferrina por
la unién al TfR1, modulando de esta forma la cantidad de hierro que se introduce en las células
(Sidiqque et al., 2012). Segun esta teoria, el aumento de la expresiéon del gen HFE provoca la
disminucion de la absorcion del hierro de la dieta, y de forma inversa, las mutaciones que afecten
a este gen impidiendo su union con la beta-2-microglobulina, daran lugar al depésito patoldgico

del mismo (Waheed et al., 1999; Roy et al., 1999).

Hepcidina
La hepcidina, es un polipéptido de sintesis hepatica que en la actualidad se considera

clave en el proceso de regulacion del metabolismo del hierro.

Las primeras evidencias aparecieron en 2001 cuando Pigeon y colaboradores
objetivaron que la expresion del RNAm de esta proteina era mayor en los ratones con un exceso

patoldgico de hierro (Pigeon et al., 2001).

Posteriormente, diversos estudios han confirmado su implicacién en el metabolismo

férrico, si bien el mecanismo por el cual ejerce su funcién no se conoce con exactitud (Loreal et al.,
2005).

Sabemos que su actividad esta condicionada por diversos estimulos, aumentando en
respuesta a la sobrecarga férrica y a la inflamacion, y disminuyendo en situaciones de deficiencia
de hierro, hipoxia o eritropoyesis ineficaz. En la regulacién de su expresion intervienen ademas
otras moléculas como la proteina HFE, el receptor de la transferrina tipo 2 (TfR2), la

hemojuvelina (HJV), la proteina morfogénica dsea 6, la matriptasa-2 o la transferrina (Ganz et al.,
2003, Fleming et al., 2005 a).
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Se postula que la unidén de la hepcidina a la ferroportina provoca su internalizacion y
degradacion. Esto da lugar a una disminucion de la exportacion del hierro desde los enterocitos,
macrofagos y hepatocitos hacia el torrente sanguineo, disminuyendo asi los niveles plasmaticos
y aumentando su concentracion intracelular (Fleming et al., 2005 b) (Figura 2). De forma inversa,
cuando la expresion de la hepcidina disminuye, la absorcion intestinal, exportacion y

concentracion sérica de hierro aumenta.

C Normal D HFE-Related Hemochromatosis

Lumen °0® Lumen %
) >

W’b{ W?}
TRRIE ‘ T
RErTin-ion [/ ooo / Ferritin—iron—ro °°
Villus }o . Villus ©
entefocyleo ‘

| enterocyte

_,-(:’*" ° : Vo 0/Hepcidin “‘ Y
! N .
Ferroportin >
Q % Basms 2 No
e L%
Qla - °g 0% 90 o
Q% o9y e \ @ % o Uncontrolled & 95 Ferroportin

/ <
"1/ Ferroportin ? > % o releaseofiron o ©
\.\?( #® from macrophage
- uCe and duodenal °%\
) enterocytes o Iron

o * B
Macrophage ‘r’é i "é P
Pt o il acrophage

A g
Figura 2.A Figura 2.B

S °
( Ferritin—iron —@

Figura 2: A: En condiciones fisioldgicas, la hepcidina se une a la ferroportina impidiendo
la exportacion del hierro absorbido por los enterocitos hacia la circulacion general. B: En la
hemocromatosis hereditaria, no existe limitacion sobre la absorcion del hierro procedente de la
dieta, que pasa sin control al compartimento intravascular para su posterior distribucion y
almacenamiento. Adaptado de Pietrangelo A. Hereditary hemochromatosis--a new look at an old
disease. N Engl J Med. 2004

La respuesta normal al incremento de la concentracion de hierro consiste en aumentar la
expresion hepatica de la hepcidina. La deficiencia de esta molécula, por tanto, esta implicada en
la patogenia de las diversas formas hereditarias de hemocromatosis. Incluso, se ha identificado
una variante especialmente grave de HH juvenil relacionada con una mutacion especifica de esta

proteina en el cromosoma 19 (Roetto et al., 2001).
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3. HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA

3.1. Precedentes histoéricos

La primera descripcion clinica de un paciente con “diabetes bronceada y cirrosis” la
realiz6 Armand Trousseau en 1865 (Trousseau, 1865). Posteriormente, en 1889, Von
Ricklinghausen acufio el término de “hemocromatosis” al objetivar la presencia de un pigmento

que contenia hierro en el higado de estos sujetos (Von Ricklinghausen, 1889) .

En 1935, Sheldon estableci6 la naturaleza hereditaria de este trastorno y su asociacion
con la alteracién del metabolismo férrico (Sheldon, 1935). Finalmente en 1996, Feder y
colaboradores identificaron en el gen HFE las principales mutaciones asociadas a la HH (C282Y
y H63D) (Feder et al., 1996).

Una vez descubierto el gen HFE, varios estudios mostraron que no todos los pacientes
con el fenotipo caracteristico de HH, presentaban mutaciones en dicho gen (Borot et al.,1997;
Piperno et al.,1998; Camaschella et al., 1999). Al mismo tiempo, se identificaron nuevas moléculas
implicadas en el metabolismo del hierro cuya alteracion podia generar un exceso patologico del
mismo. Por este motivo, en 1998 se acufié el término “Hemocromatosis hereditaria no asociada
al gen HFE” para designar al conjunto de enfermedades en cuya patogenia subyacen

alteraciones genéticas no ligadas al cromosoma 6 (Pietrangelo, 1998 a).

3.2. Clasificacion de los principales sindromes de sobrecarga férrica

Las actuales guias de consenso clasifican estos trastornos en 3 categorias basadas en
la naturaleza hereditaria o adquirida de la sobrecarga férrica (Tabla 1):

1. Trastornos primarios o hereditarios de sobrecarga de hierro
2. Sobrecarga de hierro secundaria a otras patologias (hemocromatosis secundarias)

3. Miscelanea
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Tabla 1: Clasificacion de los sindromes que cursan con un exceso patolégico de hierro.
* Adaptado de: Bacon B. et al, Diagnosis and management of hemochromatosis: 2011 Practice
Guideline by the American Association for the study of liver diseases. Hepatology. 2011;54:328-
43

-Homocigotos C282Y

HEMOCROMATOSIS | Relacionada con el -Heterocigotos C282Y/H63D
HEREDITARIA gen HFE C282V/SE5C

-Otras mutaciones

-Hemocromatosis hereditaria juvenil

No asociada al gen -Hemocromatosis asociada al receptor
HFE de transferrina tipo 2 (TfR2)
-Enfermedad de la Ferroportina
(SLC40A1)

-Sobrecarga de hierro africana

-Talasemia Mayor
HEMOCROMATOSIS | Trastornos -Anemia sideroblastica
SECUNDARIAS hematoldgicos -Anemia hemolitica crénica
-Anemia aplasica

-Deficiencia de piruvato kinasa
-Anemia con respuesta a piridoxina

-Trasfusién de concentrados de

hematies
-Sobrecarga de
hierro parenteral -Hierro dextrano parenteral

-Hemodialisis de larga evolucion

-Porfiria cuténea tarda
-Enfermedades -Hepatitis C
hepaticas cronicas “Hepatitis B
-Hepatopatia alcohdlica
-Higado graso no alcohélico

-Post-shunt porto-cava

-Sindrome dismetabdlico de sobrecarga de hierro

-Hemocromatosis neonatal
MISCELANEA -Aceruloplasminemia

-Atrasferrinemia congénita
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3.2.1. HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA O PRIMARIA

3.21.1.  Asociada a Mutaciones en el gen HFE

La hemocromatosis hereditaria clasica, es el trastorno genético mas frecuentemente
diagnosticado en la raza caucasica. Se trata de una alteracion autosémica recesiva que cursa
con un aumento progresivo de la concentracion de hierro. Este, se deposita en el parénquima
hepatico y otros tejidos, donde eventualmente puede dar lugar al desarrollo de lesiones

organicas significativas.

Aproximadamente el 85-90% de estos pacientes son homocigotos para la mutacion
C282Y del gen HFE, existiendo una minoria de heterocigotos compuestos (C282Y/H63D o
C282Y/C65C).

Segun la clasificacion de la OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), la
hemocromatosis clasica asociada al gen HFE constituye el tipo 1 de los cuatro que se
establecen. Es la variante mas frecuente y se suele manifestar en la cuarta-quinta década de la

vida con una expresividad clinica variable. La penetrancia es mayor en varones que en mujeres.

3.21.2.  Noligada al gen HFE

El 10-15% de los pacientes que presentan una sobrecarga de hierro de causa genética
pero no asociada a mutaciones en el gen HFE, pueden ser portadores de alteraciones en otras
moléculas implicadas en el metabolismo del hierro. A este conjunto de trastornos se le conoce

como Hemocromatosis no-HFE (Pietrangelo, 2005; Pietrangelo, 2011).

3.21.21. Hemocromatosis Hereditaria Juvenil

La hemocromatosis juvenil (HJ) es una forma especialmente grave de HH caracterizada
por el depdsito masivo de hierro a nivel hepatico. En la mayoria de los casos, también se
almacena en otros 6rganos como el corazon, las glandulas suprarrenales y el pancreas entre
otros. Se trata de una variante rapidamente progresiva que conlleva un elevado riesgo de

desarrollar lesiones irreversibles a medio-largo plazo.
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Se manifiesta en la segunda o tercera década de la vida y afecta por igual a ambos

SEX0s.

El primer paciente con HJ fue descrito por Bezangon y colaboradores en 1932. Estos
autores publicaron el caso de un joven de 20 afios, fallecido a causa de un cuadro caracterizado
por cirrosis hepatica pigmentaria, infantilismo, insuficiencia cardiaca y aplasia endocrina multiple
(Bezangon et al., 1932). Mas tarde se describieron otros casos similares (Goossens et al., 1975; Lamon et
al., 1979; Cazzola et al., 1983; Case records of Massachusets General Hospital, 1994), y finalmente fue

reconocida como una entidad propia al margen de la HH clasica.

Esta variante grave e infrecuente, se caracteriza por la presencia de hipogonadismo
hipogonadotropo, cardiomiopatia, hepatomegalia, cirrosis hepatica y pigmentacion melanica de
la piel (Kelly et al, 1998; Kaltwaser, 2000). También se han descrito otras alteraciones como
hipotiroidismo, insuficiencia suprarrenal y niveles bajos de prolactina u hormona de crecimiento

(Varconyi et al., 2000) .

La OMIM la clasifica como hemocromatosis hereditaria tipo 2. Se trata de un trastorno
autosomico recesivo en el que se diferencian dos subtipos A o B en funcion de la alteracion

genética implicada.

La mas frecuente, da lugar a la HH tipo 2A, y consiste en la mutacién del gen de la
Hemojuvelina, localizado en el brazo corto del cromosoma 1. Este gen fue inicialmente

denominado HFE2 (Papanikolaou et al., 2004; Lee et al., 2004).

Su producto, la hemojuvelina, se expresa en el higado adulto y fetal, en el corazén y en
el musculo esquelético. Su funcion y la forma en que la lleva a cabo no se conocen con
exactitud, pero la hipotesis mas aceptada es que se trata de un regulador de la transcripcion de
la hepcidina. Como se sefialé anteriormente, la hepcidina es un péptido de sintesis hepatica
compuesto por 25 aminoacidos, que en la actualidad se considera clave en la regulacion del
metabolismo del hierro. Es capaz de disminuir su concentracion, induciendo la internalizacion y

degradacion del principal exportador de hierro a la circulacion, la ferroportina.

La mutacién que da lugar al subtipo 2B, afecta directamente al gen que codifica la
hepcidina (HAMP), el cual esta localizado en el brazo corto del cromosoma 19. Constituye una
causa muy infrecuente de HJ (Roetto et al., 2003).
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Al tratarse en ambos casos de variantes graves y rapidamente progresivas, es
fundamental diagnosticar y tratar a los pacientes en estadios precoces. Si no se detecta a
tiempo, los enfermos suelen fallecer a causa de un fallo cardiaco congestivo antes de alcanzar la

cuarta década de la vida.

Al igual que en la hemocromatosis tipo 1, el tratamiento se basa en la realizacion de
sangrias periddicas. A pesar de la presencia de una miocardiopatia establecida, es posible la
recuperacion de los pacientes con el tratamiento. La combinacién de sangrias y deferoxamina se
ha utilizado en situaciones especialmente graves, y en algunos casos puede ser necesario

recurrir a un trasplante cardiaco (Jensen et al., 1993; Kelly et al., 1998).

3.21.2.2. Hemocromatosis hereditaria asociada al receptor de transferrina tipo 2

También conocida como HH tipo 3 de la clasificacion de la OMIM, constituye un trastorno
infrecuente asociado a la mutacién del gen TfR2 (Roetto et al., 2001). Este gen se localiza en el
brazo corto del cromosoma 7 (7q22) y codifica la expresion del receptor tipo 2 de la transferrina,
descubierto en 1999 por Kawataba y colaboradores (Kawabata et al., 1999). Aunque presenta un
patron de distribucion mundial (Le Gac et al., 2004; Koyama et al., 2005; Hsiao et al., 2007, Mendes et al.,

2009) la mayoria de los casos han sido identificados en Italia (Mattman et al., 2002).

Estructuralmente, el TfR2 contiene una proteina transmembrana que presenta un
dominio extracelular de gran tamafio, capaz de unirse a la transferrina ligada al hierro para su
posterior internalizacion (Worthen et al., 2014). El receptor tipo 2 tiene menos afinidad por la
transferrina que el tipo 1, pero podria ejercer un papel mas relevante a nivel hepatico donde se

expresa en mayor proporcion (West et al., 2000, Roetto et al., 2002).

Este tipo de hemocromatosis se caracteriza por un aumento de la absorcion intestinal de
hierro, lo que da lugar a su depésito excesivo en el higado, el corazon, el pancreas y otros
érganos endocrinos. Clinicamente se manifiesta a una edad algo mas temprana que la HH
clasica, pudiendo aparecer los primeros sintomas en la segunda década de la vida. A pesar de
ello, se han descrito casos en los que sujetos portadores de la mutacién no llegan a desarrollar

ningun sintoma (Camaschella et al., 2005).

Las manifestaciones mas frecuentes son astenia, artralgias y las derivadas de la
afectacion organica en forma de cirrosis, diabetes mellitus o artropatia (Girelli et al., 2002).
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El diagnéstico se basa en la presencia de sintomas clinicos, la evidencia bioquimica de
sobrecarga de hierro y el hallazgo de la mutacion. Los pacientes generalmente presentan
siderosis hepética, asi como elevacion del IST y la concentracion de ferritina (IST >45% tanto en
hombres como en mujeres, y ferritina > 200 pg/L en mujeres y >300 pg/L en hombres)
(Camaschella et al., 2000). El test genético para la mutacidn del TfR 2 solo esta disponible en centros

de referencia.

El tratamiento consiste, al igual que en la HH tipo 1, en la realizacion de flebotomias
periddicas para mantener la concentracion de ferritina y la saturacion de la transferrina por
debajo de 50 pg/L y del 50% respectivamente. Los individuos con afectacién endocrina pueden
requerir tratamiento sustitutivo hormonal de por vida, y en los casos de artropatia severa puede

ser necesario la cirugia de reemplazo articular.

3.21.2.3.  Enfermedad de la ferroportina

Se trata de una alteracién autosomica dominante, que resulta de la mutacién del gen
SLC40A1 situado en el brazo corto del cromosoma 2. Da lugar a la HH de tipo 4 y es el segundo

trastorno mas frecuente tras la hemocromatosis hereditaria clasica.

La primera descripcion de esta enfermedad se realizé en 1999 cuando se descubrié una
variante de HH con patron de trasmision autosémico dominante y no asociado al cromosoma 6
(Pietrangelo et al., 1999; Pietrangelo, 2004). Mas tarde se identifico el gen SLC40A1 (inicialmente
denominado SLC11A3), cuya funcién principal es codificar las moléculas de ferroportina (Montosi

et al., 2001; Rivard et al., 2003).

Como ya se ha comentado, la ferroportina es una proteina trasportadora situada en la
membrana basolateral de los enterocitos, encargada de exportar el hierro procedente de la dieta
hacia el torrente sanguineo. También se expresa en la superficie de los macréfagos, los
hepatocitos y la placenta.

La enfermedad de la ferroportina presenta una variante “clasica” y otra “no clasica” en

funcion del mecanismo patogénico implicado.

-Variante clasica de la enfermedad de la ferroportina: Es la mas frecuente y se asocia
con distintas mutaciones (A77D, V162del, D157G, N1741, Q182H, Q248H y G323V), cualquiera

de las cuales determina una disminucion de la expresion de la proteina en la superficie celular.
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Ello conduce al almacenamiento del hierro en el interior de las células, y de forma predominante

en los macrofagos hepaticos (Njajou et al., 2001, Wallace et al., 2002; Hetet et al., 2003).

Este subtipo cursa con hiperferritinemia de instauracion temprana (ya desde la primera
década de la vida) y niveles normales o bajos de saturacién de la transferrina. La disminucién de
la disponibilidad del hierro circulante que queda “atrapado” en el interior de las células puede dar
lugar a anemia. Esto determina que muchos de los pacientes no toleren el tratamiento con

flebotomias.

-Enfermedad de la ferroportina no clasica: Se asocia a diversas mutaciones del gen
SLC40A1 (N144H, Y64N, C326Y, S338R y Y501C) que condicionan la abolicidn de la accion de
la hepcidina sobre la ferroportina (concretamente su internalizacion y degradacion). La
distribucion del hierro acumulado es similar a la HH clasica, concentrandose preferentemente en
el interior de los hepatocitos (Olynyk et al., 2008). Los pacientes presentan hiperferritinemia, y en

este caso, aumento de los niveles de saturacion de la transferrina.

Aunque las manifestaciones clinicas de la enfermedad de la ferroportina son
superponibles a la hemocromatosis tipo 1, el grado de afectaciéon organica es muy leve en la

mayoria de los casos.

El tratamiento se basa en la realizacién de flebotomias si es necesario, pero siempre
teniendo en cuenta la tendencia a la anemizacion y rapido descenso del IST que presentan estos
pacientes. Si esto ocurre y los niveles de ferritina se mantienen persistentemente altos, la terapia

adyuvante con eritropoyetina puede ser beneficiosa (Pietrangelo, 2004).

3.2.1.24. Sobrecarga de hierro Africana (siderosis Bantt)

Se trata de un trastorno descrito en el Africa sub-Sahariana, que se caracteriza por
hiperferritinemia y sobrecarga de hierro a nivel de los hepatocitos y los macréfagos del sistema

reticulo endotelial (Gordeuk et al., 2002).

Inicialmente se relaciond con la ingesta de una bebida tradicional fermentada en
recipientes de hierro no galvanizado (Gordeuk et al., 1992, Moyo et al., 1998, Beutler et al., 2003), Sin
embargo, se han descrito casos en pacientes que no ingieren este tipo de brebaje. En la
actualidad se considera una enfermedad genética no asociada al gen HFE, que puede

exacerbarse por factores ambientales relacionados con la dieta (Kasvose et al., 2000).
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3.2.2. HEMOCROMATOSIS SECUNDARIAS

Diversas enfermedades cursan con un aumento patoldgico de los depésitos de hierro de
causa no genética. Constituyen un grupo heterogéneo de trastornos cuyo pronéstico suele estar

condicionado por la enfermedad subyacente.

Las principales entidades asociadas a hiperferritinemia secundaria se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2: Enfermedades relacionadas con sobrecarga de hierro de causa no genética.

Anemia -Talasemia Mayor

-Anemia sideroblastica

-Anemia hemolitica crénica
-Anemia aplésica

-Deficiencia de piruvato kinasa
-Anemia con respuesta a piridoxina

Sobrecarga de hierro -Trasfusion de concentrados de hematies

parenteral -Hierro dextrano parenteral

-Hemodialisis de larga evolucion

Enfermedades hepaticas -Porfiria cutanea tarda
cronicas -Hepatitis C
-Hepatitis B

-Hepatopatia alcohodlica
-Higado graso no alcohélico
-Post-shunt porto-cava

Sd. Dismetabdlico de
sobrecarga de hierro

3.2.21.  Anemias con sobrecarga de hierro

Los trastornos hematoldgicos asociados a eritropoyesis ineficaz, hemdlisis cronica o
requerimientos transfusionales periédicos pueden dar lugar al desarrollo de un depdsito
patoldgico de hierro.
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3.2.2.1.1. Sindromes Talasémicos

Los sindromes talasémicos, y en particular la Beta talasemia Mayor, constituyen una de
las causas mas frecuentes de sobrecarga de hierro secundaria (Pippard, 1997). La etiopatogenia
de este trastorno es multifactorial. Por una parte, la eritropoyesis ineficaz conduce a una
hiperplasia de la médula ésea y al aumento de la absorcion de hierro a nivel intestinal. En
segundo lugar, se ha demostrado que en situaciones de hipoxia y anemia, se inhibe la sintesis
hepatocitaria de hepcidina (Nicolas et al., 2002), lo que incrementa ain mas la absorcion
intestinal de hierro y su exportacion al torrente sanguineo. Por ultimo, la siderosis puede verse
agravada por las multiples trasfusiones que requieren algunos de los pacientes como tratamiento

de la anemia.

En estos casos, el exceso de hierro se deposita inicialmente en los macrofagos del
sistema reticulo endotelial, y mas tarde en los hepatocitos y las células parenquimatosas de

otros érganos.

La hemosiderosis clinica se reconoce por la aparicion de hiperpigmentacién cutanea y
hepatomegalia. En la infancia se manifiesta como retraso del crecimiento y/o del desarrollo de
los caracteres sexuales secundarios. El fallo hepatico y la hipertensiéon portal son poco

frecuentes.

Como consecuencia de la anemia, la mayoria de los pacientes no toleran el tratamiento
con flebotomias, por lo que el uso de quelantes de hierro (deferoxamina, deferiprona o
deferasirox) constituye la Unica opcion terapéutica para evitar la aparicion de lesiones a largo

plazo (Barton, 2007).

Un reciente meta-analisis ha comparado el uso de deferasirox frente a otros quelantes
en pacientes con Talasemia y sobrecarga de hierro secundaria. Los resultados concluyen que
todos los farmacos muestran una eficacia similar, si bien, en opinién de los autores, la
experiencia con deferasirox hasta la fecha es limitada, lo que impide recomendar su uso de
forma generalizada (Meerpohl et al., 2012).

3.2.2.1.2.  Otros trastornos hematolégicos cronicos asociados a sobrecarga de hierro

La hemolisis cronica y la eritropoyesis ineficaz, también son los mecanismos

patogénicos responsables de la hemosiderosis secundaria que acompafia a algunas
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enfermedades hematolégicas como la anemia de células falciformes, la esferocitosis
hereditaria, las anemias diseritropoyéticas congénitas (como la deficiencia de piruvato-

kinasa) o las anemias sideroblasticas hereditarias o adquiridas.

En la anemia aplasica, el exceso de hierro es secundario a la necesidad de

transfusiones periddicas.

3.22.2.  Siderosis post-transfusional

Los pacientes con anemias graves refractarias o que reciben tratamientos oncolégicos
agresivos, precisan la administracion periddica de transfusiones de sangre para mantener unos
niveles aceptables de hemoglobina. Sin embargo, al no existir un mecanismo fisioldgico que
elimine el exceso de hierro parenteral, esta terapia puede dar lugar al fenémeno conocido como
siderosis post-transfusional. Se calcula que es necesario recibir mas de 100 concentrados de

hematies para desarrollar una siderosis clinicamente significativa.

Cada unidad de sangre transfundida contiene entre 200 y 250 mg de hierro incluidos en
el interior de los eritrocitos. Al degradarse los hematies, el hierro se almacena inicialmente en los
macrofagos del sistema reticulo endotelial y a largo plazo, termina depositdndose en otras

localizaciones como los hepatocitos, el miocardio o las glandulas endocrinas (Andrews, 1999).

Hay que destacar, que la miocardiopatia es mas grave en los pacientes con siderosis
post-transfusional que en los sujetos con hemocromatosis hereditaria clasica. Esto es debido a

que el hierro se almacena a un ritmo mucho mas rapido en el primer caso.

El tratamiento con flebotomias no suele ser posible debido a la patologia subyacente, de
forma que la unica alternativa es la utilizacién de quelantes de hierro. El objetivo de la quelacion
es mantener unos niveles de hierro por debajo de 15 mg/gr de tejido hepatico.

3.22.3.  Hepatopatias crénicas

Aproximadamente en el 10% de los higados explantados, se objetiva un grado de
siderosis similar al que presentan los pacientes con hemocromatosis hereditaria. Este fenémeno

es mas llamativo en los trasplantes por cirrosis de origen criptogenético y alcohdlico. El
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mecanismo fisiopatolégico exacto no se conoce, si bien la disminucién de los niveles de
hepcidina y el aumento de la absorcion intestinal de hierro, participan en la sobrecarga férrica
independientemente del origen de la hepatopatia. El exceso de hierro contribuye a la lesion de
los hepatocitos y acelera la progresion de la fibrosis (Pietrangelo, 1996), lo que debe tenerse en

cuenta a la hora de estimar el prondstico y predecir la evolucidn de la enfermedad.

3.2.2.3.1.  Hepatitis cronicaBy C

Los pacientes con hepatopatias cronicas virales, y principalemnte, aquellos con infeccién
cronica por el virus de la hepatitis C (VHC), pueden presentar niveles anormalmente elevados de
hierro, saturacion de la transferrina y/o ferritina (Di Bisceglie et al., 1992; Barbaro et al., 1999; Sherrington

et al., 2002; Adams, 2011).

Se postula que el exceso de hierro es secundario a una combinacién de factores entre
los que destacan su liberacion procedente de la necrosis hepatocitaria, el efecto directo del virus
C sobre su metabolismo, la presencia de mutaciones del gen HFE y la alteracion de la funcién

reguladora de la hepcidina.

Diversos estudios han demostrado que la presencia de mutaciones del gen HFE en
pacientes con hepatopatia crénica C, se asocia de forma independiente a sobrecarga de hierro y
fibrosis avanzada (Tung et al., 2001, Eisenbach et al., 2004). No obstante, también se objetivan
mayores tasas de respuesta al tratamiento en los pacientes portadores de estas mutaciones

(Distante et al., 2002; Bonkovsky et al., 2006).

Por otra parte, una elevada concentracion de hierro a nivel hepatico puede interferir en la
respuesta al tratamiento con interferon y ribavirina. Concretamente, parece existir una relacion
inversamente proporcional entre los niveles de hierro y las probabilidades de éxito terapéutico,
de tal forma, que para algunos autores la concentracion parenquimatosa de hierro previa al inicio
del tratamiento, podria constituir un factor predictivo de respuesta (Van Thiel et al., 1994; Distante et
al., 2002; Fuijita et al., 2007).

Sin embargo, no todos los estudios coinciden en este punto. Asi, Hofer y colaboradores,
no encontraron una relacion estadisticamente significativa entre el grado de siderosis hepatica y
la tasa de respuesta viral sostenida. Tampoco pudieron demostrar diferencias significativas entre
los pacientes respondedores y no respondedores en funcion de la presencia o no de mutaciones
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en el gen HFE. Unicamente, los niveles de ferritina elevados antes de iniciar el tratamiento,

predijeron de forma independiente un mayor riesgo de fracaso terapéutico (Hofer et al., 2004).

3.2.2.3.2. Porfiria cutanea tarda

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabdlicas producidas por el déficit de
enzimas relacionadas con la sintesis del grupo hemo. Se clasifican segin sus manifestaciones
en: agudas, con predominio de sintomas neurologicos, y cutaneas, en las que el exceso de

porfirinas se deposita en los capilares de la dermis superficial.

La porfiria cutanea tarda (PCT) es la mas frecuente en Espafia. Existe una reduccion de
al menos el 50% de la actividad de la enzima uroporfirindgeno descarboxilasa. Su patogenia es
compleja, y se considera que es necesaria la participacion de ciertos factores externos como el
consumo de alcohol, el VHC, la sobrecarga de hierro, los estrogenos o el tabaquismo entre otros,

para inactivar la enzima en individuos predispuestos.

La frecuencia de alteraciones del gen HFE es mayor en los pacientes con PCT (Martinelli
et al., 2000; Tannapfel et al., 2001; Toll et al., 2006; Kratka et al., 2008), de tal forma que estas mutaciones
se consideran un factor de susceptibilidad para la expresion clinica de la porfiria (Roberts et al.,
1997, Stuart et al, 1998). La sobrecarga de hierro hepatico leve o moderada es habitual,

objetivandose siderosis significativa hasta en un 80% de las biopsias (Elder, 1998).

El tratamiento inicial consiste en la supresion de los factores desencadenantes, la
proteccion solar y la realizacién de flebotomias con el objetivo de reducir el exceso de hierro
(Ryan Caballes et al., 2012). En algunos casos se emplea Cloroquina para facilitar la excrecién de las
uroporfirinas, pero esta es ineficaz en los pacientes homocigotos C282Y en los que el

tratamiento se basa en la realizacién de sangrias (Stolzel et al., 2003).

3.2.2.3.3. Hepatopatia alcohdlica

El consumo excesivo de alcohol, se asocia con un aumento de la concentracion sérica
de hierro y su depdsito a nivel hepatico.

Tanto el alcohol como el hierro, generan un estrés oxidativo que desencadena la
peroxidacion lipidica y la activacion de células estrelladas. Estas, son responsables de la
produccion de colageno y la fibrogénesis hepatica, fenémeno que con el tiempo conduce a la

pérdida irreversible de tejido hepatico funcionante (Harrison-Findik et al., 2006).
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Por otra parte, se ha demostrado que el alcohol es capaz de inhibir la expresion de la

hepcidina, lo que también contribuye a aumentar la sideremia (Bridle et al., 2006; Harrison-Findik et al.,
2007; Ohtake et al., 2007).

La accion sinérgica de todos estos factores, determina un mayor grado de lesion y
acelera la progresion del dafio parenquimatoso (Harrison-Findik, 2007). Este hecho fue confirmado
por Fletcher y colaboradores quienes demostraron que los pacientes con HH que consumian
mas de 60 gr de alcohol al dia, tenian 9 veces mas riesgo de desarrollar cirrosis que aquellos

que ingerian cantidades menores (Fletcher et al., 2002).

3.2.2.34. Higado graso no alcohdlico (HGNA)

Los pacientes con el diagndstico de higado graso no alcohdlico, pueden presentar un
amplio espectro de afectacion, que incluye desde situaciones benignas y no progresivas como la
esteatosis hepatica, hasta la cirrosis y sus complicaciones. La definicion de HGNA, requiere la
evidencia histologica o por pruebas de imagen de esteatosis hepatica, y la ausencia de otros
factores relacionados con la presencia de celularidad grasa en el higado. Entre ellos destaca el
consumo de alcohol, determinados farmacos, la hepatitis cronica C o la enfermedad de Wilson
entre otros. La mayoria de los pacientes, presentan ademas uno o varios factores de riesgo
cardiovascular tales como hipertension, obesidad, diabetes o dislipemia. Actualmente su
incidencia esta aumentando significativamente en los paises desarrollados, y se considera que
en un futuro puede llegar a ser la principal causa de hepatopatia cronica en el mundo occidental
(Siddique et al., 2012). Su prevalencia es variable segun los estudios y oscila entre el 6,3 y el 33% a

nivel mundial (Chalasani et al., 2012).

Histolégicamente pueden categorizarse diferentes estadios de afectacion, que incluyen
desde la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) con o sin cirrosis
(Angulo, 2002). El estrés oxidativo, la sobrecarga férrica y la resistencia insulinica actuan de forma
sinérgica en la etiopatogenia de la lesion hepatica (Fuijita et al., 2009).

Se ha objetivado una elevacion de los parametros séricos relacionados con el hierro y su
depdsito a nivel parenquimatoso en los pacientes con HGNA (George et al., 1998). Estos sujetos,
presentan a menudo concentraciones de ferritina elevadas, sin que ello signifique
necesariamente que exista una sobrecarga férrica patologica. No obstante, si esta elevacion se

acompafia de un aumento de la saturacion de la transferrina, se recomienda descartar la
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presencia de mutaciones asociadas a hemocromatosis hereditaria mediante la realizacion de test

genéticos.

El hallazgo de mutaciones del gen HFE, en los pacientes con HGNA tiene un significado
clinico incierto. Algunos estudios muestran una mayor prevalencia de genotipos asociados a HH
en estos individuos, asi como mayor probabilidad de presentar fibrosis avanzada (Bonkovsky et al.,
1999; Nelson et al., 2007). Sin embargo, datos procedentes de poblaciones donde estas mutaciones
tienen una baja prevalencia, no confirman dicha asociacion (Yamauchi et al., 2004; Deguti et al., 2003;
Chitturi et al, 2002). Se debe considerar la realizacion de biopsia hepatica, en los homocigotos
C282Y o dobles heterozigotos con sospecha de HGNA, con la finalidad de estimar con exactitud

la concentracion de hierro hepatico y excluir la presencia de fibrosis avanzada o cirrosis.

Por otra parte, la ferroportina y la hemojuvelina son inhibidas por la accion del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). La produccion de esta citoquina, es mayor en los pacientes con
HGNA, por lo que este hecho puede tener cierto papel en la etiopatogenia de la siderosis (Aigner
et al., 2008).

La hepcidina también podria estar implicada en el proceso, aunque existen
discrepancias con respecto a la funcién que desempefia en estos casos. La expresion de esta
proteina es mayor en el tejido adiposo, lo que conllevaria un aumento de su actividad en los
pacientes con HGNA, pero por otra parte, algunos estudios apuntan que los niveles elevados de

insulina, hecho frecuente en este contexto, podrian provocar el efecto contrario (Bekri et al., 2006).

3.2.2.3.5. Post-shunt porto-cava

La anastomosis quirtrgica entre la vena porta y la cava inferior para disminuir la presion
portal, constituye en la actualidad una opcion terapéutica en desuso para los pacientes cirréticos
(Adams, 2011). Esta técnica se relaciona con una elevada incidencia de encefalopatia y deterioro
de la funcion hepatica, debido a la reduccion del flujo portal. Ademas aumenta la complejidad
técnica de un eventual trasplante, por lo que hoy en dia se considera una causa excepcional de

sobrecarga férrica en nuestro medio (Baker et al.,1972).
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3.2.2.3.6. Sindrome dismetabdlico de sobrecarga de hierro

Este sindrome fue descrito por primera vez en 1997 por Moirand y colaboradores en un
grupo de pacientes que presentaba siderosis hepatica, saturacién de transferrina normal y uno o
mas componentes del sindrome metabdlico (obesidad, hiperlipemia, alteracién del metabolismo
de la glucosa o hipertension arterial) (Moirand et al., 1997 b). También es conocido como sindrome
de resistencia insulinica asociado a sobrecarga férrica (Mendler et al., 1999), y aunque se reconoce
como una entidad propia (Chen et al., 2011; Lainé et al., 2008; Deugnier, 2014), en los pacientes con

esteatosis hepatica, podria superponerse al diagndstico de HGNA (Fargion, 1999; Riva et al., 2008).

Se ha investigado la presencia de mutaciones del gen HFE en el sindrome
dismetabdlico, objetivandose una mayor prevalencia con respecto a la poblacion general (Mendler
et al., 1998; Rovati et al, 1999). El tratamiento con sangrias ha demostrado mejorar la resistencia

insulinica, y pueden ser necesarias de forma periddica para evitar recurrencias (Bardou-Jacquet et
al., 2014).

3.2.3. MISCELANEA
3.2.3.1. Aceruloplasminemia

La aceruloplasminemia, es un trastorno genético infrecuente con patron de herencia

autosdmico recesivo, descrito por Miyajima y colaboradores en 1987 (Miyajima et al., 1987, Yosida et
al., 2005).

La ceruloplasmina sintetizada en el higado, es el principal transportador de cobre en
sangre. También participa activamente en el metabolismo del hierro, transformando los iones

ferrosos en férricos gracias a su capacidad oxidativa (Osaki et al., 1966).

Una vez oxidado, el hierro se une a la transferrina para su transporte hacia la médula
dsea e incorporacion a los precursores eritroides; el resto se almacena en forma de ferritina. La
deficiencia congénita de ceruloplasmina, impide la distribucion del hierro, que queda atrapado en
el interior de los hepatocitos, las células pancreaticas, los ganglios basales y la sustancia negra
cerebral (Xu et al., 2004; Harris et al., 1998).

La presentacién clinica clasica, se caracteriza por degeneracion retiniana, sintomas

neuroldgicos (ataxia cerebelosa, demencia y alteraciones extrapiramidales) y diabetes mellitus
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(McNeil et al., 2008). La concentracion parenquimatosa de hierro es elevada, mientras que los
niveles de cobre son normales (Miyajima et al., 2003; Morita et al., 1995). Existe hiperferritinemia, si
bien el hierro sérico y la saturacion de la transferrina son bajos. Por este motivo, los pacientes no
suelen tolerar el tratamiento con flebotomias, y los farmacos quelantes como la deferoxamina

son la principal opcion terapéutica (Miyajima et al., 1997, Loréal et al., 2002).

3.23.2.  Atransferrinemia congénita

Se trata de una entidad muy infrecuente. El primer caso fue publicado en Alemania por
Heilmeyer y colaboradores (Heilmeyer et al.,1961), quienes describieron un cuadro caracterizado por
anemia hipocromica grave, asociada a un depoésito tisular generalizado de hierro. Posteriormente
aparecieron nuevas evidencias que permitieron caracterizar las manifestaciones clinicas, y
definir el curso de la enfermedad (Hromec et al., 1994; Goya et al., 1972; Loperana et al., 1974; Dorantes
1986, Walbaum, 1971; Hamil et al., 1991; Beutler et al., 2000).

Su etiologia es desconocida, aunque se considera la participacién de un factor genético
no identificado en el origen de la enfermedad. Esta hipétesis parte de la identificacion de
mutaciones que afectan al gen de la transferrina en estos pacientes (Asassa et al., 2002; Knisely et al.,

2004).

Analiticamente se caracteriza por la ausencia de transferrina sérica y saturacion

indetectable, junto con ferropenia e hiperferritinemia marcada (2000-8000 pg/L).

La biopsia hepatica, muestra siderosis intensa que afecta tanto a los hepatocitos como a
las células de Kupffer. En algunos casos se objetiva un grado variable de fibrosis y puede existir

afectacion de otros drganos como pancreas, tiroides, parénquima renal o miocardio.

El tratamiento se basa en la infusién de transferrina humana purificada o plasma, y la

administracion de quelantes de hierro.
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3.23.3.  Hemocromatosis neonatal o hepatitis aloinmune congénita

La hemocromatosis neonatal, es la causa identificable mas frecuente de fallo hepatico
grave en el recién nacido (Sundaram et al., 2011). Se caracteriza por la presencia de un extenso
deposito de hierro a nivel hepatico, asociado a siderosis extrahepatica de distribucion similar a la

hemocromatosis hereditaria clasica (Kelly et al., 2001).

Debido a su origen congénito y a la distribucion de los depositos, inicialmente se
denomind hemocromatosis congénita o enfermedad por depdsito de hierro neonatal (Cottier, 1957).
Sin embargo, recientes estudios han demostrado que en su fisiopatologia subyace un proceso
de aloinmunidad materna dirigida contra el higado fetal, por lo que la denominacion mas
aceptada en la actualidad es la de Hepatitis Aloinmune Congénita (Whitington 2005; Whitington et al.,
2007; Costaguta et al., 2012). Este nuevo concepto ha hecho posible grandes avances en el

prondstico y tratamiento de la enfermedad.

El cuadro clinico puede ser evidente ya en el periodo de vida intrauterino,
manifestandose como edema placentario, oligoamnios, retraso del crecimiento e incluso muerte

fetal (whitington et al., 2011). El riesgo de recidiva en posteriores embarazos alcanza el 80%.

En el recién nacido, la clinica predominante es la insuficiencia hepatica aguda grave con

hipoglucemia, coagulopatia, ictericia colestasica y hepatomegalia.

Las pruebas de laboratorio muestran una prolongacion de los tiempos de hemostasia,
hiperbilirrubinemia e hipoalbuminemia. Los valores de aminotransferasas (GOT y GPT) son
normales o estan discretamente elevados. La transferrina es baja pero esta hipersaturada

(>70%) y la ferritina y la alfa-feto proteina son llamativamente altas (>1000 microg/L).

Estos hallazgos bioquimicos, pueden evidenciarse en otras causas de fallo hepatico
agudo, por lo que para confirmar el diagndstico es necesario demostrar el deposito

parenquimatoso de hierro.

Debido a la coagulopatia, la biopsia hepética no suele considerarse en estos pacientes,
puesto que ademas, es posible demostrar la sobrecarga de hierro mediante la sefial

caracteristica obtenida en las secuencias T2 de la resonancia magnética.
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La siderosis extrahepatica, puede evidenciarse mediante biopsia de las glandulas
salivales del labio inferior (Chan et al., 2008; Magliocca et al., 2012). Este procedimiento es seguro y
sencillo de realizar, aunque hasta en un 30% de los casos, las muestras obtenidas no logran

demostrar el deposito de hierro (Smith et al., 2004).

Los hallazgos anatomopatologicos hepaticos caracteristicos, muestran fibrosis

pericelular, transformacion giganto-celular, proliferacion ductular y nodulos de regeneracion.

El pronostico en estos pacientes es grave sin tratamiento, aunque se han publicado
casos aislados de remision espontanea (Inui et al., 2005). Previamente a la aparicion de la hipdtesis
aloinmunitaria, el manejo se basaba en medidas de soporte para el fallo hepatico agudo y la
combinacion de antioxidantes y deferoxamina. El porcentaje de respuesta a este tratamiento
Unicamente alcanzaba el 10-20%, por lo que en muchos casos el trasplante hepatico constituia

la Unica alternativa de supervivencia (Rand et al., 1992; Rodrigues et al., 2005).

La aparicion determinante de una nueva teoria etiopatogénica, llevaron a replantear el
manejo terapéutico de esta enfermedad. Asi pues, en 2004 fue publicada la primera experiencia
con el uso de inmunoglobulinas intravenosas en un grupo de 15 embarazadas con antecedentes
de hemocromatosis neonatal en gestaciones previas. Se administré una dosis estandar de 1g/Kg
cada 7 dias a partir de la semana 18 hasta el final de la gestacion. En todos los casos se logré el
parto a término de los recién nacidos, que a los 6 meses de seguimiento se encontraban

asintomaticos (Whitington et al., 2004).

Estos resultados fueron reproducidos y ampliados posteriormente (Withington et al., 2008), 10
que condujo a la utilizacion de este mismo enfoque terapéutico en los recién nacidos afectos. De
esta forma, las exanguinotransfusiones asociadas a la administracion intravenosa de
inmunoglobulinas consiguen actualmente una supervivencia sin trasplante préxima al 75% (Rand

et al., 2007).
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4. PREVALENCIA DE LAS DISTINTAS MUTACIONES ASOCIADAS A LA
HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA EN LA POBLACION GENERAL

Aunque la HH presenta un patron de distribucion mundial, es mucho mas frecuente en
las poblaciones del Norte de Europa, y en particular en los paises Nordicos de origen Celta. En

estas regiones, su prevalencia asciende a 1 por cada 220-250 habitantes (Bacon et al., 2011).

La frecuencia alélica en la poblacién general, de la mutacion C282Y alcanza el 6,2%
segun los datos que se desprenden de un meta-analisis que incluye 36 estudios de screening
poblacional, con un total de 127613 sujetos (EASL Clinical Practice Guidelines for HFE Hemocrhromatosis,
2010). Sin embargo, la frecuencia de esta mutacion, varia en funcion del area geografica
estudiada, oscilando entre el 12,5% de Irlanda al 0% en ciertas regiones del sureste europeo
(Merryweather-Clarke, 1997) (Figura 3).

Los homocigotos C282Y, suponen el 80,6% de los pacientes con HH, mientras que en
individuos sanos, este polimorfismo solo esta presente en el 0,6% de la poblacion (EASL Clinical

Practice Guidelines for HFE Hemocrhromatosis, 2010).

Existen otras dos mutaciones del gen HFE implicadas en la patogenia de la HH. En
primer lugar, la sustitucion de aspartato por histidina (H63D) muestra una menor variabilidad
geografica y una frecuencia alélica global préxima al 14% (Figura 4). Los pacientes heterocigotos
compuestos (C282Y/H63D) suponen el 5,3% de los casos de hemocromatosis clinicamente
significativa, mientras que en los estudios con grupos control, este polimorfismo solo se objetiva

en el 1,3%.

Por otra parte, la mutacién S65C, también se relaciona con el desarrollo de una
sobrecarga patologica de hierro, siempre y cuando se asocie en un mismo individuo a la
mutacion C282Y. Presenta una frecuencia alélica menor que las anteriores (un 0,5%), y es mas

prevalente en la regién francesa de la Bretana.
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5. EXPRESIVIDAD GENETICA O PENETRANCIA DE LAS PRINCIPALES
MUTACIONES ASOCIADAS A HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA

Desde la aparicion de los test genéticos a finales de los afios 90, las principales
mutaciones relacionadas con la HH, se identifican frecuentemente en sujetos asintomaticos. Sin
embargo, ser portador de dichas mutaciones no condiciona en todos los casos el desarrollo de

una sobrecarga patoldgica de hierro.

Allen y colaboradores, en un estudio prospectivo que incluia 203 sujetos homocigotos
C282Y seguidos durante 12 afios, demostraron afectacion organica secundaria a la sobrecarga
de hierro en el 28,4% de los hombres (95% IC intervalo de confianza, 18.8-40.2) y el 1.2% de las
mujeres (95% IC, 0.03-6.5) (Allen et al., 2008). Otros estudios confirmaron estos resultados (Beutler
et al., 2002), constatando que la expresion fenotipica de la principal mutacion asociada a la HH era

menor de lo que inicialmente se pensaba.

Entre los distintos trabajos realizados con el fin de determinar la penetrancia del
polimorfismo C282Y/C282Y, existen diferencias metodoldgicas y conceptuales que han dado
lugar a un amplio abanico de estimaciones. El valor mas aceptado es la que se desprende del
meta-analisis llevado a cabo en 2010 por la Asociacion Europea para el Estudio del Higado que
incluyé 19 estudios y que obtuvo una penetrancia global del 13,5% (95% IC, 13.4-13.6) (EASL

Clinical Practice Guidelines for HFE Hemocrhromatosis, 2010).

Esta misma sociedad, teniendo en cuenta los distintos grados de expresividad genética

que pueden presentarse, ha establecido 4 niveles de afectacion en la HH (Adams et al., 2000):

e Estadio 1: sin evidencia de sobrecarga de hierro bioquimica ni histoldgica.

e Estadio 2: evidencia bioquimica de sobrecarga férrica sin sintomas clinicos ni
lesiones parenquimatosas.

e Estadio 3: sobrecarga férrica asociada a sintomas no especificos (astenia, mal estar
general o artralgias)

e Estadio 4: sobrecarga férrica asociada lesiones 6rgano-especificas.
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6. MANIFESTACIONES CLINICAS

Gracias al screening genético, la mayoria de los pacientes se encuentran asintomaticos
en el momento del diagnostico (Adams et al.,, 1991). La triada clasica de cirrosis, hiperpigmentacion

cuténea y diabetes, es excepcional en la actualidad.

Por tanto, solo un pequefio porcentaje de pacientes con HH presentan o desarrollan
sintomas clinicos derivados del exceso de hierro (Allen et al., 2008). Lo mas frecuente son las
manifestaciones inespecificas tales como fatiga, mal estar general, dolor en hipocondrio derecho

y artralgias.

Con menor frecuencia se identifican signos de hepatopatia crénica, diabetes o

insuficiencia cardiaca congestiva.

Por otra parte, en las mujeres, la aparicion de sintomas es hasta 10 veces menos
frecuente, gracias a las pérdidas fisiolégicas de hierro asociadas a las menstruaciones y los

embarazos (Moirand et al., 1997 a).

6.1. Afectacion hepatica

El higado es el 6rgano diana de la HH al ser la localizacion principal de los depositos de

hierro.

El hierro almacenado, induce la peroxidacion lipidica de los hepatocitos y la alteracion de

la funcion mitocondrial, lisosémica y de los procesos de degradacion proteica (Lunova et al., 2014).

Estudios realizados en los afios "90, evidenciaron que sélo el 10-25% de los pacientes
con HH desarrollan fibrosis y el 4-6%, cirrosis (Olynyk et al., 1999 b).

La progresion hacia la cirrosis depende, por una parte, de la duracién de la sobrecarga
de hierro y, por otra, de la participacion de otros factores como el consumo de alcohol, las

hepatitis cronicas virales o la esteatohepatitis (Fargion et al., 1994).

Los pacientes con HH, tienen mayor riesgo que la poblacion general de presentar
carcinoma hepatocelular (CHC). En la mayoria de los casos ocurre en presencia de cirrosis

avanzada, siendo excepcional en sujetos no cirréticos (Bralet et al., 2000; Kowdly et al., 2004). Algunos
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autores sefialan, que el riesgo de CHC en los pacientes con cirrosis y HH es mayor que en la

cirrosis secundaria a otras etiologias (Fracanzani et al., 2001).

El CHC es el responsable de hasta el 30% de las muertes relacionadas con la HH. El
aumento de riesgo persiste a pesar de un adecuado tratamiento, por lo que estos pacientes

deben seguir programas de deteccidn precoz de forma indefinida.

6.2. Trastornos endocrinos

-Las alteraciones del metabolismo de la glucosa son frecuentes en los sujetos con HH.
El 70% de los pacientes cirréticos presentan Diabetes Mellitus en el momento del diagnéstico,
aunque esta cifra disminuye al 17% en los sujetos no cirréticos (Hramiak et al.,1997). Este hecho,
se debe por una parte, al aumento de resistencia a la accidn de la insulina y por otra, a una
disminucién de su secrecion secundaria al almacenamiento de hierro en las células Beta

pancreaticas (Mendler et al., 1999).

También pueden aparecer complicaciones asociadas a la Diabetes como nefropatia,

neuropatia, enfermedad vascular periférica y retinopatia proliferativa.

-El hipogonadismo es secundario al deposito de hierro a nivel hipotalamico, pituitario o
gonadal. Se manifiesta como impotencia, disminucién de la libido, atrofia testicular, pérdida del

vello en los caracteres sexuales secundarios 0 amenorrea en las mujeres (Siminoski et al., 1990).

Los niveles plasmaticos de testosterona suelen estar disminuidos, y la incidencia de

osteoporosis es mayor (Valentii et al., 2009).

-La afectacién tiroidea es menos frecuente, y se ha descrito tanto en forma de
hipotiroidismo como de hiperfuncion (Edwards et al, 1983). Algunos autores cuestionan su
asociacion con la HH, y sostienen que la incidencia de estas alteraciones en los homocigotos
C282Y es similar a la de la poblacién general (Barton et al., 2008 a). Por ello, no consideran
necesario medir los niveles de TSH o T4 de forma rutinaria en estos pacientes.
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6.3. Afectacion cardiaca

El deposito de hierro en el miocardio y el sistema de conduccion puede generar
arritmias, insuficiencia cardiaca o miocardiopatia (tanto restrictiva como dilatada) (Demant et al.,

2007). Los cambios electrocardiograficos se objetivan hasta en un 35% de los pacientes.

Las afectacion cardiaca es més grave en la hemocromatosis juvenil y la hemocromatosis
asociada al receptor de la transferrina tipo Il , debido a que el hierro se deposita mas

rapidamente que en los demas subtipos.

6.4. Afectacion articular

Es frecuente y puede aparecer hasta en el 25-50% de los pacientes. Es caracteristica la
afectacion de la articulacion metacarpofalangica del segundo y tercer dedo (Valenti et al., 2008). Las
mufiecas, los codos, los hombros y las caderas también pueden verse afectadas (Hamilto et al.,
1981). Todo ello hace que los pacientes precisen cirugia de reemplazo articular mas

frecuentemente que la poblacidn general (Eimberg et al., 2012; Wang et al., 2012).

La distribucion de la artropatia suele ser simétrica y poliarticular. Radiolégicamente se
presenta como osteoartritis hipertrofica (Faraawi et al., 1993). No es infrecuente el depdsito de
cristales de pirofosfato calcico en los meniscos y el cartilago de las rodillas (condrocalcinosis) lo
que da lugar a una fina linea de calcificacion paralela al hueso visible en las radiografias (Hirsch et
al., 1976; Carrol et al., 2011).

6.5. Afectacion cutanea

Clasicamente la HH se asocia a hiperpigmentacion cutédnea de aspecto “bronceado” o
grisaceo. Esto es debido al depdsito de melanina y/o hierro en la capa basal de la epidermis y

alrededor de las glandulas sudoriparas.

La hiperpigmentacion suele atenuarse con las flebotomias y es méas evidente en las
areas fotoexpuestas (cara, cuello y dorso de las manos), asi como en axilas, ingles, genitales

externos y cicatrices (Chevrant-Breton et al., 1977).
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En la tabla 3 se muestran los principales signos y sintomas clinicos de la
hemocromatosis hereditaria.

Tabla 3: Signos y sintomas frecuentes en los pacientes con HH

-Cansancio

] ) . -Mal estar general
Sintomas inespecificos . .
-Dolor en hipocondrio derecho

-Artralgias

-Dolor abdominal (Hepatomegalia)

-Trastornos endocrinos (alteracion del metabolismo de la

Smtomas'c_)rgano- glucosa, hipogonadismo, alteraciones tiroideas)
especificos ] ] ) ) i o
-Alteraciones cardiacas (miocardiopatia, arritmias,

insuficiencia cardiaca)
-Afectacion articular (osteoartritis, condrocalcinosis)

-Hiperpigmentacion cutanea
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7. DIAGNOSTICO
7.1. Test genéticos

En base a lo establecido por las Guias internacionales de practica clinica, el diagnostico
de HH se realiza en aquellos pacientes homocigotos C282Y en los que se demuestra un
aumento de los depésitos de hierro, independientemente de la presencia o0 no de sintomas (EASL

Clinical Practice Guidelines for HFE Hemocrhromatosis, 2010) (Algoritmo 1).

El hallazgo de otros genotipos, debe interpretarse con cautela, de forma que en los
sujetos homocigotos H63D con hiperferritinemia, debe descartarse en primer lugar la

contribucion a la sobrecarga de hierro de otros factores no hereditarios (Jackson et al., 2001).

La mutacion S65C se objetiva en menos del 1% de los casos de HH clinicamente
significativa (Mura et al., 1999). Por este motivo, esté dejando de ser investigada de forma rutinaria

en los pacientes con sobrecarga férrica.

En aquellos casos en los que se evidencia un aumento de la concentracion hepatica de
hierro, y no se detectan las mutaciones C282Y o H63D, se debe considerar la participacion de
otras alteraciones genéticas no relacionadas con el gen HFE u otros factores adquiridos de

hemosiderosis secundaria.

7.2. Determinaciones Bioquimicas

Clasicamente, se ha recomendado realizar las determinaciones de ferritina e IST
estrictamente en ayunas, ya que algunos estudios han mostrado que mas de un 50% de los
sujetos sanos pueden presentar elevaciones transitorias de hierro sérico tras la ingesta. Sin
embargo, publicaciones mas recientes, concluyen que el ayuno no mejora la sensibilidad ni la
especificidad de los test diagnosticos basados en el IST, por lo que esta recomendacion en la
actualidad no se sigue de forma sistematica (Adams et al., 2007) .

Un indice de saturacién de la transferrina superior al 45%, se asocia a HH de forma mas
sensible y especifica que la elevacion aislada de ferritina. Por este motivo el aumento del IST
con ferritina normal no descarta la presencia de HH.
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7.3. Biopsia hepatica

En la actualidad, gracias a la disponibilidad de los test genéticos y los métodos no
invasivos de cuantificacién de hierro, no es preciso realizar una biopsia hepatica para
diagnosticar HH. Este procedimiento se reserva para valorar la presencia de fibrosis y/o cirrosis,
en los sujetos con mayor riesgo de presentarla, puesto que este hallazgo condicionaria su

prondstico y seguimiento a largo plazo.

Diversos estudios han tratado de establecer qué subgrupo de pacientes presenta un
riesgo aumentado de lesion histologica en base a parametros no invasivos. En este sentido, se
ha demostrado que el 20-45% de los homocigotos C282Y con una ferritina superior a 1000 ug/L
presentan cirrosis, mientras que cuando los niveles son inferiores, la prevalencia disminuye
hasta el 2 % (Guyader et al., 1998; Beaton et al., 2002; Morrison et al., 2003).

En base a estos resultados, se recomienda realizar una biopsia hepatica para descartar
cirrosis en aquellos sujetos con niveles de ferritina superiores a 1000 pg/L. También debe
considerarse su realizacion en los pacientes con una ingesta de alcohol mayor de 60 mg/dia y/o

elevacién de las transaminasas, ya que en estos casos, el riesgo de cirrosis es superior al resto.

Una vez realizada la biopsia, el estudio anatomopatolégico debe incluir las tinciones
estdndar de Hematoxilina-eosina, Tricromica de Masson y Azul de Prusia de Perls. Con esta
ultima es posible localizar los depdsitos parenquimatosos de hierro y establecer los distintos
grados de afectacion. El mas leve (grado 1) se limita a los hepatocitos periportales con nula o
escasa afectacion de las células de Kupffer y los conductos biliares. El grado 4 supone una

sobrecarga férrica generalizada de distribucién panlobular (Brunt et al., 2000).

Ademas del analisis histoquimico, la concentracion del hierro hepatico (CHH) aporta
importante informacion pronostica. La CHH normal es inferior a 32 pug/g (1800 mg/g en peso
seco). Los pacientes con HH sintomaticos suelen presentar concentraciones superiores a 10000
ug/g. Cuando los valores sobrepasan los 20000 pg/g, en general, suele existir fibrosis o cirrosis

hepatica.
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7.4. Test diagnésticos no invasivos

La concentracion de hierro hepatico, también puede ser determinada mediante técnicas
no invasivas como la resonancia magnética (St. Pierre et al., 2005; Gandon et al., 2004). La pérdida o
distorsién de la sefal provocada por el depésito de hierro en las secuencias ponderadas en T2
es proporcional a su concentracion (Wood et al., 2007). Esto permite detectar concentraciones de
hierro superiores a 60 umol/g, valor a partir del cual se incluyen la mayoria de los pacientes con

sobrecarga férrica clinicamente significativa (Olthof et al., 2009).

-La elastografia o Fibroscan, es un método diagndstico no invasivo que permite valorar
el grado de fibrosis hepatica. La utilidad de esta técnica en los pacientes con hepatopatia crénica
(especialmente infeccion por el VHC) cobra cada dia mayor relevancia, y de esta forma se va
incluyendo progresivamente en las distintas guias de practica clinica. En el caso de la HH, aun
no existe un nivel de evidencia suficiente que permita incorporar el fibroscan a los algoritmos de
decision diagnostico-terapéuticos. No obstante, la rapidez, inocuidad y disponibilidad de esta
prueba hacen que probablemente en un futuro pueda tener un papel relevante en la valoracion

de los pacientes con sobrecarga de hierro (Adhoute et al., 2008).

Algoritmo 1: Algoritmo de manejo de la sobrecarga de hierro. Adaptado de AASLD
guidelines 2011

Ferritina (F) y Saturacién de transferrina
(5T)

I [

ST =45% y F ST=45% yio F
normal elevada
- "
Se descarta i
HH Genotipo HFE
- —r—o—'
C282Y/HG3D,
C282YIC282Y otras
mutaciones J
1 .
F = 1000 pugil F > 1000 gl Excluir otras
y GOT/GPT | o GOTIGPT causas de
normales elevadas siderosis = E-HJ
BIOFSIA
FLEBOTOMIA HEPATICA
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8. PRUEBAS DE CRIBADO
8.1.  Screening poblacional

Aunque la HH es una patologia con elevada prevalencia, existen test genéticos sencillos
y accesibles, y un tratamiento efectivo que mejora la supervivencia de los pacientes, la baja
penetrancia de la mutacion C282Y vy las potenciales consecuencias del diagndstico en sujetos
que nunca llegaran a desarrollar sintomas, han supuesto una evidencia suficiente para no
recomendar el cribado poblacional de forma generalizada (Bacon et al., 1997; Burke et al., 1998;

Cassanelli et al., 2001; Bacon et al., 2011; EASL clinical practice guidelines 2010, Nadakkavukaran et al., 2012).

8.2. Screening en sujetos de alto riesgo

Una vez diagnosticado un paciente con HH, se deben realizar pruebas de cribado a
todos los familiares de primer grado con el fin de detectar nuevos casos en estadios precoces

(Bacon et al., 2011; EASL clinical practice guidelines 2010).

Los test de cribado recomendados en estas situaciones, son tanto la medicion de los
niveles de ferritina y saturacion de transferrina, como el analisis de mutaciones del gen HFE. Los
hermanos de un sujeto homocigoto C282Y tienen un 25% de probabilidades de serlo también,
mientras que los hijos del mismo paciente presentan un riesgo significativamente menor
(aproximadamente del 5%). En el caso de hijos menores de edad de un paciente afecto, el
estudio de las mutaciones C282Y y H63D en el otro progenitor podria ser recomendable, puesto
que si el resultado es normal, el hijo es obligatoriamente heterocigoto y no requeriria mas

investigaciones (Adams et al., 1998).

El consenso europeo de 2010 recomienda hacer extensivo o al menos considerar el
cribado no solo a los familiares en primer grado de pacientes hemocromatdsicos, sino también a

las siguientes poblaciones (EASL clinical practice guidelines 2010):

-Pacientes con hepatopatia cronica de origen desconocido que presenten niveles

elevados de ST.

-Pacientes diagnosticados de porfiria cutanea tarda, condrocalcinosis, carcinoma
hepatocelular o diabetes tipo I.
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9. TRATAMIENTO
9.1. Flebotomias

Las flebotomias son el pilar fundamental del tratamiento. El objetivo principal es
prevenir la aparicion de cirrosis y el desarrollo de complicaciones, lo que conlleva una mejoria de

la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes.

Con la generalizacion de los test genéticos, se ha objetivado que hasta el 50% de las
mujeres y el 20% de los hombres homocigotos C282Y, presentan niveles normales de ferritina a
lo largo de su evolucién y nunca llegan a requerir tratamiento (Yamashita et al., 2003; Adams et al.,
2005; Adams et al., 2009). Otros estudios muestran que los niveles de ferritina en el momento del
diagndstico, constituyen un factor predictivo de progresion de la enfermedad y pueden ser

utilizados para predecir las necesidades terapéuticas en cada caso (Gurrin et al., 2008).

Puesto que no todos los sujetos diagnosticados de HH requieren tratamiento, es
necesario establecer en base a pardmetros objetivos qué subgrupo de pacientes hay que tratar y

cual es el momento mas adecuado para empezar a hacerlo.

Segun las guias clinicas vigentes, los pacientes con una concentracion de ferritina
superior a 1000 pg/L, deben realizar sin duda alguna flebotomias periddicas para intentar
disminuir la concentracién sérica y parenquimatosa de hierro (Barton et al., 2008 b). En estos casos,
como se sefiald anteriormente, existe mayor riesgo de evolucion a cirrosis, e incluso, un riesgo
relativo de muerte relacionada con el exceso de hierro hasta cinco veces mayor que el resto de

los pacientes a pesar del tratamiento (Barton et al., 2012).

En los sujetos asintomaticos con elevaciones moderadas de ferritina (por debajo de 1000
ug/L) y valores normales de transaminasas, no existe un claro consenso a cerca de la necesidad
de establecer un régimen terapéutico con flebotomias. Las evidencias actuales muestran que el
riesgo de desarrollar lesiones organicas y/o sintomas en estos casos es muy bajo (Allen et al.,
2010), por lo que se plantea un seguimiento estrecho de los pacientes, y se recomienda realizar
donaciones voluntarias de sangre de forma periddica. En determinadas situaciones, se puede
considerar la realizacion de flebotomias “profilacticas” si son bien toleradas y aceptadas por el

paciente.
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Las flebotomias consisten en la extraccion de 400-500 ml de sangre durante un periodo
de tiempo no inferior a 15-30 minutos. Se recomienda una reposicion hidrica adecuada para

evitar la disminucion significativa del volumen circulante.

Las sangrias se suelen realizar semanalmente durante la llamada fase de “induccion”
o deplecién de hierro, hasta alcanzar unas cifras de ferritina < 50 ug/L. Posteriormente, se
contindia con la fase de mantenimiento, en la que se pretende evitar la formacion de nuevos
depdsitos. La periodicidad de las sangrias va disminuyendo de forma individualizada con el
objetivo de mantener unas cifras de ferritina en torno a 50-100 ug/L. Estos niveles suelen
logarse mediante flebotomias trimestrales o cada 6 meses, si bien hay pacientes que, por causas

que aun se desconocen, no vuelven a precisar la realizacion de sangrias.

Varios estudios han demostrado, mediante la realizacion de biopsia hepatica antes y
después del tratamiento, que es posible revertir la fibrosis a través de las flebotomias (Falize et al.,
2006; Powell et al., 2001). Incluso, manifestaciones cardiacas como la disnea, la ortopnea o las
arritmias, asi como la hiperpigmentacion cutanea o la sensacion de fatiga, mejoran después de

la deplecion de hierro.

La artropatia no suele mejorar significativamente debido a que el hierro persiste en el

cartilago y la membrana sinovial (Von Kepis et al., 2001) a pesar de un correcto tratamiento.

Cuando las flebotomias no son toleradas o estan contraindicadas (fundamentalmente
por la presencia de anemia) los farmacos quelantes de hierro o la eritrocitoaféresis son otras

opciones a considerar.

9.2. Quelantes del hierro

Deferoxamina: es un quelante de hierro parenteral que se administra en infusién
continua subcutanea a dosis de 40 mg/kg/dia durante 8-12 horas 5-7 noches por semana.
Existen evidencias de que el tratamiento con deferoxamina es igual de efectivo que la realizacion
de flebotomias semanales para eliminar el exceso de hierro depositado en el higado (Nielsen et al.,
2003). Sin embargo, la experiencia en pacientes con hemocromatosis primaria es limitada, de
forma que este tratamiento se reserva especificamente para trastornos que cursan con

sobrecarga férrica y eritropoyesis ineficaz (Barton et al., 2007; Bring et al., 2008).
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Defarasirox: al igual que en el caso anterior, existe amplia experiencia en la utilizacion de
deferasirox en patologias que cursan con deposito de hierro secundario a enfermedades
hematol6gicas, como los sindromes mielodisplasicos, las talasemias, la anemia aplésica, o la
anemia de células falciformes (Merphol et al., 2010; Vichinsky et al., 2011; Capellini et al., 2011; Merphol et al.,
2012). Con respecto a la HH, la experiencia es cada dia mayor, si bien, en la actualidad, su uso
se limita a los pacientes en los que las flebotomias son mal toleradas o estan contraindicadas.
Phatak y colaboradores publicaron un estudio en fase 2 con 49 pacientes homocigotos para la
mutacion C282Y, en el que analizaron la seguridad y eficacia de este farmaco de administracion
oral. Los resultados mostraron que probablemente una dosis de 10 mg/Kg/dia es la mas

apropiada para disminuir el exceso de hierro con una baja tasa de efectos secundarios (Phatak et
al., 2010).

Deferipona: es otro quelante de hierro de administracién oral, si bien su utilizacién en
pacientes con HH todavia no ha sido evaluada. Unicamente se ha descrito el caso de un
paciente con hemocromatosis juvenil e insuficiencia cardiaca grave que fue tratado con éxito

mediante la administracion simultdnea de Deferipona y Deferasirox (Fabio et al., 2007).

9.3. Eritrocitoaféresis

consiste en la extraccion de sangre a través de un dispositivo que separa y elimina
selectivamente los eritrocitos del resto de proteinas plasmaticas, factores de coagulacion, y
células sanguineas. Varios estudios indican que con esta técnica la deplecion de hierro es mas
rapida que con las flebotomias, y que aunque el coste individual de cada sesién es mayor, el
gasto total es similar al del tratamiento estandar (Kellner et al., 1992; Fernandez-Mosteirin et al., 2006;
Poullin et al., 2011; Rombout et al., 2012). A pesar de estas afirmaciones, la escasa experiencia y la

necesidad de un equipamiento y personal especializado limitan el uso de esta técnica en la HH.

9.4. Terapias futuras

En los ultimos afios, se han producido importantes avances en el campo de la bilogia
molecular, que permiten plantear nuevas posibilidades de tratamiento en los pacientes con

sobrecarga férrica.
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Las “minihepcidinas” son moléculas compuestas por cadenas cortas de aminoacidos,
que son capaces de mimetizar la accidn de la hepcidina. En modelos animales han demostrado
disminuir la concentracion de hierro sérico y parenquimatoso a nivel hepatico (Preza et al., 2011;
Ramos et al., 2012; Schmidt et al., 2014). Su utilizacion en humanos podria constituir en un futuro una
alternativa prometedora, tanto para el tratamiento como para la prevencion de los trastornos

asociados a sobrecarga férrica.
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10. MUTACION H63D

Aunque inicialmente fue considerada un polimorfismo sin significacion patolégica del gen
HFE, la mutacion H63D constituye en la actualidad una posible causa genética de sobrecarga
férrica. Esto ocurre fundamentalmente cuando se asocia en un mismo individuo a la mutacién
C282Y, si bien la contribucion de este genotipo (H63D/C282Y) a la HH es unicamente del 5%.

Actualmente, el significado clinico de esta mutacion cuando se presenta en ambos alelos
del gen HFE, es controvertido. Este hecho se debe a la publicacion de evidencias tanto a favor

como en contra de su asociacion con un riesgo de siderosis significativo.

10.1. Frecuencia alélica de la mutaciéon H63D y prevalencia de la homocigosis H63D

Varios trabajos han determinado la prevalencia de la mutacion H63D en diferentes
regiones de Espaiia, tanto en poblacion no seleccionada como en pacientes diagnosticados de
HH (Tabla 4).

-El area que presenta una frecuencia alélica mayor es el Pais Vasco donde se estima
que puede alcanzar el 29,31%. Este porcentaje se objetivd en un grupo de 116 controles
asintomaticos, mientras que en 33 pacientes diagnosticados de HH la prevalencia disminuyo
hasta el 12,8% (De Juan et al., 2001). Resultados muy similares se obtuvieron en el estudio
realizado por Baiget y colaboradores, quienes determinaron la frecuencia de esta mutacion en
una muestra de 51 controles sanos procedentes de la misma region. La frecuencia alélica en
este caso fue del 27,4% + 8,7. En este mismo trabajo, se analizaron también otros dos grupos:
58 sujetos de etnia gitana que mostraron una frecuencia del 8,6% + 5,1 y 108 donantes de
sangre procedentes de Catalufia en los que se objetivd una frecuencia del 15,7% =+ 4,9 (Baiget et

al., 1998).

-En segundo lugar, Muro y colaboradores llevaron a cabo un estudio con el objetivo de
estimar la prevalencia de las distintas mutacion asociadas a HH en la region de Murcia. Estos
autores analizaron un grupo de 370 donantes de sangre, y demostraron que el polimorfismo
H63D en esta poblacion era mas frecuente que en el resto de Europa (frecuencia alélica del
27,02%) (Muro et al., 2007).
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Sanchez y colaboradores también examinaron la frecuencia de las mutaciones C282Y y
H63D en un grupo de 31 pacientes diagnosticados de HH y 485 controles sanos. Obtuvieron que
el 87,1% de los pacientes eran homocigotos para la mutacion C282Y, y el 6,5% heterocigotos
compuestos (C282Y/H63D). En este caso, ningun sujeto del grupo de estudio resultd

homocigoto H63D, sin embargo, si lo fueron el 4,1% de los controles (Sanchez et al., 1998).

-En la misma linea, otro trabajo realizado en las Islas Baleares, mostr6 una prevalencia
del genotipo H63D/HE3D proxima al 3.3% en los pacientes diagnosticados de HH, mientras que
en el grupo control este porcentaje se redujo a la mitad (1,6%). La frecuencia alélica de esta
mutacion resulté del 21.3% + 2.5 en la muestra de pacientes y del 19.5% =+ 2.0 en el grupo
control. Los mayores porcentajes se obtuvieron en el subgrupo de descendientes de judios

Mallorquines (Guix et al., 2002).

-En Catalufia, se estimd una frecuencia alélica del 20% (IC 95% 0.19-0.22) en una
muestra de 1043 recién nacidos. De todos ellos, el 31% eran heterocigotos simples y el 4%
homocigotos (Altes et al., 2004). Los mismos resultados obtuvieron Sanchez y colaboradores en
donantes de sangre de la misma region (frecuencia alélica 20.8%, homocigotos H63D/H63D
4,6%) (Sanchez et al., 2003).

-Otro trabajo realizado en un grupo de recién nacidos, pero en esta ocasién en la
comunidad de Madrid, estimd una frecuencia alélica similar (21,05%) y un porcentaje de
homocigotos H63D del 4,2% (Ropero-Gradilla et al., 2010). Estos resultados concuerdan con los
publicados en la misma regién por Alvarez (frecuencia alélica 23%, homocigotos H63D/H63D
4%) (Aivarez et al., 2001) y Moreno (frecuencia alélica en sujetos sanos del 2,3%, en pacientes con

HH: 19,8%, y proporcidén de homocigotos H63D: 4,5%) (Moreno et al., 1999).

-Por ultimo, en Galicia, la prevalencia de esta mutacién en controles sanos también es

elevada (frecuencia alélica: 23%,[15.2-32.5] intervalo de confianza al 95%) (Soto et al., 2000).

Como podemos comprobar, existe gran cantidad de informacion acerca de la prevalencia
de la mutacién H63D en Espafia. Si tomamos como referencia el estudio publicado por
Merryweather-Clarke en el afio 2000, vemos que en casi todas las regiones la frecuencia alélica
de esta mutacion es superior a la del resto de Europa (12£15%). En 2010 la Asociacion Europea

para el estudio del Higado, llevé a cabo su propio metanalisis, sin objetivar grandes variaciones a
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este respecto (frecuencia alélica global de la mutacion H63D en Europa: 14,0%) (EASL Clinical

Practice Guidelines for HFE Hemocrhromatosis, 2010).

Tabla 4: Frecuencia de la mutacién H63D en diferentes regiones espafiolas

Autores Afo  Region Tamafo muestral Prevalencia  Frecuencia
H63D/H63D alélica
1.Sanchez et al 1998 31 pacientes 0% pacientes
485 controles 4,1% controles
2.Vega et al 2000 Galicia 50 controles 23+9,5
3. Guix et al 2002 Baleares 30 pacientes 3,3% pacientes  21.3+25
192 controles 1,6% controles 19.5+2.0
4. Altes et al 2004 Catalufia 1043 recién 4% 20+ 2.0
nacidos
5.Sanchez et al 2003 Cataluiia 5370 donantes de 4,62% 20,80
sangre
6.Baiget et al 1998 Pais 51 origen Vasco 27,4 +8,7
Vasco 58 etnia gitana 86+5,1
Catalufia 108 grupo catalan 157+ 4.9
7.Castiellaetal | 2010 Pais 40 pacientes 7,5% pacientes
Vasco 116 controles 7,76%
controles
8.De Juan et al 2001 Pais 33 pacientes 0% 12,85
Vasco 116 controles 7,76% 29,31
8. Muro et al 2007 Murcia 370 donantes de _ 27,02
sangre
9.Ropero- 2005 Madrid 551 recién 4,5% 21,05
Gradilla et al nacidos
10.Alvarez etal | 2001 Madrid 125 donantes de 4% 23
sangre
11.Morenoetal |1999 Madrid 22 pacientes 4,5% pacientes 19,8
controles 2,3
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10.2. Expresion fenotipica de la mutacién H63D

La evidencia cientifica publicada hasta la fecha con respecto a las implicaciones clinicas

de la mutacion H63D no permite establecer conclusiones definitivas.

Investigaciones en modelos murinos han demostrado que diversas alteraciones
genéticas que afectan al gen H67D (analogo al H63D en humanos) provocan sobrecarga de
hierro hepatica en ratones (Tomatsu et al., 2003), si bien el grado de afectacion es menor que en el

caso de la mutacion C282Y.

Por otra parte, Remacha y colaboradores publicaron un estudio prospectivo en un grupo
de 54 homocigotos H63D. Observaron que el 85% de los pacientes presentaba datos
bioquimicos de sobrecarga de hierro. Estos autores analizaron ademas la presencia de otros
factores relacionados con hiperferritinemia secundaria, y vieron que estos estaban presentes en
el 65% de los sujetos. Por tanto, su trabajo concluye que el genotipo H63D/H63D puede
condicionar la aparicion de un depdsito patoldgico de hierro, aunque posiblemente en la mayoria
de los casos, es necesario que concurran circunstancias adicionales para el desarrollo de

manifestaciones clinicas o lesiones organicas significativas (Remacha et al., 2006).

Aguilar-Martinez y colaboradores, también con el objetivo de analizar la expresion clinica
de la homocigosis H63D, llevaron a cabo un analisis de las caracteristicas de un grupo de 56
sujetos portadores de este genotipo. Los pacientes habian sido remitidos a su unidad por
presentar una historia personal o familiar de sobrecarga de hierro. En 50 de los 56 casos, se
confirmé mediante la estimacion de parametros bioquimicos dicha sobrecarga. El 32%,
presentaban ademas de la mutacion objeto de estudio, otra causa adquirida de sobrecarga
férrica (sindrome dismetabdlico, consumo excesivo de alcohol, hepatopatia por VHB, VHC o
porfiria cutanea tarda). Con respecto al 68% restante, 12 pacientes fueron diagnosticados de HH,
mientras que los otros 22 presentaban sobrecarga de hierro con expresion fenotipica variable y
no relacionada con ninguna otra patologia definida. La proporcion de varones y la edad media
resultd significativamente menor en el grupo sin alteraciones. Por todo ello, los autores
concluyen que la presencia del genotipo H63D/H63D puede condicionar un espectro clinico
variable, que incluye desde sujetos completamente asintomaticos a la presencia de signos y

sintomas compatibles con HH (Aguilar-Martinez et al., 2001).
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Esta variabilidad en la penetrancia de la mutacion, y los diferentes resultados publicados
hasta la fecha hacen necesaria la realizacion de nuevos estudios que determinen con mayor
precision las implicaciones de la mutacion H63D cuando se presenta en ambos alelos del gen
HFE.
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11. RESUMEN

El hierro es un elemento esencial en el metabolismo humano, sin embargo, en
concentraciones excesivas, puede depositarse en los tejidos y ocasionar lesiones

potencialmente graves que condicionen la supervivencia de los pacientes y su calidad de vida.

La regulacion de su concentracion a nivel sérico y parenquimatoso depende de un
complejo entramado de relaciones mediante las que se intenta alcanzar un equilibrio entre los
requerimientos y su absorcion a nivel intestinal. Todo ello teniendo en cuenta que no existe

ningun mecanismo fisioldgico para eliminar el exceso de hierro si este llega a producirse.

En los dltimos afos se han descubierto nuevas proteinas que participan en este proceso
de regulacién, cuya alteracién puede condicionar la aparicién de una sobrecarga férrica. De entre

todas ellas, la hepcidina, cobra cada dia mayor relevancia.

Existen por tanto diversas situaciones, tanto hereditarias como adquiridas, que conducen
a la absorcion excesiva y depésito patoldogico de hierro en el organismo. De entre todas ellas, la

hemocromatosis hereditaria es sin duda la mas relevante.

Las vigentes guias de consenso establecen claros algoritmos diagndsticos y terapéuticos
para el manejo de los pacientes con HH, si bien todavia existen ciertas situaciones que se
presentan en la practica clinica habitual, cuyas implicaciones se conocen parcialmente y sobre
las que no se han establecido protocolos de actuacion especificos. Una de ellas, es la presencia
de la mutacion H63D en ambos alelos del gen HFE. Segun las evidencias actuales, se considera
que este polimorfismo, no es causa suficiente de sobrecarga férrica en ausencia de otros
factores predisponentes. Sin embargo, existen datos que lo relacionan con valores elevados de
ferritina, saturacién de la transferrina y depdsito parenquimatoso de hierro. Por otra parte, la
prevalencia de esta mutacion en Espafia es una de las mas elevadas de Europa, lo que hace si
cabe mas necesario analizar su papel en nuestro entorno. Mediante el estudio pormenorizado de
las caracteristicas de estos individuos, sera posible desarrollar estrategias de actuacion eficaces
que permitan detectar precozmente los casos con mayor riesgo de desarrollar lesiones organicas

significativas.
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V. Justificacion e hipétesis

La hemocromatosis hereditaria es la principal causa genética de sobrecarga férrica. La
mayoria de los pacientes son homocigotos C282Y, mientras que solo un 5,3% son heterocigotos
compuestos (C282Y/H63D). Este hecho, no obstante, podria indicar que la mutacion H63D
contribuye de forma independiente al deposito de hierro, y en consecuencia, los homocigotos
H63D presentarian mayor riesgo que la poblacion general de desarrollar una sobrecarga férrica

significativa.

La heterogeneidad metodoldgica de los estudios con pacientes homocigotos H63D limita
la generalizacion de los resultados, de forma que, actualmente, encontramos evidencias tanto a

favor como en contra de su asociacion con el riesgo de siderosis.

Dada la importancia de un diagndstico precoz para prevenir la aparicién de lesiones
secundarias al depésito de hierro, seria conveniente establecer con mayor precision las

implicaciones de este polimorfismo.

Nuestra hipétesis establece que los homocigotos H63D presentan mayor riesgo de
desarrollar sobrecarga férrica significativa en comparacién con los individuos no portadores de

esta mutacion.
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VI. Objetivos

Objetivo general:
Estudiar el efecto del polimorfismo H63D/H63D sobre el metabolismo del hierro.

Se pretende analizar en qué medida esta alteracion genética predispone al desarrollo de

una enfermedad hepatica significativa secundaria al depdsito de hierro.

Objetivos especificos:

-Analizar las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los individuos

homocigotos H63D.

-Determinar qué proporcion de sujetos presenta un exceso patoldgico de hierro, tanto a

nivel sérico como parenquimatoso.

-Investigar la presencia de otros factores que pudieran contribuir a la sobrecarga férrica

en estos pacientes.

-Estudiar las implicaciones clinicas y relacionadas con la funcion hepatica secundarias al

deposito de hierro.

- Analizar las diferencias en la prevalencia de sobrecarga férrica entre los homocigotos
H63D, los homocigotos C282Y y un grupo de sujetos no portadores de ninguna de estas 2

mutaciones.

-Valorar la influencia de otros factores asociados a hiperferritinemia en los resultados de

los tres grupos.
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VII. Material y Métodos

1-Diseiio del estudio

2-Variables
-Datos de filiacidn
-Antecedentes personales
-Historia clinica
-Parédmetros analiticos
-Estudio genético
-Cuantificacion de la concentracion de hierro hepatico
-Pruebas de imagen

-Otros

3-Poblacion de estudio
-Criterios de inclusion

-Criterios de exclusion

4-Andlisis estadistico
-Descripcion de las variables
-Determinacion de la normalidad de las distribuciones
-Contraste de hipotesis

-Calculo del tamafo muestral

5-Consideraciones éticas
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1- DISENO DEL ESTUDIO

Se llevd a cabo un estudio observacional analitico transversal.

Inicialmente se analizaron las caracteristicas del grupo de individuos homocigotos H63D,
estimando la prevalencia de sobrecarga férrica bioquimica y parenquiematosa, asi como la
sintomatologia clinica asociada. Ademas, se evaluo la presencia de otros factores asociados a

hiperferritinemia secundaria por su posible implicacion en los resultados.

Posteriormente se valoro la existencia de diferencias significativas entre los resultados

obtenidos en los pacientes homocigotos H63D y los grupos de comparacion.

2- VARIABLES

2.1- Datos de filiacion

Numero de identificacion

- Numero de historia clinica
- Sexo
- Fecha de nacimiento
- Fecha de la primera visita
- Edad en la primera visita
- Grupo de procedencia:
- Antecedentes familiares de hemocromatosis hereditaria

- Antecedentes personales de sobrecarga de hierro
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2.2-Antecedentes personales

- Factores de riesgo cardiovascular:

- Hipertension arterial: si/no

- Alteracion del metabolismo de los hidratos de carbono:

- Diabetes Mellitus: tipo I/tipo 1l/no

- Intolerancia a la glucosa

- Glucemia alterada en ayunas

- Dislipemia: Hipercolesterolemia/hipertrigliceridemia/mixta/no

- indice de masa corporal (peso/altura2)

- Antecedentes personales relacionados con enfermedad hepatica:

- Contactos de riesgo percutaneos: si/no (Tatuajes, piercings, transfusiones,
acupuntura, adiccién a drogas por via parenteral, intervenciones quirirgicas)

- Farmacos hepatotdxicos: si/no; tipo de farmaco si procede

- Ingesta de alcohol (gr/dia): <60 / 60-80 / 80-120 / >120 gr

- Enfermedad del higado graso no alcohdlico:

- Esteatosis hepatica simple/esteatohepatitis no alcohélica/no

- Virus de la hepatitis C: si/no

- Virus de la hepatitis B: Portador cronico inactivo/hepatitis cronica
activa/hepatitis B curada/no

- Porfiria cutanea tarda: si/no

- Otras hepatopatias cronicas (hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, colangitis
esclerosante primaria, enfermedad de Wilson, déficit de alfa-1- antitripsina,

hepatopatia alcohdlica).
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- Otros antecedentes:

Alteraciones cardiacas: Miocardiopatia/arritmias/insuficiencia cardiaca/otras/no
Alteraciones endocrinas: tiroideas/hipogonadismo/otras/no
Alteraciones reumatologicas: condrocalcinosis/artropatia/otras/no

Otros antecedentes significativos

- 2.3-Historia clinica (anamnesis y exploracion fisica)

- Manifestaciones clinicas. Se valord especificamente la presencia de los siguientes
signos y sintomas:

e Ascitis e Astenia

e FEdemas e Artralgias

o Diatesis hemorragica e Impotencia

e |ctericia e Disminucion de la libido

e Coluria e Trastornos menstruales

e Prurito e Hipotrofia-atrofia testicular
e Hepatomegalia e Hipertricosis

e Eritrosis palmar e Ampollas

e Hiperpigmentacion cutanea e Cicatrices

e Heridas secundarias a

microtraumatismos
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2.4-Estudios analiticos

-Hemograma
e Hematies (/mm3) e Neutrdfilos (/mm3)
e Hemoglobina (g/dl) e Linfocitos (/mm3)
e Hematocrito (%) e Monocitos (/mm3)
e Volumen corpuscular medio (fl) ePlaquetas (/mm3)

Leucocitos totales (/mm3)

-Parametros relacionados con el hierro:

Concentracion de hierro plasmatico (ug/ml)
Ferritina (ng/dl)
indice de saturacion de la transferrina (IST) (%)

Transferrina (mg/dl)

-Parédmetros relacionados con la funcion y el perfil hepatico:

Estudio de coagulacion:

Actividad de protrombina (%), INR y fibrinégeno (mg/dl)
Bilirrubina total (mg/dl)

Aspartato aminotransferasa (AST) (Ul/l)

Alanina aminotrasferasa (ALT) (Ul/l)

Fosfatasa alcalina (FA) (Ul/)
Gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT) (Ul/)

Albumina (g/dl)
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-Serologias virales:

Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) (Ul/ml)

ADN del virus de la hepatitis B (Ul/ml)

Ac frente al virus de la hepatitis C (Ul/ml)

ARN del virus de la hepatitis C (Ul/ml)

-Otros anticuerpos:
e Anticuerpos anti-mitocondriales (Ul/ml)
e Anticuerpos anti-nucleares (Ul/ml)
e Anticuerpos anti-musculo liso (Ul/ml)

e Anticuerpos anti-microsomales de higado y rifidén (anti-LKM) (Ul/ml)

-Determinaciones hormonales:
e TSH (Ul/ml)
e T4libre (Ul/ml)
e Hormona foliculo estimulante (FSH) (mUl/ml)
e Hormona luteinizante (UI/)
e 17-Beta-estradiol (pg/ml)

e Testosterona (ng/dl)
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-Otras determinaciones:

Creatinina (mg/dL)

Urea (mg/dL)

Colesterol total (mg/dL)
HDL colesterol (mg/dL)
LDL colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Proteinograma (g/dL)
Proteina C reactiva (mg/L)
Inmunoglobulinas (mg/dL)
Alfa-1-antitripsina (mg/dL)

Alfa-fetoproteina (Ul/mL)

Profirinas (totales, uroporfirinas, coproporfirinas) (119/24 horas)

Ceruloplasmina (mg/dl)

Cobre sérico (pg/dl)

2.5-Estudio genético

-Resultado de la determinacion de las mutaciones H63D y C282Y en muestras de

sangre periférica. El andlisis se realizé en el Laboratorio de Genética del Hospital Ramén y Cajal

mediante técnicas de Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real.

2.6-Cuantificacion de la concentracion hepatica de hierro

Se llevo a cabo mediante resonancia nuclear magnética o biopsia hepatica en aquellos

casos en los que segun el criterio facultativo se considerd necesaria para determinar el grado de

fibrosis o cirrosis, o para descartar otras patologias.
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Biopsia hepatica:

Se realizd por via percutanea y con anestesia local, localizando previamente el punto de
puncion mediante ecografia. En el estudio anatomopatoldgico se utilizaron tanto tinciones
estandar (Hematoxilina-eosina), como especificas para la detecciéon de hierro parenquimatoso

(Tinci6n de Perls).
Resonancia magnética:

Se utilizd el protocolo de la Universidad de Rennes para la cuantificacion de la
concentracion de hierro mediante resonancia. El célculo se basa el ratio higado/musculo
obtenido en dos secuencias de eco gradiente: la secuencia de densidad protomica (DP) y la

secuencia T2.

Segun las estimaciones obtenidas con este protocolo, se establecié como clinicamente
relevante una concentracién de hierro mayor de 60 micromol/gr, y se consideré normal todos

resultado inferior a 36 micromol/gr.

2.7-Pruebas de imagen

-Ecografia abdominal: Se valord especificamente la presencia de:
e Signos de hepatopatia cronica
e Signos de hipertension portal
e Esteatosis hepatica
e Lesiones ocupantes de espacio
-Radiografia simple anteroposterior de manos y rodillas

-Tomografia computerizada abdominal (TC): se solicité Unicamente en determinados
pacientes en los que fue necesario confirmar o caracterizar con mayor precision hallazgos

obtenidos previamente.
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2.8-Otros

-Electrocardiograma estandar de 12 derivaciones

Todas las variables se recogieron a través de las historias clinicas y de la base

informatica de datos analiticos (Openlab) del Hospital Ramon y Cajal.
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3- POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 445 pacientes valorados en la consulta de “Patologia hepatica asociada al
depdsito de metales y trastornos metabolicos” del Hospital Ramon y Cajal desde 1994 hasta
Diciembre de 2012.

Se establecieron los siguientes grupos:
-Homocigotos H63D: 192 pacientes
-Homocigotos C282Y: 109 pacientes

-Estudio negativo para ambas mutaciones: 144 pacientes

Criterios de inclusion:

Se invitd a participar en el estudio a todos los pacientes valorados en la consulta que

cumplian los siguientes requisitos:

-Antecedentes familiares de hemocromatosis hereditaria 0 personales de sobrecarga

férrica.

-Ser portador homocigoto de las mutaciones H63D o C282Y. En el caso del grupo

control, presentar un estudio genético negativo para ambas mutaciones.

-Firmar libre y voluntariamente, por el paciente o su tutor legal, el consentimiento

informado que autoriza a la recogida y analisis de los datos.

-Ser mayor de 16 afios.

Criterios de exclusion:

-No firmar el consentimiento para participar en el estudio o tener una edad inferior a 16

afos al comienzo del mismo.

-Presentar polimorfismos heterocigotos simples para las mutaciones C282Y y H63D.
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4- ANALISIS ESTADISTICO

Para el anélisis estadistico y la representacion gréfica de los resultados se utilizo el
programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences) (Chicago, IL) version 20.0 para

Macintosh.

Descripcion de las variables:

Las variables cuantitativas de distribucion simétrica se representaron con la media y la
desviacion estandar. En el caso de que la distribucion fuera asimétrica, se utilizé la mediana y el

rango o recorrido.

Las variables cualitativas se representaron mediante porcentajes y el intervalo de

confianza.

Determinacion de la normalidad de las distribuciones:

La normalidad de las variables cuantitativas del estudio se verificd mediante los test de
Kolmogorov-Smirnov y Saphiro-Wilk, asi como con la construccion de histogramas y curvas de

normalidad.

Contraste de hipdtesis:

Se evalud la asociacion entre variables cualitativas mediante el test de x2 (Chi
cuadrado) o con la prueba exacta de Fisher, en el caso de que mas de un 20% de los valores

esperados fueran menores de 5.

Se analizd el comportamiento de la variables cuantitativas por cada una de las variables
independientes categorizadas mediante el test de la T de Student (variables cualitativas
dicotémicas) o el anélisis de la variancia (ANOVA) (variables con mas de dos categorias).

En todos los contrastes de hipdtesis se rechazo la hipotesis nula con un error de tipo |
menor de 0.05 (p < 0,05).

Calculo del tamafio muestral:

No existe un célculo explicito del tamafio muestral dado que se incluyd al maximo
numero de pacientes posible. No obstante, se analiz6 posteriormente la potencia estadistica del

estudio con el tamafio muestral alcanzado.
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5- CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se llevdo a cabo de acuerdo con las recomendaciones establecidas para
estudios cientificos de investigacion en seres humanos, basadas en las Normas de Buena
Practica Clinica internacionales que garantizan los principios de la Declaracidén de Helsinki, asi
como en la actual Legislacion Espafiola en materia de proyectos de investigacion (ley 14/2007

que regula la investigacion biomédica).

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito para la realizacion del estudio
genético en todos los participantes (Anexo 1) tras una clara explicacion del proceso, los riesgos,
beneficios y alternativas, asi como de los derechos referentes a la libertad de decision y

privacidad.

El proyecto fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital
Ramdn y Cajal de Madrid con fecha 20 de Marzo de 2012 (n/ref: 293/11) (Anexo II).

Confidencialidad de datos

La informacién difundida y obtenida por la puesta en marcha del presente estudio se

considera confidencial y ha sido tratada en todo momento como tall.

Tanto los investigadores responsables del estudio como el CEIC, tuvieron acceso a la

informacion registrada a lo largo del proceso.

El tratamiento de los datos se realizd de forma anonima asignando a cada paciente una
clave para evitar su identificacion. El proceso se llevé a cabo de acuerdo con las medidas de
seguridad establecidas en el cumplimiento de la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos
de caréacter personal, y, si los datos fueron transmitidos a terceros, el proceso cumplié con lo

establecido en la mencionada Normativa y el R.D. 994/99.

Sélo aquellos datos de la historia clinica relacionados con el estudio fueron objeto de
comprobacion. La informacién recogida fue también identificada mediante un cédigo y solo el
investigador principal, colaboradores, el director y codirector de la tesis pudieron relacionar los

datos con los pacientes y su historia clinica.

En caso de publicacién de los resultados, no se revelara, bajo ninguna circunstancia, la

identidad de los participantes.
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GRUPO HOMOCIGOTOS H63D

1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y CARACTERISTICAS BASALES

1.1.- Nimero total de pacientes

Se incluyeron 192 pacientes homocigotos H63D.

1.2.- Sexo

El porcentaje de hombres fue significativamente superior al de mujeres (144 hombres vs
48 mujeres; p < 0.000)

EMujer
B Hombre
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1.3.-Grupo de procedencia

La mayoria de los pacientes fueron remitidos para estudio por presentar datos clinicos o
analiticos de sobrecarga férrica (138 pacientes, 71,9%), y en menor medida, por antecedentes

familiares de hemocromatosis hereditaria (54 pacientes, 28,1%).

1.4.-Edad media

La edad media de los pacientes en su primera visita fue 44, 95 + 16,41 afios (rango: 16-
82)

—— Normal

257
20

15

A4 W

5’ I

0 20 40 60 80 100
Edad (1* visita)

Se objetivaron diferencias significativas entre la edad media de los pacientes derivados
por antecedentes personales de sobrecarga férrica y aquellos con antecedentes familiares de

hemocromatosis.

N Media Desviacién estandar
A. personales 138 48,51 15,34 p=0,000
A. familiares 54 35,87 15,66
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1.5.-Factores de riesgo cardiovascular

Se estimo la prevalencia de los principales factores de riesgo cardiovascular (obesidad,
hipertension arterial, diabetes mellitus y dislipemia). Posteriormente se calculd el porcentaje de
pacientes que cumplian criterios diagndsticos de sindrome metabdlico, segun el consenso

establecido por la Federacion internacional de Diabetes en 2006.

1.5.1 -indice de masa corporal (IMC)

Se calculé el indice de masa corporal mediante la formula:
peso (kg) / (talla) (m)

-Altura media: 168,24 + 20,50 cm.

N Media Desviacion estandar
A. personales 116 171,16 7,91 p=0,04
A. familiares 46 160,87 35,59

-Peso medio: 76,93 + 16,81 Kg

N Media Desviacion estandar
A. personales 119 79,72 14,55 p=0,001
A. familiares 47 69,87 19,99
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-IMC: 26,75 Kg/m? (sobrepeso).
Ningun paciente presenté obesidad de grado Il (IMC >40) ni bajo peso (IMC< 18,5).

Peso

N Minimo  Maximo Media Desviacion estandar
IMC (kg/m?) 159 18,69 39,85 26,75 4,10
Talla (m) 162 150 192 168,24 20,50
Peso (Kg) 166 45 132 76,93 16,81
Frecuencia Porcentaje
Peso normal (IMC =18,5-24,9) 58 36,5%
Sobrepeso (IMC =25-29,9) 72 45,3%
Obesidad clase I (IMC = 30-34,9) 22 13,8%
Obesidad clase Il (IMC =35-39,9) 7 4,4%
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Se objetivaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el IMC medio entre
los distintos grupos de derivacién, si bien la relevancia clinica de este resultado es limitada ya

que ambos grupos presentaron un IMC compatible con sobrepeso.

N Media Desviacion estandar
A. personales 115 27,18 4,22 p=0,031
A. familiares 44 25,61 3,57

1.5.2- Hipertensidn arterial

El 17,7% (34 pacientes) de los sujetos eran hipertensos.

1.5.3- Dislipemia

-El 37,2% de los pacientes presentaba alteraciones del metabolismo lipidico.

Frecuencia Porcentaje
Hipercolesterolemia 39 20,7%
Hipertrigligeridemia 22 11,7%
Mixta 9 4,8%
Sin alteraciones 118 61,8%
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1.5.4-Diabetes Mellitus

La clasificacion de las alteraciones del metabolismo de los hidratos de carbono se

establecio en base a los siguientes criterios:

-Diagnostico previo de Diabetes Mellitus (DM) tipo | o |l
-Cumplir los criterios establecidos para el diagndstico de DM:

Glucemia > 200 mg/dL y presencia de clinica cardinal

Glucemia > 126 mg/dL en ayunas

Glucemia > 200 mg/dL a las 2 horas en un test de sobrecarga oral de glucosa.
(Todo ello en ausencia de una descompensacion metabdlica aguda)

-Intolerancia a los hidratos de carbono: Glucemia 140-200 mg/dL a las 2 horas en un test

de sobrecarga oral de glucosa

-Glucemia alterada en ayunas: Glucemia entre 100-126 mg/dL medida en ayunas

La mayoria de los pacientes no cumplian ninguno de estos criterios (71,4%). No se

detectaron casos de Diabetes Mellitus tipo I.

Frecuencia Porcentaje
Intolerancia hidrocarbonada 2 1,1%
Glucemia alterada en ayunas 23 12,4%
Sin alteraciones 137 73,7%
DM Tipo Il 24 13,0%
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1.5.5- Sindrome metabolico

Se definié el sindrome metabdlico segun los criterios establecidos por la Federacion

Internacional de la Diabetes en 2006:

Obesidad central* mas al menos 2 de los siguientes criterios:

1-Triglicéridos = 150 mg/dl o recibir tratamiento especifico por diagndstico previo de
hipertrigliceridemia.

2-HDL-colesterol

<40 mg/dl en varones

< 50 mg/dl en mujeres

o recibir tratamiento especifico por diagnéstico previo de hipercolesterolemia.

3-Hipertension arterial:

Tension sistdlica = 130 mmHg o diastdlica = 85 mmHg
o recibir tratamiento por HTA diagnosticada previamente
4-Glucemia alterada en ayunas >100 mg/dl **

o diagnéstico previo de diabetes tipo |l

*Si el indice de masa corporal es > 30 kg/m?2 se puede asumir obesidad central y no es

necesario medir la circunferencia abdominal.
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Frecuencia Porcentaje
Si 18 11,7%
Sd. metabdlico
No 136 88,3%

El porcentaje de pacientes con sindrome metabdlico fue significativamente superior en

los pacientes derivados por antecedentes personales de sobrecarga férrica.

Frecuencia Porcentaje
A. personales 17 15,7% p=0,014
A. familiares 1 2,2%

1.6. Factores relacionados con hiperferritinemia secundaria

1.6.1. Consumo de alcohol

Dada la relacion entre el consumo excesivo de alcohol y el aumento de los valores de

ferritina, se clasificd a cada uno de los pacientes en 5 categorias en funcidn de la ingesta endlica

diaria.

El 88,7% (150 pacientes), eran abstemios o consumian menos de 60 gr de alcohol al

dia.
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Alcohol

W< 60gr
W> 120 gr
W60-80 gr
[180-120 gr
[JEx bebedor

Al agrupar a los pacientes en funcién de un consumo mayor o menor de 60 gr/dia, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados del grupo de

hombres y el de mujeres.

Mujer Varén
<60gr 48 123
Consumo Alcohol p=0,002
> 60 gr 0 21

1.6.2. Esteatosis hepatica

En funcion del resultado de las pruebas de imagen (fundamentalmente de la ecografia
abdominal) y/o la biopsia en el caso de que se realizara, se valoré el grado de infiltracién grasa
hepatica.

El 25% de los pacientes presentaban esteatosis leve (grado I). Se diagnostico un caso

histolégicamente compatible con esteatohepatitis no alcohdlica.
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Ne Porcentaje
EHNA* 1 0,5%
Esteatosis grado | 46 24,0%
Esteatosis grado |1 25 13,0%
Esteatosis grado 111 7 3,6%
Sin esteatosis 11 57,8%

*EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica

[ IEHNA
BCrado |
CGrado 11
M Crado Il
BnNo

1.6.3. Hepatopatias crénicas: Virus de la hepatitis B y C, porfiria cutanea tarda y otras

a) Hepatitis cronica B:

En ninguno de los casos analizados el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
resultd positivo ni el ADN detectable. En 17 pacientes se objetivaron anticuerpos frente al

antigeno del core (hepatitis B pasada), y en 27, anticuerpos frente al antigeno de superficie.

b) Hepatitis crénica C:

Nueve pacientes (4,6%) fueron diagnosticados de infeccion cronica por el virus C. El

genotipo mas frecuente fue el 1b (7 casos) seguido del genotipo 4 (2 pacientes).
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c) Porfiria hepatocuténea:

Se detectaron 6 casos de porfiria hepatocutanea en el grupo de homocigotos del H63D.

Tres pacientes, ademas presentaban infeccion cronica por el virus de la hepatitis C.

d) Otras hepatopatias cronicas:

Se identifico un caso de déficit de alfa-1- antritripsina y 5 de hepatopatia crénica
alcoholica. En este ultimo grupo, se objetivaron datos de hipertension portal en 4 pacientes, 2 de

los cuales fallecieron posteriormente durante el seguimiento.

H63D
Hepatitis VHB 0 (0%)
Hepatitis VHC 9 (4,6%)
Porfiria hepatocutanea 6 (3,1%)
Déficit de alfa-1-antitripsina 1 (0,5%)
Hepatopatia alcohodlica 5 (2,6%)

2.- SIGNOS Y SINTOMAS CLINICOS

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron interrogados especificamente por la
presencia de signos y sintomas relacionados con enfermedades hepéticas cronicas. Los datos

reflejados se refieren a la informacidn obtenida durante la primera visita clinica.

Los sintomas mas frecuentemente referidos fueron artralgias (35,4%), astenia (25,0%),
diatesis hemorragica en forma de epistaxis o0 gingivorragia (22,4%), disminucién de la libido
(19,1%) e impotencia (16,9%).

Solo 2 pacientes presentaron hiperpigmentacion cutanea significativa, ambos con
valores de ferritina superiores a 500 ng/dL y saturacién de ferritina de 65,3% y 99,7%
respectivamente. En ambos casos, la edad superaba los 65 afios la primera vez que acudieron a
la consulta (67 y 70).

A pesar de que hasta un 22,4% de los pacientes referia epistaxis o gingivorragia, en
ninguno de estos casos se objetivd trombopenia, y solo en 2, la actividad de protrombina era
menor del 70%.
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Un paciente referia ictericia y presentaba una bilirrubina de 2,8 mg/dL.

El prurito se localizaba de forma preferente en tronco y extremidades.

La hepatomegalia, en 10 casos media 2-3 cm, en cuatro, 5 cm y en un paciente 8 cm.

Solo 2 pacientes con eritrosis palmar a la exploracion referian un consumo de alcohol

mayor de 60 gr/dia.

Las artralgias se localizaban en su mayoria en pequefias y medianas articulaciones

(manos, tobillos, mufiecas y rodillas).

El paciente que presentaba heridas por microtraumatismo, fue diagnosticado de porfiria

hepatocutanea y hepatitis C.

H63D

Ascitis --
Edemas 1 (0,5%)
Diatesis hemorragica 43 (22,6%)
Ictericia 1 (0,5%)
Coluria 5 (2,6%)
Prurito 31 (16,4%)
Hepatomegalia 15 (7,9%)
Eritrosis palmar 8 (4,2%)
Hiperpigmentacion cutanea 2 (1,1%)
Heridas por microtrumatismos 1 (0,6%)
Astenia 52 (27,5%)
Artralgias 68 (35,8%)
Impotencia (varones) 24 (16,9%)
Disminucién de la libido 31 (19,1%)
Hipertricosis 2 (1,1%)
Ampollas 1 (0,5%)
Cicatrices 1 (0,5%)
Dolor abdominal 15 (7,9%)
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3.- RESULTADOS ANALITICOS

A continuacidn se presentan los valores analiticos promedio del grupo de homocigotos

H63D.

La ferritina media fue 372,06 ng/mL y el indice de saturacion calculado mediante la

formula: IST= (hierro sérico x100) / (transferrina x 1.27) resultd del 42,47%. El hierro sérico

estimado fue de 116,90 ug/mly la hemoglobina media 15,17 g/dL.

No se objetivo plaquetopenia ni alteraciones de la coagulacién de forma global.

Los valores medios de bilirrubina, transaminasas, GGT y fosfatasa alcalina fueron

normales. Lo mismo sucedi6 con los niveles de creatinina, urea y proteina C reactiva.

Hematies (/mm3)
Hematocrito (%)

Hemaoglobina (g/dl)
VCM (fl)

Leucocitos (/mm3)

Neutrdfilos (/mm3)
Linfocitos (/mm3)

Monocitos (/mm3)

Plaquetas (/mm3)

N

190 4890000 6560000 4821210,53

192

192

192
192

190

190

190

190

HEMOGRAMA

Minimo

34,90

11,7

60,6
3200

1300

500

247

29000

Méaximo

52,40

18,6

110,5

13700

59200

18900

1200

438000

Media

43,81

15,17

91,21

6681,41

4044,97

2226,06

521,93

228305,26

Desv. Estandar

463756,35
3,54
1,29
5,40

1731,96

4228,88

1394,62

159,67

61119,03
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PARAMETROS RELACIONADOS CON EL HIERRO

N  Minimo Maximo Media Desv. Estandar

Hierro sérico (ug/ml) 190 25 239 116,90 41,26
Ferritina (ng/mL) 192 5,80 3408,00 372,06 385,74
Transferrina (mg/dl) 190 80,00 372,00 224,71 38,87
IST (%) 189 12,78 132,09 42,47 19,10

PARAMETROS RELACIONADOS CON LA FUNCION Y EL PERFIL HEPATICO

N  Minimo Maéaximo Media Desv. Estandar

Activ. Protrombina (%) 188 26 121 95,41 10,30
Fibrindgeno (mg/dl) 188 174,1 740,0 302,26 78,70
Bilirrubina (mg/dl) 192 0,2 2,8 0,81 0,46

GOT(UI/N) 192 11 152 26,39 18,31
GPT(UIN) 192 6 285 37,91 35,20
GGT(UI/N) 192 5 347,00 45,30 53,09
Fosfatasa alcalina(Ul/1) 192 7 768 91,72 77,37
Albtmina (g/dI) 180 3,02 5,26 4,41 0,33

DETERMINACIONES HORMONALES

N  Minimo Maéaximo Media Desv. Estandar

TSH (Ul/ml) 139 0,17 5,16 1,84 0,67

T4 libre (Ul/ml) 11 0,69 1,35 1,08 0,21

T3 libre (Ul/ml) 77 2,77 4,09 3,20 0,49
FSH (Ul/ml) 149 0,69 96,50 11,70 18,51

Hormona luteinizante 148 0,11 39,46 6,54 8,11
17-beta-Estradiol (pg/ml) | 140 5,47 612,00 39,87 66,59
Testosterona (ng/dl) 148 14,20  1439,20 371,93 279,92
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OTRAS DETERMINACIONES

Creatinina (mg/dl)

Urea (mg/dl)
Colesterol (mg/dl)
HDL-Colesterol (mg/dl)
LDL-Colesterol (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
Proteinas totales (g/dl)
-Alfal
-Alfa 2
-Beta
-Gamma
Ig G (mg/dl)

Ig A (mg/dl)

Ig M (mg/dl)
Alfa-1-antitripsina (mg/dl)
Alfa fetoproteina (Ul/ml)
Porfirinas totales (ng/24 h)
Uroporfirinas (ug/24 h)
Coproporfirinas (ug/24 h)
Ceruloplasmina (mg/dl)
Cobre sérico (ug/dl)
Proteina C reactiva (mg/l)
Glucosa (mg/dl)

Hb glicosilada (%)

N
190
188
190
126
128
190
190
180
180
180
180
184
184
184

25
166
179
178
173
169
161
160
190

160

Minimo
0,6
12
95
21,00
41
30
6,3
0,08
0,10
0,12
0,12
546,00
30
33
32,60
0,81
7,50
3,68
4,30
11,10
35,00
0,23
66

3,5

Maximo
14
73

310
176,00
237
1042
9,0
3,10
11,10
12,60
17,20
1770,00
983
363
281,00
23,01
2252,20
1525,00
727,20
44,20
139,00
19,20
171

8,1

Media
0,92
35,16
191,91
48,35
116,08
117,11
7,16
0,25
1,05
1,08

1,34

1093,44

242,15
113,17
125,67
2,87
108,95
37,17
72,75
24,89
78,72
3,54
97,87

5,32

Desv. Estandar
0,16
9,33
37,80
17,48
38,63
90,05
0,44
0,40
1,63
1,67
1,99

235,99
119,50
57,84
53,67
2,22
185,81
130,76
60,93
5,30
19,02
3,47
18,75

0,85
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4.-ESTUDIO DE FACTORES ASOCIADOS A HIPERFERRITINEMIA

A continuacién, se valord la existencia de diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de ferritina e indice de saturacién de la transferrina (IST) entre los pacientes que
presentaban factores de riesgo relacionados con hiperferritinemia y otras posibles variables de

confusién.

1-Sexo

2-Edad

3-Grupo de procedencia
4-Obesidad y sindrome metabdlico
5-Consumo de alcohol
6-Esteatosis hepatica
7-Inflamacién

8-Hepatopatias cronicas

4.1.Sexo

Los niveles de ferritina y el IST fueron significativamente mas elevados en el grupo de

varones que en el de las mujeres.

Sexo N Media Desviacién estandar Significacion
Varon 144 452,74 405,62
Ferritina p<0,000
Mujer 48 130,05 156,00
Varon 141 44,99 19,05
IST p=0,002
Mujer 48 35,06 17,41
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Los pacientes con mas de 50 afios, presentaron niveles de ferritina mas elevados que el

grupo de menores de 50 afios (513 vs 289,08 ng/mL) . Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas (p<0,000). También el indice de saturacion de transferrina fue ligeramente superior

en el grupo de mas edad en comparacion con los pacientes jovenes, pero esta diferencia no

alcanzo significacion estadistica.
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Se objetivo una correlacion lineal positiva entre la edad y la concentracion de ferritina en

los homocigotos H63D. Esta correlacién es practicamente nula para el IST.
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Se realiz6 un subanalisis para determinar si las diferencias observadas entre hombres y

mujeres se mantenian al categorizar a los pacientes segun los grupos de edad.

Como se observa en la siguiente tabla, persistieron las diferencias en los niveles de

ferritina e IST entre sexos y por grupos de edad (p< 0,05).

Ferritina IST
Media 212,87 30,81

Mujer >=50 N 19 19
Desv. estandar 189,11 11,17
Media 75,78 37,85

Mujer <50 N 29 29
Desv. estandar 100,79 20,21
Media 629,31 46,81

Varon >=50 N 54 52
Desv. estandar 533,96 22,05
Media 346,79 43,93

Varon <50 N 90 89
Desv. estandar 253,58 17,10

4.3. Grupo de procedencia

Los pacientes incluidos fueron estudiados por sospecha de hemocromatosis hereditaria,
tanto por presentar antecedentes familiares, como personales de sobrecarga férrica. El analisis
por subgrupos mostr6 diferencias significativas en la concentracion de ferritina (normal en los
familiares), pero no asi en el indice de saturacion de la transferrina (por debajo del limite alto de

la normalidad en ambos grupos).
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Grupo N  Media Desviacion estandar Significacion
Sobrecarga férrica 138 463,57 413,30
Ferritina p<0,000
Familiar 54 138,22 131,02
Sobrecarga férrica 135 44,01 20,14
IST p=0,079
Familiar 54 38,61 15,73

4.4. Obesidad y sindrome metabélico

La obesidad se asocia con un incremento progresivo de los niveles de ferritina que
generalmente no superan los 1000 ng/mL y suele acompafarse de una saturacién de

transferrina dentro de los limites normales.

En nuestro estudio, los pacientes con un nivel de ferritina mas elevado fueron aquellos
con un IMC entre 30-34,9 (Obesidad grado I).

Ferritina IST
Media 297,17 42,09

Peso normal N 56 56
Desv. estandar 296,20 18,53
Media 406,42 42,36

Sobrepeso N 72 71
Desv. estandar 314,06 17,51
Media 489,00 39,56

Obesidad clase | N 22 22
Desv. estandar 380,99 13,13
Media 358,87 35,68

Obesidad clase 11 N 7 7

Desv. estandar 240,61 16,62
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El valor medio de ferritina resultd significativamente mayor en los pacientes con

sobrepeso u obesidad (IMC > 25) en comparacion con aquellos con un IMC normal (p=0,019).

Por el contrario, el IST del grupo de pacientes no obesos, fue ligeramente superior, aunque estas

diferencias no alcanzaron significacion estadistica (p>0,05).

IMC N Media Desviacion estandar Significacién
<25 56 297,17 296,20
Ferritina p=0,019
>25 101 42111 324,69
<25 56 42,09 18,53
IST p=0,778
>25 100 41,28 16,54

En el gréfico de dispersion de puntos se puede observar una tendencia ascendente de

los niveles de ferritina al aumentar el IMC, aunque no ocurre lo mismo en el caso de la

saturacién de transferrina.
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El sindrome metabolico, segun los criterios establecidos por la Federacion Internacional
de la Diabetes en 2006, también se asocia con alteraciones bioquimicas hepaticas. Estas son
secundarias al exceso de acidos grasos que dan lugar a esteatosis, resistencia insulinica y

exceso de hierro a nivel parenquimatoso.

La ferritina media en los pacientes con sindrome metabdlico fue mayor que la de
aquellos que no cumplian los criterios, sin embargo, el IST fue méas elevado en estos Ultimos.

Estas diferencias observadas no alcanzaron significacion estadistica.

Sindrome metabolico N Media Desviacién Significacién
estandar

No 136 361,11 392,07

Ferritina p=0,130
Si 18 510,99 397,95
No 136 42,85 19,35

IST p=0,324
Si 18 38,16 14,28

4.5. Consumo de alcohol

La ingesta excesiva de alcohol, se asocia a un incremento progresivo de los depositos

de hierro. Este hecho conduce a lesiones hepaticas cronicas a largo plazo.

En el grupo de homocigotos H63D, los pacientes que consumian mas de 60 gr de
alcohol al dia mostraron unos niveles significativamente mas elevados de ferritina, IST, hierro
sérico, transaminasas, GGT vy bilirrubina. Las diferencias en los valores de fosfatasa alcalina no

alcanzaron significacion estadistica.

El grupo de pacientes que consumia mayor cantidad de alcohol presenté valores
elevados de ferritina, IST, transaminasas y GGT. En los sujetos abstemios, todos estos valores,

excepto la ferritina, fueron normales.
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Consumo de alcohol N  Media Desviacion Significacién
estandar
- <60 gr 171 336,33 307,18 p<0,000
Ferritina
> 60 gr 21 663,00 720,54
ST <60 gr 170 40,74 16,15 p<0,000
> 60 gr 19 57,96 32,84
) <60 gr 170 113,08 38,57 p<0,000
Hierro sérico
> 60 gr 20 149,36 49,65
<60 gr 171 37,70 38,45 p<0,000
GGT
> 60 gr 21 107,19 09,16
<60qgr 171 2452 14,28 p<0,000
GOT
> 60 gr 21 41,62 34,58
<60 gr 171 34,87 29,04 p=0,001
GPT
> 60 gr 21 62,62 62,80
EA <60qgr 171 88,30 73,84 p=0,08
> 60 gr 21 119,57 99,49
<60 gr 171 0,79 0,45 p=0,813
Bilirrubina
> 60 gr 21 0,97 0,47
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4.6. Esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica, al igual que la obesidad de predomino central y el sindrome
metabdlico, puede asociarse con un aumento de los niveles de ferritina y también de las

transaminasas.

En los pacientes estudiados, el nivel de GOT, FA, bilirrubina y hierro resultaron normales
en todos los grupos. La ferritina fue méas elevada en los pacientes con esteatosis grado | y Il
pero de forma llamativa, aquellos con esteatosis grado Il presentaban niveles de ferritina
menores que los pacientes sin estetaosis. Hay que tener en cuenta que el nimero de casos fue

significativamente menor que el resto (N=7)

ESTEATOSIS GGT GOT GPT FA Bilirrubina IST Ferritina Hierro

Media 60,6 33,2 559 90,8 0,80 46,9 456,7 128,2
Grado|l N 46 46 46 46 46 44 46 45
Desv.Est | 72,6 27,1 545 59,7 0,43 20,6 3095 453

Media 56,1 28,6 457 745 0,92 42,3 472,8 1164
Grado Il N 25 25 25 25 25 25 25 25
Desv. Est | 58,7 16,8 30,3 31,7 0,65 16,1 4290 38,3

Media 46,8 28,7 58,7 755 0,90 31,6 2980 100,4

Grado
" 7 7 7 7 7 7 7 7
Desv. Est 258 86 285 26,1 0,59 8,7 1546 231
Media 36,8 226 274 942 0,77 41,6 321,0 113,9
No N 111 111 111 111 111 110 111 110

Desv. Est | 41,7 12,8 19,8 84,1 0,40 19,4 410,0 40,4

También se analizd la existencia de diferencias estadisticas en los parametros
anteriormente descritos entre el grupo de pacientes con y sin esteatosis independientemente del

grado de la misma.
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ESTEATOSIS N Media  Desviacion est. Significacion

No 111 321,02 410,06

Ferritina p=0,027
Si 78 447,69 342,83
No 110 41,66 19,45

IST p=0,413
Si 76 44,01 18,79
No 110 113,94 40,49

Hierro p=0,197
Si 77 121,86 42,11
No 111 36,87 41,72

GGT p=0,007
Si 78 57,97 65,01
No 111 22,64 12,80

GOT p=0,001
Si 78 31,36 23,01
No 111 27,47 19,87

GPT p<0,000
Si 78 52,95 45,97
No 111 94,21 84,10

FA p=0,350
Si 78 84,23 50,16
No 111 0,77 0,409

Bilirrubina p=0,249

Si 78 0,85 0,52

Como se observa en la tabla, los valores de GGT, GOT, GPT y Ferritina fueron
significativamente mayores en los pacientes con esteatosis, si bien en el caso de la GOT en

ambos grupos se encontraban dentro de los limites normales.

4.7. Inflamacion

Los reactantes de fase aguda son productos de sintesis mayoritariamente hepatica, cuya
concentracion varia por efecto de las citoquinas generadas en los procesos inflamatorios de
cierta entidad. Entre estas proteinas se incluye la ferritina, por lo que se analiz6 si existian

variaciones significativas en sus niveles en funcién de la elevacién de la proteina C reactiva.
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Como vimos en la tabla de valores analiticos medios del grupo de homocigotos del

H63D, la PCR, de forma global, se encontraba dentro de los limites normales. Al comparar la

media de ferritina e IST entre dos grupos establecidos con PCR mayor o menor de 12 mg/dL, no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)

Proteina C reactiva N Media Desviacion Significacion
estandar

Normal 152 362,81 324,07

Ferritina p=10,678
> 12 mg/L 39 391,50 564,63
Normal 151 41,92 18,21

IST p= 0,532
> 12 mg/L 37 44,12 22,53

En los gréficos de dispersion, el ajuste de la recta a la linea de puntos muestra una

correlacion lineal débil negativa entre los niveles de PCR y ferritina e IST.
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4.8. Otras hepatopatias crénicas

Las enfermedades hepaticas cronicas, y mas frecuentemente la infeccién por virus C,

pueden asociarse a un incremento de las reservas de hierro. Este aumento se debe, por una

parte, a su liberacion desde los hepatocitos lesionados y, por otra, a un efecto directo del virus

sobre el metabolismo del hierro.

Los pacientes diagnosticados de hepatopatia crénica de origen enolico presentaron los

niveles de ferritina mas elevados.

El paciente con esteatohepatitis no alcohdlica mostré una concentracion de ferritina

superiror a la de los sujetos con hepatitis cronica C, si bien, el IST resulté normal en el primer

caso. Los pacientes con hepatopatia por virus C y porfiria hepato-cutdnea de forma simulténea,

mostraron niveles significativamente mas elevados de ferritina e IST en comparacién con los

pacientes con hepatitis C de forma aislada.

Otras hepatopatias Ferritina IST
Media 328,89 40,71
No
N 172 170
o L Media 355,40 26,14
Déficit alfalantitripsina
N 1 1
Media 1140,10 29,05
EHNA
N 2 2
) Media 1170,80 82,05
Hepatopatia alcohdlica
N 5 5
Media 411,48 46,79
VHC
N 6 5
o Media 255,19 41,80
Porfiria
N 3 3
Media 1047,76 84,34
VHC+Porfiria
N 3 3

ANOVA test: p < 0,000 tanto para ferritina como IST
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5.- SOBRECARGA FERRICA BIOQUIMICA Y PARENQUIMATOSA

5.1-Sobrecarga bioquimica de hierro

En funcion de lo establecido en las guias de practica clinica europea y americana, se

considerd que existia sobrecarga férrica valorada mediante pardametros bioquimicos en aquellos

casos en los que se alcanzaron los siguientes valores:

Ferritina > 300 (ng/mL) hombres + IST > 45 %

> 200 (ng/mL) mujeres + IST > 45%

Segun estos criterios, se calculd el numero de pacientes que presentaba niveles

aumentados de Ferritina e IST. Como vemos a continuacion, solo un 21,9% de los sujetos

incluidos en el estudio cumplieron ambos requisitos.

N Porcentaje
Sobrecarga bioquimica No 150 78,1%
i Si 42 21,9%

Los valores medios de transaminasas, FA, GGT, plaquetas y actividad de protrombina,

no fueron significativamente distintos entre ambos grupos. El nivel de bilirrubina si, pero en

ambos casos se encontraban dentro de limites normales por lo que este hecho no supone una

diferencia clinica relevante.

Sobrecarga N Media Desviacion  Significacion
bioquimica estandar estadistica
No 150 292,36 289,77
Ferritina p<0,000
Si 42 656,71 530,85
No 147 36,21 12,77
IST ) p<0,000
Si 42 64,39 21,45
No 150 42,31 48,23
GGT ) p=0,141
Si 42 55,97 67,28
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No 150 25,21 15,55
GOT ] p=0,092

Si 42 30,60 25,67

No 150 37,69 36,41
GPT ) p=0,875

Si 42 38,67 30,90

No 150 88,70 74,96
FA ] p=0,308

Si 42 102,50 85,51

. ) No 150 0,750 0,42
Bilirrubina ) p=0,001

Si 42 1,026 0,529

) No 148 104,20 33,05
Hierro ) p<0,000

Si 42 161,62 36,08

No 149  231691,2  58180,0
Plaquetas ) p=0,146
Si 41  216000,0  70201,8

ivi No 147 95,26 10,68

Act|V|da_d 0=0,717
Protrombina Si 41 95,92 8,92

Solo 9 de los 42 pacientes (21,4%) con valores de ferritina e IST aumentados

significativamente, presentaban ademas otras enfermedades hepaticas.

No Si
No 139 33
Déficit alfalantitripsina
EHNA
Hepatopatia alcohdlica
VHC
Porfiria
VHC+Porfiria

R W ~r O N B
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Se objetivaron diferencias estadisticas significativas entre la proporcién de pacientes con

sobrecarga bioquimica de hierro en funcién del grupo de procedencia:

Sobrecarga bioguimica

No Si
.y p=0,32
Sobrecarga férrica 102 (53,13%) 36 (18,75%)
Familiar 48 (25%) 6 (3,13%)

5.2. Exceso parenquimatoso de hierro

Posteriormente se analizé la correlacidn existente entre los niveles séricos de ferritina e
IST con el exceso parenquimatoso de hierro en base a los resultados obtenidos en las biopsias

hepaticas y/o la cuantificacién de hierro mediante resonancia magnética.

La cuantificacién del hierro se realiz6 mediante la escala de Scheuer. Esta escala
establece 5 niveles siendo 0 = ausencia de hemosiderina y 4 el grado maximo, compatible con

hemocromatosis.

En los casos en los que se realizd resonancia magnética, se establecio clinicamente

relevante una concentracion de hierro mayor de 60 micromol/g (valor normal <36 micromol/g).
Se llevaron a cabo 78 resonancias y 28 biopsias hepaticas.

Solo un 15,6% del total de los pacientes mostraron signos de sobrecarga férrica en la

resonancia (el 38,5% de aquellos a los que se les realizo).

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje valido
Hierro < 36 mcmol/gr 30 15,6% 38,5%
Hierro > 60 mcmol/gr 30 15,6% 38,5%
Hierro 36-60 mcmol/gr 18 9,4% 23,1%
Sub-total 78 40,6% 100%
Resonancia no realizada 114 59,4%
Total 192 100%
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Diecinueve de los 30 pacientes (63,33%) con datos en la resonancia compatibles con

exceso significativo de hierro, presentaban ademas datos bioquimicos de sobrecarga férrica.

Se objetivaron 11 casos en los que la resonancia mostré signos de sobrecarga férrica,
pero en los que no se cumplieron los criterios bioquimicos referidos anteriormente (saturacion de
transferrina >45%, ferritina > 300 ng/mL en hombres 0 200 ng/mL en mujeres). Nueve de los 11
presentaban valores de ferritina elevados (media 752,44 ng/mL), pero sin alcanzar el valor limite

establecido para la saturacién de la transferrina.

Hierro hepatico RM
Total
No Si>60 Si 36-60
No 24 11 13 48
Sobrecarga bioquimica
Si 6 19 5 30
Total 30 30 18 78

En cuanto a las biopsias hepaticas, de las 28 realizadas, una fue insuficiente para el
analisis histoldgico. En las restantes, se determind el grado de hemosiderosis (0-1V) obteniendo

los resultados que se detallan a continuacion:

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje valido
0 10 5,2% 37,0%
1 /1V 10 5,2% 37,0%
/v 6 3,1% 22,2%
vV /1v 1 0,5% 3,7%
Total 27 14,1% 100%
No realizada o insuficiente 165 85,9%
Total 192 100%
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Cinco de los 6 pacientes con siderosis hepatica que no reunieron los criterios de
sobrecarga bioquimica de hierro, presentaron cifras de ferritina mayores de 500 ng/mL, pero un
IST < 45%.

Grado siderosis Total
0 I I v
o 7 4 2 0 13
Sobrecarga bioquimica Si 3 6 4 1 14
Total 10 10 6 1 27

Con los datos anteriormente obtenidos mediante resonancia y biopsia hepatica, se
calculé el porcentaje de pacientes homocigotos para la mutacion H63D que presentaban un

exceso parenquimatoso de hierro.

Las biopsias solo evidenciaron un caso de siderosis > llI/IV de la escala de Scheuer, por
lo que la mayoria de los pacientes incluidos en el grupo de sobrecarga parenquimatosa de hierro

lo fueron a expensas del resultado de la resonancia.

Siderosis hepatica Frecuencia Porcentaje
No 162 84,37%
Si 30 15,62%

Un 92,8% (26/28) de los pacientes con siderosis hepatica significativa eran varones y la
edad media de este grupo fue 47,93 afios. No existieron diferencias significativas en relacion a la

edad entre el grupo que presentaba sobrecarga de hierro parenquimatosa y el que no.

Siderosis No Siderosis Si Total
Mujer 46 2 48
Sexo
Hombre 118 26 144
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Siderosis N Media  Desviacion estandar Significacion
No 164 44,45 17,054 p=0,30
Edad
Si 28 4793 11,779

Tampoco se observaron diferencias significativas respecto al IMC entre ambos grupos:

Siderosis N Media Desv. estandar  Significacion
IMC No 133 26,52 (sobrepeso) 4,1055 p=0,121
Si 26 27,89 (sobrepeso) 3,9876
Siderosis histologica N  Media Desv. estandar Significacion
No 164 43,55 47,73
GGT ) p=0,271
Si 28 55,53 77,84
No 164 26,27 18,54
GOT ) p=0,832
Si 28 27,07 17,18
164 37,82 35,78
GPT No p=0,933
Si 28 38,43 32,17
164 92,73 79,42
FA No p=0,662
Si 28 85,79 64,93
No 164 0,80 0,45
Bilirrubina ) p=0,446
Si 28 0,87 0,52
No 162 113,56 42,38
Hierro sérico ) p=0,007
Si 28 136,19 27,47
No 164 321,08 298,57
Ferritina ) p<0,000
Si 28 670,67 637,32
161 40,50 18,09
IST No p=0,001
Si 28 53,80 21,07
No 162 231648,1 60100,2
Plaquetas ) p=0,070
Si 28 208964,2 64461,5
Actividad de No 160 95,26 10,32 B
Protrombi ) p=0,629
rotrombina Si 28 96,28 10,34
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Con respecto a los valores analiticos, los pacientes con sobrecarga parenquimatosa,

presentaron valores significativamente mayores de hierro sérico, ferritina e IST.

No hubo diferencias con respecto al grupo de procedencia de los pacientes:

Siderosis No Siderosis Si
Antecedentes personales | 115 (83,3%) 23 (16,7%) 0= 0,257
Antecedentes familiares 49 (90,7%) ’

Solo 3 de los 28 pacientes (10,71%) con datos histologicos o calculados mediante

resonancia de sobrecarga férrica parenquimatosa, presentaban ademas otras hepatopatias.

Siderosis No Siderosis Si Total
No 147 25 172
Déficit alfalantitripsina 1 0 1
EHNA 1 1 2
Hepatopatia alcohdlica 3 2 5
VHC 6 0 6
Porfiria 3 0 3
VHC+Porfiria 3 0 3
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5.3- Hipertension portal

Seis pacientes de los 170 estudiados, presentaban signos de hipertension portal. Todos

ellos eran varones.

-4 fueron diagnosticados de cirrosis endlica.
-2 presentaban hepatitis crénica por virus C, y uno de ellos, ademas, porfiria

hepatocutanea.

La edad media de los sujetos con hipertension portal fue 54,17 afios, sin existir

diferencias significativas en este sentido con respecto al resto de pacientes.

Hipertension portal N Media  Desviacion estandar Significacién

No 151 44,45 16,38 p=0,15
Si 6 54,17 13,68

Edad

5.4-Ferritina > 1000

Varios estudios han demostrado que los pacientes con hemocromatosis hereditaria y
niveles de ferritina superiores a 1000 ng/mL presentan mayor riesgo de progresion a cirrosis. En
estos casos debe considerarse realizar una biopsia hepatica para descartar lesiones

histolégicas.

En nuestro estudio, todos los casos con ferritina mayor de 1000 ng/mL (8) tenian una
biopsia hepatica, excepto en 2 pacientes con mas de 70 afios en el momento del diagndstico y

sin signos clinicos, analiticos ni en pruebas de imagen de hepatopatia crénica.

Ferritina Total
<1000 > 1000
o - No 162 2 164
Biopsia hepéatica .
Si 22 6 28
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Cinco de estos 8 pacientes (62,6%), presentaban ademas otros diagndsticos:
2 hepatitis crénica C y porfiria hepato-cutanea
1 cirrosis endlica

1 Esteatohepatitis no alcohdlica
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GRUPO HOMOCIGOTOS C282Y

1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y ESTUDIO COMPARATIVO

1.1. Numero total de pacientes
En el grupo de Homocigotos C282Y se incluyeron 109 pacientes, sobre los que se

presentan las comparaciones con respecto al grupo de estudio H63D.

1.2. Sexo
El 61,47% de los pacientes eran varones. Este porcentaje fue significativamente inferior
al objetivado en el grupo H63D (61% vs 75%, p = 0,014).

CMujer
BHombre

Hombre Mujer Total Significacion
H63D 144 (75%) 48 (25%) 192 5= 0,014
C282Y 67 (61,47%) 42 (38,53%) 109 ’
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1.3. Grupo de procedencia
El 68,8% (75) de los pacientes fueron remitidos para estudio por presentar niveles
elevados de ferritina u otros datos de sobrecarga férrica.

Treinta y cuatro (31,2%), fueron estudiados por tener antecedentes familiares de

hemocromatosis.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

homocigotos H63D al comparar ambas proporciones.

Familiar Sobrecarga férrica Total Significacion
H63D 54 (28,1%) 138 (71,9%) 192 0= 0574
C282Y 34 (31,2%) 75 (68,8%) 109 ’

1.4.-Edad media:

La edad media en la primera visita fue 46, 18 + 12,80 afios. Rango: 16-76

257
20

15 /\

10 —

O 1 I I T
20 40 60 80

Edad (1* visita)

No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la edad
media del grupo H63D.

Edad Desviacion estandar Significacion
H63D 44,95 16,41
p=0,50
C282Y 46,18 12,80
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1.5.-Factores de riesgo cardiovascular

1.5.1 -indice de masa corporal (IMC)

Para el calculo del IMC se utilizé la formula: peso (kg) / (talla)? (m), obteniendo

previamente los valores medios de altura y peso de los pacientes estudiados:

-Altura media: 168,92 + 7,60 cm.

-Peso medio: 75,40 + 13,28 Kg

157
257

10

140
Talla Peso

-EI' IMC medio fue 26,19 Kg/m? (sobrepeso). Al igual que en el grupo de homocigotos
H63D, ningun paciente presentd obesidad de grado Ill (IMC >40) ni bajo peso (IMC< 18,5).

N Minimo Maximo Media Desviacion estandar
IMC (kg/m?) 87 18,69 35,16 26,19 3,71
Talla (m) 90 150 186 168,92 7,60
Peso (Kg) 92 54 109 75,40 13,28
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Frecuencia Porcentaje
Peso normal (IMC =18,5-24,9) 33 30,3
Sobrepeso (IMC =25-29,9) 37 33,9%
Obesidad clase I (IMC = 30-34,9) 14 12,8%
Obesidad clase Il (IMC =35-39,9) 1 0,9%

40

30

20

T
Bajo peso Peso

T
Sobrepeso Obesidad Obesidad

normal

grado | grado Il

Los pacientes estudiados por antecedentes familiares, presentaron un IMC

significativamente inferior, en términos estadisticos, al de los sujetos con datos de sobrecarga

férrica. No obstante, ambos grupos presentaban sobrepeso, por lo que esta diferencia no es

clinicamente relevante.

N Media Desviacion estandar
A. personales 115 27,18 4,22 p=0,031
A. familiares 44 25,61 3,57

Al comparar los anteriores parametros con los obtenidos en el grupo de homocigotos

H63D, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Grupo N Media Desviacion tip. Significacion
H63D 162 168,24 20,50

Talla p=0,762
Cc282Y 90 168,92 7,60
H63D 166 76,93 16,81

Peso p=0,453
Cc282Y 92 75,40 13,28
H63D 159 26,75 4,10

IMC p= 0,298
C282Y 87 26,19 3,71
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1.6. Factores relacionados con hiperferritinemia secundaria

1.6.1. Consumo de alcohol

El 86,2% (94 pacientes) consumian menos de 60 gr de alcohol al dia, y solo 3

reconocian una ingesta superior a 120 gr.

Alcohol

I«: 60 gr

O> 120 gr
E60-80 gr
[J80-120 gr
B Ex bebedor

Al igual que en el grupo de homocigotos H63D, la mayor parte de los pacientes

consumidores de mas de 60 gr diarios de alcohol, eran varones (84,61 % vs 15,38%).

No se objetivaron diferencias significativas al agrupar a los pacientes en funcién de un

consumo mayor o menor de 60 gr/dia entre los homocigotos H63D y C282Y.

< 60 gr/dia > 60 gr/dia Significacion
H63D 171 (89,1%) 21 (10,9%) 0= 0,60
C282Y 94 (87%) 14 (13,0%) ’
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1.6.2. Esteatosis hepatica

El 35% de los pacientes presentaba esteatosis en mayor o menor grado segun las

pruebas de imagen. No se objetivd ningun caso de estatohepatitis no alcoholica

N°  Porcentaje
EHNA* 0 0%
Esteatosis grado | 26 23,9%
Esteatosis grado Il | 12 11,0%
Esteatosis grado 111 1 0,9%
Sin esteatosis 68 62,4%

ESTEATOSIS

O

B Grado |

EGrado 1l
M Grado 111
HENo

De los 68 pacientes sin esteatosis, 58 (85,29%) consumian menos de 60 gr de alcohol al
dia. No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre el grado de esteatosis y el
habito endlico en las diferentes categorias establecidas (p=0,994).Tampoco hubo diferencias con
respecto al grupo H63D en cuanto a los porcentajes de esteatosis.

H63D C282Y Significacién
Si 79 (41,6%) 36 (35%) p=0,48
EHNA 1 (0,5%) -
Esteatosis grado | 46 (24%) 26 (23,9%)
Esteatosis grado 11 25 (13%) 12 (11,0%)
Esteatosis grado 111 7 (3,6%) 1 (0,9%)
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1.6.3. Hepatopatias cronicas: Virus de la hepatitis B y C, porfiria cutanea tarda y otras

a) Hepatitis cronica B:

Ningun paciente homocigoto C282Y presentaba hepatitis cronica por el virus B. Once
(10,1%) eran portadores de anticuerpos frente al antigeno de superficie y 13 (11,9%) frente al

antigeno del core:

b) Hepatitis crénica C:

Tres pacientes (2,7%) fueron diagnosticados de infeccidn crénica por el virus C. El

genotipo mas frecuente fue el 1b (2 casos).

c) Porfiria hepato-cutanea:

Uno de los pacientes diagnosticado de hepatitis crénica C (0,94%), presentaba ademas

porfiria hepato-cutanea.

d) Otras hepatopatias cronicas:

Se diagnosticd un caso de déficit de alfa-1- antritripsina y 2 de hepatopatia de origen
enolico. Uno de estos pacientes presentaba datos de HTP.
Con respecto al gurpo H63D no se objetivaron diferencias significaitivas al comparar los

porecentajes de otras hepatopatias.

H63D C282Y Significacion
Hepatitis VHB 0 (0%) 0 (0%) p>0,99
Hepatitis VHC 9 (4,6%) 3 (2,7%) p=0,55
Porfiria 6 (3,1%) 1 (0,9%) p=0,43
Déficit alfa 1 antitripsina 1 (0,5%) 1 (0,9%) p>0,99
Hepatopatia alcohdlica 5 (2,6%) 2 (1,8%) p=0,42
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Tabla 5.- Variaciones en la ferritina e IST segun diferentes factores de confusidn asociados a hiperferritinemia:

Homozigotos H63D

Homozigotos C282Y

Ferritina p IST p Ferritina p IST p
Sexo <0,001 0,002 <0,001 0,009
Hombres 453 (406) 45,0 (19,1) 1296 (1053) 87,6 (23,1)
Mujeres 130 (156) 35,1 (17,4) 486 (550) 75,2 (23,7)
Edad <0,001 0,87 0,19 0,63
<50 afios 289 (257) 42,7 (18,2) 892 (782) 84,0 (23,5)
> 50 afos 513 (510) 42,2 (20,7) 1185 (1234) 81,5 (25,3)
IMC 0,019 0,74 0,76 0,22
< 25 Kg/m2 299 (291) 42,3 (18,9) 1070 (1154) 86,2 (23,4)
> 25 Kg/m?2 421 (325) 41,3 (16,5) 1002 (881) 79,6 (24,8)
Consumo alcohol 0,004 0,024 0,13 0,35
<60 gramos 336 (307) 40,7 (16,2) 964 (1007) 83,7 (24,1)
> 60 gramos 663 (721) 58,0 (32,8) 1153 (726) 77,0 (24,0)
Esteatosis 0,026 0,45 0,15 0,76
No 321 (410) 41,7 (19,5) 887 (887) 82,2 (23,8)
Si 447 (341) 43,8 (18,8) 1178 (1121) 83,7 (24,8)
Otras hepatopatias
No 329 (274) 40,7 (16,1) 970 (988) 82,3 (24,1)
VHC 624 (546) 0,10 41,7 (18,1) 0,04 1534 (554) 0,049 102,8 (13,5) 0,063
Porfiria 651 (696) 0,48 63,1(34,1) 0,11 1667 (--) 0,35 101,4 (--) 0,47
Alcohdlica 1171 (1272) 0,013 82,1 (37,4) 0,003 509 (--) 0,74 68,9 (--) 0,60
PCR 0,73 0,45 0,008 0,20
<12 mg/L 364 (323) 41,8 (18,2) 998 (876) 82,7 (24,1)
> 12 mg/L 388 (572) 44,6 (22,7) 3129 (1920) 100,9 (12,2)
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2.- SIGNOS Y SINTOMAS CLINICOS

Los sintomas més frecuentes fueron, al igual que en el grupo H63D, las artralgias (44%).
Estas se localizaban fundamentalmente en pequefias articulaciones, hombros y rodillas. La
disminucion de la libido (21,1%), la astenia (17,4%) y el prurito (16,5%) fueron los siguientes

sintomas mas frecuentes.

Se detectaron 10 casos de hiperpigmentacion cutanea. Se trataba de varones con una
edad media de 55,3 afios, todos ellos estudiados por antecedentes personales de sobrecarga

férrica. Siete presentaban ferritina mayor de 1000 ng/mL y todos, IST > 50%.

La hepatomegalia fue el signo objetivado mas frecuentemente en la exploracion fisica
(26,6%): en 22 casos media 2-3 cm, en seis, 4-5 cm y en un paciente 8 cm. También aqui, la

mayoria (76%) procedian del grupo estudiado por antecedentes personales.

Ningin paciente presentaba ascitis, ampollas, cicatrices o heridas por

microtraumatismos.

El patrén clinico fue similar en los dos grupos (C282Y y H63D), excepto por una menor
prevalencia de hepatomegalia, hiperpigmentacion cuténea, disminucién de la libido y dolor

abdominal en estos Ultimos.

H63D C282Y P
Ascitis - - >0,99
Edemas 1 (0,5%) 2 (1,9%) 0,30
Diatesis hemorragica 43 (22,6%) 5 (4,6%) <0,001
Ictericia 1 (0,5%) 2 (1,8%) 0,30
Coluria 5 (2,6%) 2 (1,8%) >0,99
Prurito 31 (16,4%) 18 (20%) 0,46
Hepatomegalia 15 (7,9%) 29 (27,1%) <0,001
Eritrosis palmar 8 (4,2%) 6 (5,6%) 0,60
Hiperpigmentacion 2 (1,1%) 10 (9,2%) 0,001
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Heridas
microtrumatismos
Astenia

Artralgias

Impotencia (varones)
Disminucién de la libido
Hipertricosis

Ampollas

Cicatrices

Dolor abdominal

1 (0,6%)

52 (27,5%)
68 (35,8%)
24 (16,9%)
31 (19,1%)
2 (1,1%)
1 (0,5%)
1 (0,5%)

15 (7,9%)

19 (17,6%)
48 (44,4%)
15 (22,7%)
23 (32,4%)
3 (2,8%)

17 (15,7%)

>0,99

0,054
0,14
0,32
0,027
0,36
>0,99
>0,99

0,037
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3.- RESULTADOS ANALITICOS

La ferritina media fue 980,85 ng/mL (el 33,3% de los pacientes presentaban ferritina >

1000ng/mL) vy el indice de saturacion calculado mediante la formula: IST= (hierro sérico x100) /

(transferrina x 1.27) 82,68%. El hierro sérico estimado fue de 179,67 ug/ml y la hemoglobina

media 15,08 g/dL.

Los valores de coagulacion, plaquetas y albumina fueron normales.

La bilirrubina, GOT, GGT vy fosfatasa alcalina se encontraban de forma global dentro de

los limites normales. Se objetivé no obstante un leve aumento de la GPT.

Con respecto a los homocigotos H63D, se detectaron diferencias estadisticamente

significativas en el numero de hematies, volumen corpuscular medio, albumina, Inmunogobulina

A y hormona foliculo estimulante. No obstante, estos valores se encontraban dentro de los

limites normales, por lo que los resultado no son clinicamente relevantes.

Si cabe destacar las diferencias entre los valores de ferritina ( 372,06 ng/mL vs 980,85

ng/mL) y saturacion de la transferrina (42, 47% vs 82,68%) que traducen una mayor sobrecarga

férrica estadisticamente significativa en los pacientes C282Y. Los valores de GOT, GPT, FA,

Hierro sérico y transferrina también fueron significativamente superiores en este grupo.

H63D C282Y p

Hematies, 10°/uL 4,821 (4,638) 4,646 (4,106) 0,001
Hematocrito, % 43,81 (3,54) 47,05 (35,35) 0,21
Hemoglobina, g/dL 15,2 (1,3) 15,1 (1,4) 0,56
VCM, fL 91,2 (5,4) 94,1 (4,0) <0,001
Leucocitos, n/uL 6681 (1732) 6961 (1668) 0,18
PMN, n/uL 4045 (4229) 4057 (1455) 0,98
Linfocitos, n/uL 2226 (1395) 2292 (600) 0,64
Monocitos, n/uL 522 (160) 545 (170) 0,23
Plaquetas, n/pL 228305 (61119) 216524 (56824) 0,11
Fe serico, ng/dL 117 (41) 180 (49) <0,001
Transferrina, mg/dL 224,7 (38,9) 174,6 (33,4) <0,001
IST, % 42,5 (19,1) 82,7 (24,0) <0,001
Ferritina, ng/mL 372,1 (385,8) 980,9 (973,1) <0,001
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H63D Cc282Y p
Activ. Protrombina, % 95 (10) 94 (13) 0,45
Fibrindgeno, mg/dL 302,3 (78,7) 310,3 (116,8) 0,49
Bilirrubina, mg/dL 0,8 (0,5) 0,7 (0,4) 0,071
GOT, U/L 26 (18) 32 (26) 0,02
GPT, U/L 38 (35) 49 (57) 0,07
GGT, U/L 45,3 (53,1) 45,9 (115,7) 0,95
Fosfatasa Alcalina, U/L 92 (77) 127 (81) <0,001
Albumina, g/dL 4,42 (0,34) 4,32 (0,44) 0,061
H63D C282Y p
TSH, Ul/mi 1,84 (0,67) 1,63 (0,83) 0,48
T4 libre, Ul/ml 1,08 (0,21) 1,15 (0,18) 0,61
T3 libre, Ul/ml 3,21 (0,49) -
FSH, Ul/ml 11,7 (18,5) 19,2 (28,0) 0,048
LH, Ul/ml 6,55 (8,11) 8,95 (9,61) 0,079
17-beta-Estradiol, pg/mL* hombre: 25,95 (11,1) 36,93 (55,5) 0,16
mujer: 80,74 (120,0) 97,77 (144,8)
Testosterona, ng/dL** hombre: 519,3 (201,6) 483,1 (221,7) 0,22
muijer: 37,9 (14,2) 37,29 (20,43)
H63D C282Y p
Creatinina, mg/dL 0,9 (0,2) 0,9 (0,2) 0,50
Urea, mg/dL 35 (9) 34 (10) 0,35
Colesterol, mg/dL 192 (28) 187 (41) 0,35
HDL colesterol, mg/dL 48,4 (17,5) 11,5 (23,9) <0,001
LDL colesterol, mg/dL 116 (39) 113 (32) 0,68
Triglicéridos, mg/dL 117 (90) 109 (62) 0,40
Proteinas totales, g/dL 7,2 (0,4) 7,1 (0,5) 0,73
Alfal 0,25 (0,40) 0,19 (0,06) 0,04
Alfa 2 1,05 (1,63) 0,80 (0,14) 0,04
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Beta
Gamma
Inmunoglobulina G, mg/dL
Inmunoglobulina A, mg/dL
Inmunoglobulina M, mg/dL
Alfa-1-antitripsina, mg/dL
Alfa fetoproteina, Ul/mL
Porfirinas totales, ug/24 h
Uroporfirinas, ug/24 h
Coproporfirinas, ug/24 h
Ceruloplasmina, mg/dL
Cobre sérico, pg/dl
Proteina C reactiva, mg/L
Glucosa, mg/dL
Hemoglobina glicosilada, %

1,08 (1,67)
1,34 (1,99)
1093 (236)
242 (120)
113 (58)
126 (54)
2,88 (2,22)
109 (186)

37,2 (130,8)

72,8 (60,9)
25,1 (5,0)

79,2 (18,0)
3,5 (3,5)
98 (19)
5,4 (0,6)

0,80 (0,18)
1,12 (0,33)
1102 (309)
209 (106)
121 (93)
113 (39)
2,66 (4,78)
115 (73)
37,1 (38,8)
77,2 (43,4)
25,0 (5,7)
81,1 (22,8)
5,3 (12,8)
100 (30)
5,3 (0,9)

0,027
0,27
0,79

0,020
0,35
0,40
0,62
0,77
0,99
0,54
0,95
0,47
0,20
0,40
0,34
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4.- SOBRECARGA FERRICA BIOQUIMICA Y PARENQUIMATOSA

4.1-Sobrecarga bioquimica de hierro

Se analizd el numero de pacientes homocigotos C282Y con niveles aumentados de
Ferritina e IST siguiendo los criterios establecidos en las actuales guias de consenso.
Concretamente se establecieron, al igual que en los pacientes H63D, los siguientes puntos de
corte:

Ferritina > 300 (ng/mL) hombres + IST > 45 %
> 200 (ng/mL) mujeres + IST > 45%

El 80% de los pacientes de este grupo (87) presentaban datos de sobrecarga férrica,
frente al 22% de los homocigotos H63D. Esta diferencia resultd estadisticamente significativa (p
< 0,000). Por tanto, los pacientes homocigotos C282Y presentaron un exceso de hierro medido

mediante pardmetros analiticos significativamente superior al del grupo de homocigotos H63D.

De los 19 pacientes sin datos analiticos de exceso de hierro, 10 eran mujeres con una
edad media de 44,3 afos. Los 9 restantes eran varones con una edad media de 45,25 afios, un
IST de 61,93% y ferritina de 99,83 ng/mL (intervalo 12,5-194).

Frecuencia Porcentaje
Sobrecarga bioquimica No 19 17.4%
S Si 87 79,8%
Sin sobrecarga bq Con sobrecarga bq Significacién
H63D 150 (78,1%) 42 (21,9%)
p= 0,000
C282Y 19 (17,4%) 87 (79,8%)
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Ferritina mayor de 1000

Hasta un 33% de los pacientes C282Y presentaban niveles de ferritina superiores a

1000 ng/mL. Este porcentaje resulté significativamente mayor que el del grupo H63D.

< 1000 ng/mL > 1000 ng/mL Significacién
H63D 183 (95,3%) 9 (4,7%)
p= 0,000
C282Y 72 (66,1%) 36 (33,0%)

4.2. Sobrecarga férrica parenquimatosa

Se analizaron los resultados de las biopsias hepaticas y las resonancias magnéticas con

cuantificacion de hierro realizadas, con el fin de determinar el porcentaje de sobrecarga

parenquimatosa en el grupo C282Y.

Como en el caso de los H63D, la cuantificacion del hierro en las biopsias se realizé

mediante la escala de Scheuer (I-IV) y se establecid clinicamente relevante una concentracion

de hierro superior a 60 micromol/g en la resonancia magnética.

Se llevaron a cabo 45 resonancias (41,3% de los pacientes) y 64 biopsias hepéticas

(58,7%).

El 30,3% de los pacientes (33) mostraron un exceso de hierro clinicamente significativo

en la resonancia (el 73,3% de aquellos en los que se realizo).

Frecuencia Porcentaje global Porcentaje RM
Hierro < 36 mcmol/gr 10 9,2% 22,2%
Hierro > 60 mcmol/gr 33 30,3% 73,3%
Hierro 36-60 mcmol/gr 2 1,8% 4,4%
Sub-total 45 41,3% 100%
Resonancia no realizada 64 58,7%
Total 109 100%
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En comparacion con el grupo H63D, estas diferencias entre los porcentajes resultaron

estadisticamente significativas (30,3% vs 15,6%, p < 0,000 ).

< 60 mcmol/gr > 60 mcmol/gr Significacién

H63D 48 (95,3%) 30 (4,7%)
p= 0,000

C282Y 12 (66,1%) 33 (33,0%)

En cuanto a las biopsias hepaticas, se realizaron 64, pero en una el material remitido no

fue suficiente para el diagnostico. Los resultados segun el grado de hemosiderosis fueron los

siguientes:
Frecuencia Porcentaje

0 1 0,9%

1/1V 5 4,6%

In/av 29 26,6%

/v 27 24,8%

vV /Iv 1 0,9%

Total 63 57,8%

Biopsia no realizada o insuficiente 46 42,2%

Total 109 100%

El porcentaje de siderosis parenquimatosa, medida mediante biopsia hepatica, con

respecto al grupo H63D, fue estadisticamente superior en los pacientes homocigotos C282Y.

Siderosis 0-11 Siderosis II-IV Significacion
H63D 26 (13,54%) 1 (0,52%)
p=0,000
C282Y 35 (32,11%) 28 (25,69%)
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4.3- Hipertension portal

Solo 2 pacientes al inicio del seguimiento presentaban datos de HTP. No se objetivaron

diferencias estadisticamente significativas con respecto a grupo H63D, si bien el limitado nimero

de casos en ambos grupos podria condicionar la representatividad de los resultados.

Sin datos de HTP Datos de HTP Significacion
H63D 186 (96,87%) 6 (3,12%)
p= 0,000
C282Y 107 (98,16%) 2 (1,83%)
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GRUPO SIN MUTACIONES GENETICAS

1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y ESTUDIO COMPARATIVO

1.1. Namero total de pacientes

En este ultimo grupo se incluyeron 144 pacientes remitidos a la consulta por presentar
antecedentes familiares de hemocromatosis o sobrecarga férrica, y en los que el estudio

genético fue negativo para las mutaciones H63D y C282Y.

1.2. Sexo
El 83,3% de los pacientes eran varones y el 16,7% mujeres.

El porcentaje de varones fue superior al del grupo H63D ( 83,3% vs 75%), pero esta

diferencia no resulté estadisticamente significativa (p = 0,080, Chi cuadrado de Pearson)

EMujer
B Hombre
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Hombre Mujer Total Significacion
H63D 144 (75%) 48 (25%) 192
p= 0,080
Sin mutaciones | 120 (83,3%) 24 (16,7%) 144

1.3. Grupo de procedencia

.Ciento treinta y ocho pacientes (95,8%) fueron estudiados por presentar niveles
elevados de ferritina u otros datos de sobrecarga férrica.

.Unicamente 6 (4,2%), contaban con antecedentes familiares de hemocromatosis.

Estos resultados fueron significativamente distintos a los obtenidos en el grupo de
homocigotos H63D, en el que el 28,13% de los pacientes incluidos presentaba algun familiar con

diagnostico de hemocromatosis.

Familiar Sobrecarga férrica Total Significacion
H63D 54 (28,1%) 138 (71,9%) 192 0= 0,000
Sin mutaciones 6 (4,1%) 138 (95,8%) 144 ’

1.4.-Edad media

La edad media de los pacientes en su primera visita fue 50,15 + 13,89 afios (rango: 17-83).

i
7/ \

10+

I T T
0 20 40 60 80 100
Edad (1* visita)
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No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre las edades del grupo
de hombres y mujeres (49,88 vs 51,50). Sin embargo, si fue significativamente superior en

comparacion con el grupo de homocigotos H63D.

Edad Desviacion estandar Significacion
H63D 44,95 16,41
p= 0,002
Sin mutaciones 50,15 13,89

1.5.-Factores de riesgo cardiovascular

1.5.1 -indice de masa corporal (IMC)

El indice de masa corporal medio del grupo resultd superior a 24,9 Kg/m?,

encontrandose la mayoria de los pacientes en situacién de sobrepeso.
-Altura media: 170,96 + 9,10 cm

-Peso medio 80,17 £+ 15,25 Kg
-IMC medio 27,20 Kg/m? (sobrepeso)

207

Talla Peso
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N Minimo Maximo Media Desviacion estandar
IMC (kg/m?) 97 18,41 38,46 27,20 3,96
Talla (m) 98 150 194 170,96 9,10
Peso (Kg) 100 45 130 80,17 15,25

Uno de los pacientes incluidos presentaba bajo peso. Se trataba de una varén de 22

afos con una altura de 1,85 my 63 Kg de peso. Ninguno de los sujetos incluidos alcanzo cifras

superiores o iguales a 40 Kg/m2 (obesidad morbida).

Frecuencia Porcentaje
Bajo peso (IMC < 18,5) 1 0,7%
Peso normal (IMC =18,5-24,9) 25 17.4%
Sobrepeso (IMC =25-29,9) 45 31,3%
Obesidad clase I~ (IMC = 30-34,9) 22 15,3%
Obesidad clase Il (IMC =35-39,9) 3 21%
50
40
30
20
10
0 — ; : :
Bajo peso Peso Sobrepeso Obseidad Obesidad Obseidad
normal clase | clase Il clase Il
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Al comparar los valores de talla, peso e IMC con los obtenidos en el grupo de

homocigotos H63D, no se objetivaron diferencias estadisticamente significativas.

Grupo N Media Desviacion tip. Significacion
H63D 162 168,24 20,50 _

Talla 1 gin mutaciones 98 170,96 9,10 b=0.216
H63D 166 76,93 16,81 ~

PeSO | Sinmutaciones 100 80,17 15,25 P01
H63D 159 26,75 4,10 _

IMC 1 Sinmutaciones 97 27,20 3,96 =038

1.6. Antecedentes personales relacionados con factores de riesgo

1.6.1.- Conumo de alcohol

La mayor parte del grupo (75%) consumia menos de 60 gr de alcohol al dia.

Alcohol

M < 60 gr
M 120 gr
[060-80 gr
BW30-120 gr

Al analizar las caracteristicas de los pacientes que presentaban un consumo perjudicial
de alcohol, se observd que al igual que en los grupos anteriormente estudiados, existia un

predominio del sexo masculino (22,9 vs 2,08%).
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Por Ultimo, el consumo perjudicial de alcohol fue significativamente mayor en los

pacientes con sobrecarga férrica sin mutaciones que en los homocigotos H63D.

< 60 gr/dia

> 60 gr/dia

Significacion

H63D

Sin mutaciones

171 (89,1%)
21 (10,9%)

p= 0,001

1.6.2. Esteatosis hepatica:

El60,4% de los pacientes del grupo analizado, presentaban esteatosis hepatica (60,4%).

N°  Porcentaje
Esteatosis grado | | 43 29,9%
Esteatosis grado 11 | 28 19,4%
Esteatosis grado 111 | 16 11,1%
Sin esteatosis 56 38,9%

ESTEATOSIS

[Ccrado |

B Grado 1I
B Grado I
EnNo

El porcentaje global de pacientes con esteatosis fue significativamente mayor que el

objetivado en el grupo de homocigotos H63D (p=0,001).
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Sin esteatosis Esteatosis Significacion
H63D 111 (58,7%) 78 (41,3%)
p= 0,001
Sin mutaciones 56 (39,9%) 87 (60,1%)

Se objetivo un aumento del IMC proporcional al grado de esteatosis, excepto en el grupo
Il cuyo IMC medio resulté inferior al resto.

De forma global, el IMC de los sujetos con esteatosis fue significativamente superior al
de los sujetos que no la presentaban (27,99 vs 26,02; p=0,017), si bien esta diferencia no es

clinicamente relevante al corresponder ambos valores a la categoriaa de sobrepeso.

1.6.3. Hepatopatias cronicas: Virus de la hepatitis B y C, porfiria cutanea tarda y otras

a) Hepatitis cronica B:

Solo un paciente fue diagnosticado de hepatitis cronica por el virus B. De los restantes,
33 resultaron portadores de anticuerpos frente al antigeno de superficie y 26 frente al antigeno
del core.

b) Hepatitis crénica C:

Ocho pacientes (5,6%) fueron diagnosticados de infeccién crénica por el virus C. El

genotipo mas frecuente fue el 1b (4 casos).

¢) Porfiria hepato-cutanea:

Siete pacientes fueron diagnosticados de porfiria hepato-cutanea, 3 de los cuales,
ademas, estaban infectados por el virus de la hepatitis C.

d) Otras hepatopatias crénicas:

En este grupo no se detect6 ningun caso de déficit de alfa-1-antitripsina.
Catorce pacientes fueron diagnosticados de hepatopatia cronica de origen endlico como
causa de la sobrecarga férrica.
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En comparacion con el grupo de homocigotos H63D, solo se objetivaron diferencias en

el portecentaje de sujetos con hepatopatia de origen endlico.

H63D Sin mutaciones Significacion
Hepatitis VHB 0 (0%) 0 (0%) --
Hepatitis VHC 9 (4,6%) 8 (5,6%) p=0,803
Porfiria 6 (3,1%) 7 (4,9%) p=0,569
Déficit alfa 1 antitripsina 1 (0,5%) 0 (0%) --
Hepatopatia alcohodlica 5 (2,6%) 14 (9,72%) p=0,005
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Tabla 6.- Variaciones en la ferritina e IST segun diferentes factores de confusion asociados a hiperferritinemia:

Pacientes sin mutaciones

Homozigotos H63D

Ferritina p IST p Ferritina p IST p

Sexo 0,90 0,30 <0,001 0,002
Hombres 598 (604) 39,3 (19,6) 453 (406) 45,0 (19,1)
Mujeres 582 (619) 45,8 (25,2) 130 (156) 35,1 (17,4)
Edad 0,025 0,093 <0,001 0,87

< 50 afios 706 (699) 37,3 (21,1) 289 (257) 42,7 (18,2)

> 50 afios 481 (464) 43,3, (21,2) 513 (510) 42,2 (20,7)
IMC 0,37 0,25 0,019 0,74
<25 Kg/m2 681 (693) 40,7 (22,8) 299 (291) 42,3 (18,9)
> 25 Kg/m2 553 (338) 34,9 (14,9) 421 (325) 41,3 (16,5)
Consumo alcohol 0,051 0,04 0,004 0,024
< 60 gramos 508 (346) 38,2 (21,3) 336 (307) 40,7 (16,2)
> 60 gramos 856 (1014) 46,5 (20,3) 663 (721) 58,0 (32,8)
Esteatosis 0,029 0,022 0,026 0,45
No 481 (308) 45,6 (24,4) 321 (410) 41,7 (19,5)
Si 677 (728) 37,2 (18,2) 447 (341) 43,8 (18,8)
Otras hepatopatias -- --
No 596 (40) 40,3 (21,3) 329 (274) 40,7 (16,1)
VHC -- -- 624 (546) 0,10 41,7 (18,1) 0,04
Porfiria - -- 651 (696) 0,48 63,1(34,1) 0,11
Alcoholica -- -- 1171 (1272) 0,013 82,1(37,4) 0,003
PCR 0,85 0,74 0,73 0,45
<12 mg/L 579 (405) 38,8 (21,0) 364 (323) 41,8 (18,2)
> 12 mg/L 514 (174) 31,8 (7,1) 388 (572) 44,6 (22,7)
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2.- SIGNOS Y SINTOMAS CLINICOS

Las artralgias y la astenia fueron los sintomas mas frecuentes. Con respecto a las

primeras, se localizaron mas frecuentemente en rodillas y pequefas articulaciones de las manos.

En la exploracion fisica se detectaron 21 casos de hepatomegalia. En 9 pacientes

media aproximadamente 3 cm, en 6 pacientes, 4 cm, en 4,5 cm, y en 2, 7 cm. La proporcion de

sujetos con hepatomegalia fue superior a la de los homocigotos H63D, lo que podria estar

relacionado, entre otros factores, con un mayor consumo de alcohol en el grupo sin mutaciones.

Los 3 casos que presentaban ascitis correspondieron a pacientes con hepatopatia

cronica de origen endlico en los que se objetivaron, ademas, otros signos de hipertension portal.

La bilirrubina media en los pacientes con ictericia fue 4,95 mg/dL.

H63D Sin mutaciones p

Ascitis -- 3 (2,1%) 0,079
Edemas 1 (0,5%) 4 (2,8%) 0,17
Diatesis hemorragica 43 (22,6%) 27 (18,8%) 0,083
Ictericia 1 (0,5%) 4 (2,8%) 0,17
Coluria 5 (2,6%) 7 (4,9%) 0,28
Prurito 31 (16,4%) 19 (13,4%) 0,45
Hepatomegalia 15 (7,9%) 26 (18,2%) 0,005
Eritrosis palmar 8 (4,2%) 7 (4,9%) 0,77
Hiperpigmentacion 2 (1,1%) 4 (2,8%) 0,51
Heridas

) _ 1 (0,6%) 3(2,9%) 0,15
microtrumatismos
Astenia 52 (27,5%) 28 (20,4%) 0,14
Artralgias 68 (35,8%) 41 (28,5%) 0,16
Impotencia (varones) 24 (16,9%) 19 (16,0%) 0,84
Disminucion de la libido 31 (19,1%) 21 (26,3%) 0,21
Hipertricosis 2 (1,1%) 3 (2,1%) 0,66
Ampollas 1 (0,5%) 3 (2,1%) 0,19
Cicatrices 1 (0,5%) 4 (2,8%) 0,17
Dolor abdominal 15 (7,9%) 18 (2,5%) 0,17
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3.- RESULTADOS ANALITICOS

En el grupo de pacientes sin mutaciones relacionadas con sobrecarga de hierro, la
ferritina media fue 595,57 ng/dL. Este valor fue significativamente superior al que presentaron los
homocigotos H63D (p< 0,000). La saturacién de la transferrina sin embargo, resulté mas elevada
en el grupo H63D, si bien la diferencia no fue estadistica ni clinicamente significativa. Los niveles

de hierro sérico en ambos grupos resultaron muy similares (116,90 vs 117,72)

En comparacion con los homocigotos C282Y, los valores de ferritina y saturacion de la
transferrina fueron significativamente inferiores (595,57 ng/mL vs 980,85 ng/mL y 40,33% vs

82,68% respectivamente).

Los valores medios de GOT, GPT y en particular de GGT resultaron por encima del
limite alto de la normalidad. Los parametros de coagulacion, la bilirrubina, el numero de

plaquetas y la funcion renal media fueron normales.

El colesterol total y los triglicéridos resultaron, con respecto a los pacientes H63D,

significativamente mas elevados (p= 0,033 y p< 0,033 respectivamente).

H63D Sin mutaciones p
Hematies, 10°/uL 4,821 (4,638) 4,789 (5,293) 0,55
Hematocrito, % 43,81 (3,54) 43,71 (4,01) 0,80
Hemoglobina, g/dL 15,2 (1,3) 15,0 (1,4) 0,32
VCM, fL 91,2 (5,4) 91,6 (6,4) 0,55
Leucocitos, n/uL 6681 (1732) 6723 (1699) 0,83
PMN, n/uL 4045 (4229) 3814 (1428) 0,53
Linfocitos, n/uL 2226 (1395) 2187 (689) 0,76
Monocitos, n/pL 522 (160) 540 (188) 0,35
Plaquetas, n/uL 228305 (61119) 215215 (67363) 0,065
Fe serico, pug/dL 117 (41) 118 (54) 0,875
Transferrina, mg/dL 224,7 (38,9) 241,9 (48,7) <0,000
IST, % 42,5 (19,1) 40,3 (21,3) 0,338
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Ferritina, ng/mL 372,1 (385,8) 595,6 (604,6) <0,000
H63D Sin mutaciones p
Activ. Protrombina, % 95 (10) 94 (13) 0,15
Fibrindgeno, mg/dL 302,3 (78,7) 300,8 (98,4) 0,88
Bilirrubina, mg/dL 0,8 (0,5) 1,0 (0,9) 0,070
GOT, U/L 26 (18) 43 (47) <0,001
GPT, U/L 38 (35) 55 (51) 0,001
GGT, U/L 45,3 (53,1) 121,1 (329,6) 0,007
Fosfatasa Alcalina, U/L 92 (77) 111 (86) 0,039
Albumina, g/dL 4,42 (0,34) 4,40 (0,46) 0,67
H63D Sin mutaciones p
TSH, Ul/mi 1,84 (0,67) 253,5 (888,5) 0,13
T4 libre, Ul/ml 1,08 (0,21) -- --
T3 libre, Ul/ml 3,21 (0,49) -- --
FSH, Ul/ml 11,7 (18,5) 9,2 (12,2) 0,57
LH, Ul/ml 6,55 (8,11) 5,44 (6,35) 0,08
17-beta-Estradiol, pg/mL hombre: 25,95 (11,1) 27,10 (13,48) 0,48
mujer: 80,74 (120,0) 41,00 (11,31)
Testosterona, ng/dL hombre: 519,3 (201,6) 553,0 (252,3) 0,57
mujer: 37,9 (14,2) 28,10 (7,31)
H63D Sin mutaciones p
Creatinina, mg/dL 0,9 (0,2) 0,9 (0,2) 0,16
Urea, mg/dL 35 (9) 33(9) 0,027
Colesterol, mg/dL 192 (28) 216,4 (75,1) <0,001
HDL colesterol, mg/dL 48,4 (17,5) 50,59 (15,12) 0,08
LDL colesterol, mg/dL 116 (39) 50,6 (15,1) 0,43
Triglicéeridos, mg/dL 117 (90) 154 (211) 0,033
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Proteinas totales, g/dL
Alfal
Alfa 2
Beta
Gamma
Inmunoglobulina G, mg/dL
Inmunoglobulina A, mg/dL
Inmunoglobulina M, mg/dL
Alfa-1-antitripsina, mg/dL
Alfa fetoproteina, Ul/mL
Porfirinas totales, ug/24 h
Uroporfirinas, pg/24 h
Coproporfirinas, ug/24 h
Ceruloplasmina, mg/dL
Cobre sérico, pg/dl
Proteina C reactiva, mg/L
Glucosa, mg/dL

Hemoglobina glicosilada, %

7.2 (0,4)
0,25 (0,40)
1,05 (1,63)
1,08 (1,67)
1,34 (1,99)
1093 (236)
242 (120)

113 (58)

126 (54)
2,88 (2,22)
109 (186)

37,2 (130,8)
72,8 (60,9)

25,1 (5,0)
79,2 (18,0)

3,5 (3,5)

98 (19)

5,4 (0,6)

7.3(0,5)
0,23 (0,37)
0,78 (0,13)
0,88 (0,18)
1,12 (0,41)
1150 (378)
293 (208)
121 (92)
179 (148)
4,64 (7,26)
193 (586)
95,5 (469,7)
98,1 (125,8)
24,9 (5,1)
78,4 (18,4)
3,9 (4,3)
110 (33)
5,7 (1,0)

0,001
0,58
0,028
0,10
0,15
0,12
0,012
0,39
0,22
0,016
0,16
0,12
0,057
0,77
0,72
0,54
<0,001
0,027

4.- SOBRECARGA FERRICA BIOQUIMICA Y PARENQUIMATOSA

4.1-Sobrecarga bioquimica de hierro

El 25% de los pacientes (36) presentaron valores de ferritina y saturaciéon de la

transferrina superiores a los niveles que previamente se establecieron como clinicamente

significativos (IST > 45% y ferritina > 300 ng/mL en hombres o > 200 ng/mL en mujeres).

La ferritina media, en los pacientes que cumplieron ambos requisitos (elevacion

significativa de ferritina e IST), fue 959 ng/mL, mientras que en el grupo que no los cumplia fue

475 ng/mL. La saturacién de la transferrina media Unicamente fue superior al 45% en el primer

grupo, lo que refleja que aquellos pacientes que no reunieron ambas condiciones, lo hicieron en

su mayoria por no alcanzar el porcentaje establecido para el IST.

El grupo de homocigotos H63D, presentd un porcentaje de casos con exceso bioquimico
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de hierro superior al del grupo sin mutaciones, sin embargo esta diferencia no alcanzé

significacion estadistica (p= 0,434).

Frecuencia Porcentaje
Sobrecarga bioquimica No 104 12,2%
ga blod Si 36 25,0%
Sin sobrecarga bg Con sobrecarga bq Significacién
H63D 150 (78,1% 42 (21,9%
(78,1%) (21,9%) p= 0,434
Sin mutaciones 104 (72,2%) 36 (25,0%)

Ferritina mayor de 1000

Diecinueve pacientes (13,2%) presentaron valores de ferritina por encima de 1000
ng/mL. En comparacion con los homocigotos H63D este resultado resultd estadisticamente
significativo (p < 0,008).

Ocho pacientes con ferritina > 1000 ng/mL mostraron sin embargo un IST < 45%. En 10

de los 19 casos se llevd a cabo una biopsia hepatica.

< 1000 ng/mL > 1000 ng/mL Significacion
H63D 183 (95,3% 9 (4,7%
(95,3%) (4.7%) b= 0,008
Sin mutaciones 123 (85,4%) 19 (13,2%)

4.2. Sobrecarga férrica parenquimatosa

Con el fin de determinar las implicaciones a nivel histologico del exceso bioquimico de
hierro, se analizaron los resultados de las biopsias hepaticas y resonancias realizadas.

Al igual que en los grupos anteriormente analizados, se establecié como clinicamente
significativa una concentracion de hierro superior a 60 micromol/g medida mediante resonancia

magnética o equivalente al grado -1V de la escala de Scheuer en la biopsia .
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El 9% de los pacientes a los que se les realizd una resonancia (13), presentaron a nivel

parenquimatoso una concentracion excesiva de hierro.

Frecuencia Porcentaje global Porcentaje RM
Hierro < 36 mcmol/gr 15 10,4% 39,47%
Hierro > 60 mcmol/gr 13 9,0% 34,21%
Hierro 36-60 mcmol/gr 10 6,9% 26,31%
Sub-total 38 26,3% 100%
Resonancia no realizada 106 73,6%
Total 144 100%

En comparacion con el grupo H63D, estas diferencias no resultaron estadisticamente

significativas (p = 0,688 ).

< 60 mcmol/gr > 60 mcmol/gr Significacion
H63D 48 (95,3%) 30 (4,7%)
p= 0,688
Sin mutaciones 25 (17,36%) 13 (9,30%)

Se realizaron 34 biopsias hepaticas. Tres muestras fueron insuficientes para establecer

un diagndstico histologico.

Ningun paciente en este grupo presentd una concentracion de hierro equivalente al

grado |V de la escala de Scheuer.

Frecuencia Porcentaje
0 16 11,1%
1/1V 10 6,9%
/v 2 1,4%
/v 2 1,4%
vV /1v 0 0%
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Total 30 20,8%
Biopsia no realizada o insuficiente 114 79,2%
Total 144 100%

La sobrecarga bioquimica de hierro se correlaciond con una sobrecarga modera a nivel
parenquimatoso.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Sinsobrecarga Con sobrecarga Sin sobrecarga Con sobrecarga
bioquimica bioguimica bioquimica bioquimica

H63D Control

En comparacion con los homocigotos H63D, el porcentaje de siderosis parenquimatosa
significativa (grados IlI-IV) no fue estadisticamente diferente. Sin embargo, hay que destacar que

el nimero de pacientes incluidos en esta categoria en ambos grupos fue muy pequefio.

Siderosis 0-11 Siderosis IlI-IV Significacion
H63D 26 (13,54% 1 (0,52% .
) ) ( ) ( ) p= 1 (Fisher)
Sin mutaciones 28 (19,44%) 2 (1,39%)

4.3- Hipertension portal

Solo 4 pacientes al inicio del seguimiento presentaban datos de HTP. No se objetivaron

diferencias estadisticamente significativas con respecto a grupo H63D, si bien, al igual que en los
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resultados anteriormente sefialados, el escaso numero de pacientes en ambos grupos podria

condicionar la representatividad de los resultados.

Tres de los 4 pacientes con HTP presentaban cirrosis de origen endlico, y el cuarto de

hepatitis cronica por virus C.

Sin datos de HTP Datos de HTP Significacion
H63D 186 (96,87% 6 (3,12% _
( ) ( ) p= 1 (Fisher)
Sin mutaciones 140 (97,22%) 4 (2,77%)
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RESULTADOS GLOBALES

Se incluyeron en el estudio 445 pacientes clasificados en 3 grupos:
-192 (43,1%) homocigotos H63D
-109 (24,5%) homocigotos C282Y

-144 (32,4%) con estudio genético negativo para ambas mutaciones

M Homozigoto H63D
B Homozigoto C282Y
[JSin mutaciones

1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y CARACTERISTICAS BASALES

Los 3 grupos fueron comparables en cuanto a sus caracteristicas basales excepto en las

siguientes variables:

La edad media del grupo H63D fue significativamente menor que la de los sujetos sin

mutaciones.
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El porcentaje de varones homocigotos C282Y fue significativamente menor que el del

grupo con estudio genético negativo.

Como era de esperar, el porcentaje de pacientes sin alteraciones genéticas remitidos por
antecedentes familiares de hemocromatosis como motivo de consulta fue significativamente

inferior al de los otros dos grupos.

Tabla 7 . Descriptivos de edad y sexo

Sin mutaciones H63D C282y
Edad, media (DE) 50,2 (13,9) 44,9 (16,4) 46,2 (12,8)
Sexo, n(%o) X
Hombres 120 (83,35) 144 (75%) 67 (61,5%)
Mujeres 24 (16,7%) 48 (25%) 42 (38,5%)
Motivo derivacion: X X
Sobrecarga férrica 138 (95,8%) 138 (71,9%) 75 (68,8%)
Antecedentes familiares 6 (4,2%) 54 (28,1%) 34 (31,2%)

*: p<0,005 respecto al grupo de pacientes sin mutaciones

Con respecto a la distribucion de factores de riesgo cardiovascular, Unicamente se
objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de colesterol, que fueron

mayores en los pacientes sin mutaciones.

Tabla 8.Distribucion de los factores de riesgo cardiovascular

Sin H63D C282Y p
mutaciones
IMC 27,240 26,8+4,1 26,2+3,7 0,23
Normopeso (18,5-24,9 26 (26,8%) 58 (36,5%) 35 (40,2%) 0,27
Kg/m2)
Sobrepeso (25-29,9 Kg/m2) | 46 (47,4%) 72 (45,3%) 37 (42,5%)

Obesidad clase 1
(30-34,9 Kg/m2)
Obesidad clase 11
(35-39,9 Kg/m2)

22 (22,7%)

3 (3,1%)

22 (13,8%)

7 (4,4%)

14 (16,1%)

1 (1,1%)
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Colesterolemia 216,4+75,1 191,9+37,8 187,5+40,8 <0,001
Colesterol-LDL 141,4+42,0 118,9+34,6 112,5+£32,0 <0,001
Colesterol-HDL 50,6+15,1 48,4+17,5 54,4+18,9 0,27
Glucemia alt. en ayunas nd 23 (12,4%) nd

Diabetes Mellitus Tipo Il nd 24 (12,9%) nd

Sindrome Metabolico nd 18 (11,7%) nd

Hipertension arterial nd 34 (18,3%) nd

*: p<0,05 respecto al grupo de Normales
nd: no disponible
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2. SIGNOS Y SINTOMAS CLINICOS

La mayoria de los pardmetros clinicos analizados se distribuyeron de forma homogénea

entre los 3 grupos. Unicamente las diferencias entre los porcentajes de artralgias, pigmentacion

cuténea y diatesis hemorragica resultaron estadisticamente significativas.

Tabla 9 .Signos y sintomas clinicos

Sin H63D C282Y p
mutaciones

Ascitis 3(2,1%) -- -- 0,04
Edemas 4 (2,8%) 1 (0,5%) 2 (1,9%) 0,25
Diatesis hemorragica 27 (18,8%) 43 (22,6%) 5 (4,6%) <0,001
Ictericia 4 (2,8%) 1 (0,5%) 2 (1,8%) 0,26
Coluria 7 (4,9%) 5 (2,6%) 2 (1,8%) 0,34
Prurito 19 (13,4%) 31 (16,4%)  18(20%) 0,41
Hepatomegalia 19 (13,2%)  20(10,5%) 11 (10,1%) 0,67
Eritrosis palmar 7 (4,9%) 8 (4,2%) 6 (5,6%) 0,87
Hiperpigmentacion cutanea 14 (9,7%) 2 (1,1%) 10 (9,2%) 0,001
Heridas por

microtrumatismos 3(29%) 1(0.6%) - o
Astenia 28 (20,4%) 52(27,5%) 19(17,6%) 0,11
Artralgias 41 (28,5%) 68(35,8%) 48 (44,4%) 0,032
Impotencia (varones) 19 (16,0%) 24 (16,9%) 15 (22,7%) 0,48
Disminucién de la libido 21 (26,3%)  31(19,1%) 23(32,4%) 0,079
Hipertricosis 3 (2,1%) 2 (1,1%) 3 (2,8%) 0,54
Ampollas 3 (2,1%) 1 (0,5%) -- 0,17
Cicatrices 4 (2,8%) 1 (0,5%) -- 0,067
Dolor abdominal 18 (2,5%) 15 (7,9%) 17 (15,7%) 0,11
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3. PARAMETROS RELACIONADOS CON EL METABOLISMO DEL HIERRO

Los pacientes homocigotos C282Y presentaron datos de sobrecarga férrica en base a

parametros bioquimicos (IST, hierro y ferritina) superiores al resto de los grupos.

Sin mutaciones H63D C282Y p
Fe serico, pug/dL 118 (54) 117 (41) 180 (49) <0,001
IST, % 40,3 (21,3) 42,5 (19,1) 82,7 (24,0) <0,001
Ferritina, ng/mL 595,6 (604,6) 372,1 (385,8) 980,9 (973,1) <0,001

Los pacientes homocigotos H63D presentaron de forma global una correlacién lineal
estadisticamente significativa entre la concentracion de ferritina y la edad. El indice de saturacion

de la transferrina, no obstante, no mostré practicamente ninguna progresion a lo largo del

tiempo.
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En comparacién con los otros 2 grupos, los homocigotos C282Y, presentaron una
tendencia significativamente mayor al aumento de ferritina con la edad. En cambio, la saturacion
de transferrina muestra una correlacién lineal negativa con el tiempo en este grupo (disminucion

del porcentaje de saturacion con la edad).
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En relacién con los factores asociados a hiperferritinemia secundaria, la proporcion de

pacientes con una ingesta perjudicial de alcohol, asi como el porcentaje de esteatosis fue mayor

en el grupo de sujetos sin mutaciones.

Tabla10. Distribucion de factores asociados a hiperferritinemia secundaria

Sin H63D C282Y p
mutaciones
Consumo de alcohol > 60 g 36 (25,0%)  21(10,9%) 14 (13,0%) 0,001
Esteatosis hepética 86 (60,1%) 79 (41,6%) 36 (33,3%) <0,001
VHC 13 (11,1%) 10 (5,3%) 4 (3,7%) 0,053
Porfiria 7 (4,9%) 6 (3,1%) 1 (0,9%) 0,21
Déficit de a-1-antitripsina -- 1 (0,5%) 1 (0,9%) 0,68
Proteina C reactiva, mg/L 3,9 (4,3) 3,5(3,5) 5,3 (12,8) 0,18
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Tabla 11. Estudio de la relacion entre ferritina e ist y otros factores relacionados con sobrecarga férrica

Pacientes sin mutaciones

Homozigotos H63D

Homozigotos C282Y

Ferritina p IST p Ferritina p IST p Ferritina p IST p
Sexo 0,90 0,30 <0,001 0,002 <0,001 0,009
Hombres 598 (604) 39,3 (19,6) 453 (406) 45,0 (19,1) 1296 (1053) 87,6 (23,1)
Muijeres 582 (619) 458 (25,2) 130 (156) 35,1 (17,4) 486 (550) 75,2 (23,7)
Edad 0,025 0,093 <0,001 0,87 0,19 0,63
<50 afios 706 (699) 37,3 (21,1) 289 (257) 42,7 (18,2) 892 (782) 84,0 (23,5)
> 50 afios 481 (464) 43,3, (21,2) 513 (510) 42,2 (20,7) 1185 (1234) 81,5 (25,3)
IMC 0,37 0,25 0,019 0,74 0,76 0,22
< 25 Kg/m2 681 (693) 40,7 (22,8) 299 (291) 42,3 (18,9) 1070 (1154) 86,2 (23,4)
> 25 Kg/m2 553 (338) 34,9 (14,9) 421 (325) 41,3 (16,5) 1002 (881) 79,6 (24,8)
Consumo de alcohol 0,051 0,04 0,004 0,024 0,13 0,35
< 60 gramos 508 (346) 38,2 (21,3) 336 (307) 40,7 (16,2) 964 (1007) 83,7 (24,1)
> 60 gramos 856 (1014) 46,5 (20,3) 663 (721) 58,0 (32,8) 1153 (726) 77,0 (24,0)
Esteatosis hepatica 0,029 0,022 0,026 0,45 0,15 0,76
No 481 (308) 45,6 (24,4) 321 (410) 41,7 (19,5) 887 (887) 82,2 (23,8)
Si 677 (728) 37,2 (18,2) 447 (341) 43,8 (18,8) 1178 (1121) 83,7 (24,8)
Otras hepatopatias - -
No 596 (40) 40,3 (21,3) 329 (274) 40,7 (16,1) 970 (988) 82,3 (24,1)
VHC - - 624 (546) 0,10 41,7 (18,1) 0,04 1534 (554) 0,049  102,8(135) 0,063
Porfiria - - 651 (696) 0,48 63,1 (34,1) 0,11 1667 (--) 0,35 1014 (-)  0,47-
Alcohdlica - - 1171 (1272) 0,013  82,1(37,4) 0,003 509 (--) 0,74 68,9 (--) 0,60
Proteina C Reactiva 0,85 0,74 0,73 0,45 0,008 0,20
<12 mg/L 579 (405) 38,8 (21,0) 364 (323) 41,8 (18,2) 998 (876) 82,7 (24,1)
> 12 mg/L 514 (174) 31,8 (7,1) 388 (572) 44,6 (22,7) 3129 (1920) 100,9 (12,2)
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4.- RESULTADOS ANALITICOS

Se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios de

transaminasas y GGT entre los 3 grupos. La bilirrubina, FA y numero de hematies fueron

estadisticamente diferentes, si bien estas variaciones no resultan clinicamente relevantes.

Tabla 12. Resultados analiticos principales

Sin mutaciones H63D C282Y p

Hematies, 106/uL 4,789 (5,293) 4,821 (4,638) 4,646 (4,106) 0,008
Hematocrito, % 43,71 (4,01) 43,81 (3,54) 47,05 (35,35) 0,25
Hemoglobina,

15,0 (1,4) 15,2 (1,3) 15,1 (1,4) 0,60
g/dL
Plaquetas, n/pL 215215 (7363) 228305 (61119) 216524 (56824) 0,11
Activ.

) 94 (13) 95 (10) 94 (13) 0,36

Protrombina
Bilirrubina,

1,0 (0,9) 0,8 (0,5) 0,7 (0,4) 0,007
mg/dL
GOT, U/L 43 (47) 26 (18) 32 (26) <0,001
GPT, U/L 55 (51) 38 (35) 49 (57) 0,003
GGT, U/L 121,1 (329,6) 45,3 (53,1) 45,9 (115,7) 0,001
Fosfatasa Alc, U/L 111 (86) 92 (77) 127 (81) 0,001
AlbUmina, g/dL 94 (13) 95 (10) 94 (13) 0,36

Resultados expresados como media (desviacion estandar)

5.- SOBRECARGA FERRICA BIOQUIMICA Y PARENQUIMATOSA

El grupo de homocigotos C282Y presentd porcentajes significativamente superiores de

sobrecarga bioquimica (Ferritina e IST elevados simultaneamente), y parenquimatosa de hierro

(cuantificada mediante resonancia o biopsia).
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Tabla 13. Sobrecarga bioquimica de hierro

No Si
H63D 150 (78,1%) 42 (21,9%)
C282Y 19 (17,9%) 87 (82,1%)
Sin mutaciones 104 (74,3%) 36 (25,7%)
Significacion bilateral Chi cuadrado: 0,000
Tabla 14. Sobrecarga histoldgica de hierro
No Si
H63D 164 (85,4%) 28 (14,6%)
C282Y 56 (51,4%) 53 (48,6%)

Sin mutaciones

122 (84,7%)

103 (23,1%)

Significacion bilateral Chi cuadrado: 0,000

6. ANALISIS MULTIVARIANTE

Se llevé a cabo una regresion lineal multiple, para determinar qué factores se asocian de

forma independiente a sobrecarga férrica bioquimica y parenquimatosa.

Con respecto al aumento conjunto de ferritina e IST, las variables que alcanzaron

significacion estadistica en el andlisis fueron: presencia de otras hepatopatias y homocigosis

C282Y. Esta ultima variable también resulté estadisticamente significativa en el modelo de

regresion de sobrecarga parenquimatosa.

SOBRECARGA BIOQUIMICA | Coef. B Error tipico  Significacion
-Consumo de alcohol 0,210 0,120 0,083
-Sindrome metabdlico 0,109 0,104 0,299
-Sexo 0,131 0,079 0,100
-Edad (< 0 > 50 afos) 0,160 0,143 0,097
-Otras hepatopatias 0,062 0,031 0,047
-Homocigosis H63D 0,230 0,102 0,106
-Sin mutaciones 0,103 0,098 0,085
-Homocigosis C282Y 0,043 0,041 0,003
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S. PARENQUIMATOSA Coef. B Error tipico  Significacion
-Consumo de alcohol 0,210 0,120 0,083
-Sindrome metabolico 0,109 0,104 0,299
-Sexo 0,131 0,079 0,100
-Edad (< 0 > 50 afios) 0,160 0,143 0,097
-Otras hepatopatias 0,062 0,031 0,047
-Homocigosis H63D 0,230 0,102 0,106
-Sin mutaciones 0,103 0,098 0,085
-Homocigosis C282Y 0,043 0,041 0,003

7. CALCULO DEL PODER ESTADISTICO

Dado que no se calculd a priori el tamafio muestral, se realizé posteriormente un analisis

del poder estadistico del estudio en funcion de la magnitud del efecto a detectar. Tanto para la

comparacion entre dos propociones (porcentajes de sobrecarga bioquimica y parenquimatosa de

hierro) , como para la comparacion entre 2 medias (niveles de ferritina e IST), la potencia del

estudio para detectar diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de homocigotos

H63D y cada uno de los dos grupos controles fue adecuada (80-100%).
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La mutacién C282Y constituye la principal alteracion genética relacionada con la
Hemocromatosis Hereditaria. Sin embargo, la sustitucion de Histidina por Aspartato en la

posicion 63 del gen HFE podria ejercer también un papel relevante en la sobrecarga de hierro.

Actualmente no disponemos de evidencias suficientes que permitan demostrar que los
sujetos homocigotos H63D presenten un mayor riesgo de desarrollar sobrecarga férrica
significativa en ausencia de otros factores predisponentes. Ademas, entre los diversos estudios
publicados existen diferencias metodolégicas que dificultan la comparacién entre los mismos y la

generalizacion de los resultados.

La heterogeneidad de los trabajos, surge fundamentalmente de la variabilidad en el
origen de las muestras de poblacién analizadas y en la identificacion y estudio de otros factores

asociados a hemocromatosis secundaria.

En primer lugar, con respecto a la seleccion de los sujetos, los estudios realizados con
individuos que inicialmente presentan datos clinicos o bioquimicos de sobrecarga de hierro
parecen objetivar con mayor frecuencia diferencias significativas a favor de un aumento de los
parametros férricos en los pacientes homocigotos H63D (De Diego et al., 2007; Aguilar-Martinez et al.,
2001; Samarasena et al., 2006; Cassanelli et al., 2001; Brandhagen et al., 2001). Por su parte, los trabajos
realizados con muestras de poblaciéon asintomatica (donantes de sangre por ejemplo),
encuentran menos probable la asociacion entre esta mutacion y el incremento de los depositos
de hierro (Jackson et al., 2001; Gochee et al., 2002; Sanchez et al., 2003; Olynik et al., 1999). Este hecho
podria estar relacionado con la presencia de ciertos modificadores genéticos no identificados, o
con la existencia de otros factores determinantes de sobrecarga de hierro secundaria. En
particular, el consumo de alcohol, el sindrome metabdlico, las hepatitis crénicas virales o la
presencia de esteatosis entre otros, se relacionan con un aumento de estos parametros, y se
describen o analizan de forma muy variable en los distintos estudios publicados. Por este motivo,
en nuestro trabajo se puso especial interés en identificar estos factores y analizar su influencia

en los resultados antes de establecer conclusiones definitivas.

Dado que las guias de practica clinica actuales no recomiendan la realizacién de
pruebas de cribado poblacional en la HH, hoy en dia la determinacion de las mutaciones H63D y
C282Y solo se lleva a cabo en individuos que presentan antecedentes familiares de

hemocromatosis o0 datos clinico-analiticos de sobrecarga férrica. Estos sujetos constituyen la
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poblacion de referencia de nuestro estudio, a la que se pretende extrapolar los resultados

obtenidos en la muestra de sujetos analizados.

Después de la valoracion e interpretacion de la informacion obtenida, no se ha podido
establecer una asociacion significativa entre el aumento de los depésitos de hierro y la presencia
de la mutacion H63D en ambos alelos del gen HFE. No se objetivaron diferencias significativas a
este respecto entre los portadores homocigotos de dicha mutacion y los sujetos sin alteraciones

genéticas.

No obstante se ha podido objetivar un aumento progresivo con la edad de parametros
indicativos de sobrecarga férrica, al igual que ocurre en los pacientes homocigotos C282Y ., si

bien con valores inferiores a este ultimo grupo.

Como era previsible, el grupo de homocigotos C282Y fue el que presentd los valores de
hierro sérico y parenquimatoso mas elevados. Este hecho, ademas, no se vio modificado por la

presencia de otros factores asociados a hiperferritinemia.

En todos los casos, las mutaciones H63D y C282Y fueron determinadas al presentar los
sujetos incluidos antecedentes familiares de HH o datos clinicos o bioquimicos de sobrecarga
férrica. Por este motivo, era previsible que los parametros relacionados con el metabolismo del
hierro, como la ferritina y el IST, resultaran de forma global, superiores a los de la poblacion

general.

A continuacion se procederé a analizar detalladamente el significado y las implicaciones
derivadas de los resultados obtenidos en el grupo de homocigotos H63D, comparandolos a su
vez con los pacientes homocigotos C282Y, los sujetos sin mutaciones y otros estudios

relevantes relacionados con este tema.
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1. SOBRECARGA FERRICA BASADA EN PARAMETROS BIOQUIMICOS

1.1. Resultados del grupo H63D

En el grupo de sujetos homocigotos H63D, se obtuvo una concentracion media de
ferritina de 372,1 + 385,8 mg/dL (SD) (mediana 302,35) y un indice de saturacién de la
transferrina del 42,5% + 19,1 (SD) (mediana 39,18). Los valores de ferritina fueron superiores en
los sujetos de mayor edad, y en aquellos que fueron estudiados por antecedentes personales de
sobrecarga férrica. Los valores de hierro sérico resultaron normales, al igual que las

transaminasas, la bilirrubina y la GGT.

El IST por debajo del limite alto de la normalidad traduce una sobrecarga férrica leve al

menos en lo que respecta a la medicion de parametros bioquimicos en este grupo de pacientes.

Otras publicaciones tampoco han podido demostrar un aumento significativo de los
depdsitos de hierro. Asi, en el trabajo presentado por de Gochee y cols se analizaron las
caracteristicas de un grupo de 2531 sujetos, entre los que identificaron 62 homocigotos H63D.
Al igual que en nuestro estudio, la concentracién media de ferritina en estos pacientes fue similar
a la del grupo con estudio genético negativo. El IST, sin embargo, resultd significativamente
mayor en los pacientes homocigotos (H63D: 35,1% en hombres y 29,6% en mujeres vs sujetos
sin mutaciones: 28,4% y 25,0% respectivamente), pero, a pesar de que estos resultados
alcanzaron significacion estadistica, en ambos grupos los valores se encontraba por debajo del
limite alto de la normalidad, por lo que las diferencias obtenidas no resultan clinicamente
relevantes. Aunque el 15% de los homocigotos presentd un IST >45% y el 36%, valores de
ferritina superiores a 300 ng/mL, sélo 3 pacientes (9%) presentaron una elevacién simultanea de

ambos parametros (Gochee et al., 2002).

Los valores de ferritina e IST resultaron inferiores a los objetivados en nuestro estudio.
Estas diferencias podrian deberse a que mientras que nuestros pacientes presentaban
antecedentes familiares o personales de sobrecarga férrica, Gochee llevo a cabo un trabajo de
base poblacional con sujetos no seleccionados procedentes de la ciudad australiana de

Busselton.
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Otras publicaciones, como la llevada a cabo por De Diego y cols (De Diego et al., 2006),
presentan resultados mas dispares, si bien, diferencias metodoldgicas en el disefio de los

estudios, dificultan, como se comentd anteriormente, la comparacion entre los mismos.

De Diego y cols analizaron las caracteristicas de un grupo de 45 homocigotos H63D. El
andlisis genético fue solicitado por presentar todos ellos datos bioquimicos o clinicos de
sobrecarga férrica. Se compararon los valores de ferritina e IST con 127 controles sanos
donantes de sangre, obteniendo valores significativamente mas elevados en el grupo portador de
la mutacion. Concluyen que el genotipo H63D podria ser la causa primaria de la sobrecarga
férrica, si bien no pueden descartar que existan factores modificadores genéticos no

identificados.

En comparacion con nuestro trabajo, la concentracion de ferritina y el IST obtenidos
fueron mas elevados, si bien hay que tener en cuenta que en el grupo de De Diego no se
incluyeron familiares asintomaticos de pacientes con HH sino sélo pacientes remitidos por
presentar datos de sobrecarga férrica. Por otra parte, respecto al estudio de factores
relacionados con hiperferritinemia secundaria, unicamente se investigd la presencia de hepatitis
cronica C y el consumo excesivo de alcohol. No se tuvo en cuenta la posible contribucién de
otros factores como la esteatosis, procesos inflamatorios o el sindrome metabdlico, entre otros,
lo que podria haber influido en la determinacion de los pardmetros investigados. Al comparar
sujetos homocigotos H63D con datos de sobrecarga férrica con otros asintomaticos no
portadores de la mutacion, es razonable que las diferencias resulten significativas, por lo que es

dificil generalizar las conclusiones sugeridas por estos autores.

1.2 Resultados de los grupos comparativos:
1.2.1. Homocigotos C282Y:

En comparacion con el grupo H63D, los homocigotos C282Y presentaron unos niveles
de ferritina e IST més elevados. Estas diferencias resultaron estadisticamente significativas:
Ferritina/IST C282Y: 980/82,7% vs H63D 372/42,5% (p<0,001 en ambos casos).

Este resultado, aln antes de analizar la influencia de otros factores asociados a

hiperferritinemia, indica que el condicionante genético de la mutacién C282Y en la sobrecarga
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férrica, es mucho mayor que el aportado por el polimorfismo H63D. Esta conclusion concuerda
con el consenso general establecido en las principales guias de practica clinica de HH, en las
que la mutacion C282Y constituye la principal alteracion genética asociada a este trastorno (EASL

practice guidelines, 2010; Bacon et al., 2011).

Estudios realizados en Espafia como el publicado por Remacha y cols. (Remacha et al.,
2006), muestran resultados similares a los nuestros. Dichos autores, analizaron las caracteristicas
de un grupo de 54 pacientes homocigotos H63D, evidenciando un aumento moderado de los
parametros séricos relacionados con el depdsito de hierro. Sin embargo, este aumento resultd
significativamente menor que el objetivado en el grupo de homocigotos C282Y, y ademas, en la
mayoria de los casos, se identificé la contribucion de otros factores asociados a hiperferritinemia
secundaria. Al igual que en nuestro trabajo, los sujetos homocigotos H63D que no presentaban
dichos factores, apenas mostraron alteraciones en la concentracion de ferritina o el IST. Cabe
destacar, que la cohorte de pacientes analizada por Remacha y cols fue muy similar a la
nuestra, ya que todos los sujetos habian sido remitidos para estudio por presentar datos

bioquimicos de sobrecarga férrica o antecedentes familiares de HH.

Recientemente se han publicado nuevas evidencias que apoyan la teoria de que los
sujetos homocigotos H63D no presentan mayor riesgo de desarrollar sobrecarga férrica
clinicamente significativa (Adams et al., 2014; Kelley et al., 2014). Kelley y colaboradores analizaron de
forma retrospectiva una cohorte de 170 individuos portadores homocigotos de esta mutacion. En
el momento del diagnédstico genotipico, el 28.8% presentaba ferritina elevada (media £ SD:
501+829 ugl) y el 15.9% aumento del IST. De todos ellos, solo 3 pacientes mostraban ademés

datos de sobrecarga férrica clinicamente significativa.

1.2.2. Pacientes sin mutaciones:

Por su parte, el grupo de pacientes sin mutaciones mostrd unos niveles de ferritina
superiores a los del grupo H63D (H63D mediana: 302,35 vs 443, p<0,001). EI IST sin embargo,
resultd ligeramente menor, si bien esta diferencia no alcanzd significacion estadistica (H63D
mediana: 39,18% vs 34,75%). En cualquier caso, puesto que ambos valores se encuentran por
debajo del limite alto de la normalidad (<45%), esta diferencia carece también de relevancia

clinica.
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1.3 Elevacion simultanea de ferritina e IST

Dado que diversos procesos inflamatorios, metabolicos y neoplasicos pueden aumentar
los valores de ferritina, su especificidad de forma aislada para la detecciéon de HH es baja. Por
este motivo, también se analizd el porcentaje de pacientes que en cada grupo cumplia
simultdneamente criterios bioquimicos de sobrecarga férrica tanto por aumento del IST (> 45%),

como de la ferritina (> 200 ug/L en las mujeres o0 > 300 ug/L en los hombres).

Atendiendo a estos parametros, en el grupo de homocigotos H63D se identificaron 42
casos (21,9%) que cumplian ambos criterios. De todos ellos, 38 (90,47%) eran hombres y 18

(42,86%) tenian méas de 50 afios al diagnostico.

Se objetivaron datos de hipertension portal en 5 casos, de los cuales 1 fue diagnosticado

de hepatopatia crénica por VHC y los otros 4 de cirrosis enolica.

En 31 pacientes, se identificaron otras causas de hiperferritinemia secundaria (73,80%)
(tabla 52).

Tabla 15: Numero de sujetos homocigotos H63D que presentaban otros factores de

riesgo relacionados con hiperferritinemia.

NUmero de pacientes
Consumo de alcohol >60 gr/dia 10
Hepatitis cronica VHC 4
Esteatosis 22
Sindrome metabdlico 6
Porfiria hepato-cutanea 2

(Nota: En algunos casos, coexistian varios factores de forma simultéanea, por lo que el recuento

final de pacientes resulté 31)

Once pacientes con elevacion simultdnea de ferritina e IST, no presentaron otros
factores predisponentes. De estos, 5 mostraron ademas, datos de sobrecarga férrica medida

mediante resonancia o biopsia hepatica:
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Tabla 16: Pacientes con sobrecarga férrica bioquimica y parenquimatosa que no

presentaban otros factores asociados a hemosiderosis.

Paciente 1 Biopsia: Siderosis parenquimatosa leve (grado I). Minima esteatosis
Paciente 2 Biopsia: Siderosis parenquimatosa zonal periportal grado I1/1V
Paciente 3 Resonancia: Higado normal con pérdida difusa de la sefial en

secuencia T2 sugestivo de hemocromatosis

Paciente 4 Resonancia: Signos de sobrecarga férrica. Cuantificacion 62 pumol/gr.

No signos de esteatosis.

Paciente 5 Resonancia: Concentracion de hierro hepatico 214 umol/gr. Higado de

tamafo y morfologia normal, sin esteatosis.

Por tanto, en 5 homocigotos H63D (2,6% con respecto al total), se objetivaron datos
bioquimicos y parenquimatosos de sobrecarga férrica en ausencia de otras causas de
hiperferritinemia secundaria, por lo que en estos pacientes, el condicionante genético de la
mutacion H63D podria ser el responsable principal de la siderosis. No obstante no se puede

descartar la existencia de otros factores genéticos 0 adquiridos no detectados.

En todos estos casos se inici6 tratamiento mediante flebotomias periédicas, presentando

posteriormente mejoria de los parametros bioquimicos.

En comparacion con los otros grupos, tanto los homocigotos C282Y como los sujetos sin
mutaciones, presentaron mayores porcentajes de pacientes con ambos indices alterados, asi
como de individuos con concentraciones de ferritina superiores a 1000 pg/L. Este hecho podria

indicar una sobrecarga férrica mayor en estos grupos con respecto a los homocigotos H63D.

De los pacientes sin mutaciones, 36 (25%) mostraron aumento de ferritina e IST segun
los criterios anteriormente establecidos. Siguiendo el mismo analisis de factores asociados a
hiperferritinemia secundaria, en este grupo se identificaron 13 casos en los que la elevacion de
los parametros séricos no se pudo correlacionar con la presencia de otras hepatopatias,
consumo excesivo de alcohol o esteatosis. De estos, 4 (2,7%) presentaron datos de sobrecarga

férrica parenquimatosa en la biopsia o la resonancia hepatica.
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El porcentaje de pacientes con sobrecarga férrica de causa no identificada en los sujetos
sin mutaciones resultd muy similar al objetivado en los homocigotos H63D. La ausencia de
diferencias significativas a este respecto plantea la posibilidad de que en este grupo la existencia
de otros condicionantes no identificados pueda tener un papel patogénico mas relevante que la

propia mutacion.

2. SOBRECARGA FERRICA PARENQUIMATOSA: BIOPSIA HEPATICA Y
MAGNETICA

Con el fin de determinar las implicaciones del aumento de ferritina e IST a nivel
histolégico, se analizé la informacion relativa a la concentracion parenquimatosa de hierro

obtenida mediante biopsia o resonancia magnética con cuantificacion de hierro.

Tabla 17: Numero de resonancias magnéticas y biopsias realizadas en cada grupo.

Numero y porcentaje de individuos con sobrecarga férrica histoldgica.

Homocigotos Homocigotos Sin mutaciones
H63D Cc282Y
Resonancia 78 45 34
Biopsia 28 64 46
Exceso de hierro 21 (10,93%) 34 (31,19%) 15 (10,41%)
parenquimatoso

Como era previsible los homocigotos C282Y presentaron un depdsito patolégico de
hierro significativamente mayor que el de los otros 2 grupos, mientras que entre los homocigotos

H63D vy los sujetos sin mutaciones no se observaron diferencias significativas.

A pesar de que en el grupo sin mutaciones se objetivd una concentracion de ferritina
mas elevada que en los homocigotos H63D, este hecho no tradujo una mayor sobrecarga de

hierro a nivel hepatico.
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21.  Cirrosis e hipertension portal

Siete de los 192 portadores homocigotos de la mutacion H63D presentaron al
diagndstico datos de hipertension portal. En 4 de ellos, la causa de la cirrosis se atribuy6 al
consumo excesivo de alcohol, y en otros 2, al virus de la hepatitis C (uno de ellos presentaba
ademas infeccion por el VIH y porfiria hepatocutanea). El séptimo paciente presentaba esteatosis
hepatica y sindrome metabdlico, si bien en la biopsia realizada no se describieron datos de
esteatohepatitis como causa de la cirrosis. En ningun caso, la hipertension portal pudo

relacionarse exclusivamente con el aumento de ferritina e IST asociado a la mutacién H63D.

Tabla 18: Pacientes con datos de HTP en el momento del diagnostico.

Datos de HTP Total
No Si
H63D 185 7 (3,64%) 192
Grupo Cc282Y 106 3 (2,75%) 109
Sin mutaciones 140 4 (2,77%) 144
Total 433 12 445

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de HTP
entre los distintos grupos, si bien el pequefio nimero de casos podria condicionar la

representatividad de los resultados.

Actualmente, gracias a la disponibilidad de los test genéticos, el diagnostico de HH se
realiza en la mayoria de los casos previo al desarrollo de cirrosis e HTP. Por este motivo, el bajo
porcentaje de sujetos con HTP objetivado en el estudio, incluso entre los homocigotos C282Y, no
resulta sorprendente. En otros trabajos donde se ha estimado la prevalencia de cirrosis en
sujetos con HH, los porcentajes resultaron también bajos, situandose entre el 1,9% y el 5,6% en
mujeres y hombres respectivamente (Powell et al., 2006; Bell et al., 2000).
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3. ESTUDIO DE OTROS FACTORES ASOCIADOS A SOBRECARGA
FERRICA

3.1.Factores demograficos
3.1.1 Sexo:
-Grupo H63D:

Se objetivé un predominio del sexo masculino en el grupo de sujetos homocigotos para
la mutacién H63D (75% varones vs 25% mujeres). Este resultado es comparable a los datos
publicados en pacientes con diagnéstico cierto de HH en los que la proporcidn de varones con

respecto a las mujeres varia entre una relacion de 2:1 a 8:1 (Asberg et al., 2007; Adams et al., 2005).

Por otra parte, los varones homocigotos H63D presentaron unos niveles de ferritina e
IST significativamente mas elevados que los observados en el grupo de las mujeres (Ferritina:
453 vs 130, p< 0,001; IST: 45% vs 35%, p=0,002). Este hecho se objetiva también en los
pacientes con HH, donde la sobrecarga férrica y la afectacion hepatica secundaria al depésito de

hierro predomina en el sexo masculino (Adams et al., 2005; Merryweather-Clarke et al.,1997; Crawford et
al., 1998; Powell et al., 2006; Allen et al., 2008; Whitlock et al., 2006; Gleeson et al., 2004; Moirand et al., 1997 a;
Asberg et al., 2007). Dicha circunstancia se produce a pesar de que las principales mutaciones

genéticas asociadas a la HH se distribuyen de forma homogénea entre ambos géneros (Alen et al.,
2008). La menor penetrancia o expresividad clinica en las mujeres se ha relacionado con el efecto
de los ciclos menstruales y de los embarazos sobre las reservas de hierro (Bacon et al., 2008) y ello
posiblemente también haya podido condicionar las diferencias observadas en la muestra de

sujetos analizada.

Otros estudios realizados en homocigotos H63D, presentan resultados similares a este
respecto (De Diego et al., 2006; Gochee et al., 2002). Asi, en el trabajo comentado anteriormente
publicado por De Diego y cols (De Diego et al., 2006), los niveles de ferritina también resultaron

significativamente superiores en los hombres (826 ug/L vs mujeres: 594 ug/L, p = 0,0157).
-Comparacion con el grupo de homocigotos C282Y y sujetos sin mutaciones

Los varones homocigotos C282Y, mostraron cifras de ferritina e IST significativamente
més elevadas que las mujeres (ferritina/IST hombres: 1296/87% vs mujeres 486/75%, p<0,001 y

p=0,009 respectivamente). En los sujetos sin mutaciones, las diferencias entre ambos sexos no

169



IX. Discusion

resultaron significativas (ferritina/IST hombres: 598/39,3% vs mujeres 582/45,8%, p=0,9 y p=0,3

respectivamente).

En el estudio comparativo, los homocigotos H63D presentaron proporciones de hombres
y mujeres similares a las del grupo sin mutaciones (75% vs 83,3%; p = 0,065). Sin embargo, con
respecto a los pacientes C282Y el porcentaje de varones resultd significativamente mayor (75%
vs 61,5%, p=0,014).

Por tanto, a pesar de que los homocigotos C282Y mostraron cifras de ferritina e IST mas
elevadas que los otros dos grupos, también presentaron un porcentaje significativamente menor
de varones. Este hecho sugiere una mayor influencia del componente genético en la sobrecarga

férrica de estos pacientes.

3.1.2. Edad:

La edad media de los homocigotos H63D (44.95 afios, DS 16.41) resulto similar a la
descrita en pacientes con HH. Los grandes estudios poblacionales muestran que el diagndstico
se realiza, en la mayoria de los casos, entre los 40 y los 50 afios, si bien la implementacion de

los estudios genéticos permite la deteccion cada vez mas precoz de individuos asintomaticos.

Los niveles de ferritina resultaron significativamente mas elevados en el subgrupo de
pacientes con mas de 50 afios en comparacion con los sujetos mas jovenes (< 50: 289 mg/L vs
>50: 513 mg/L, p < 0,001). EI' IST, no obstante, fue similar en ambas categorias (42,7 vs 42,2; p
=0,74).

El aumento de los niveles de ferritina con la edad es un fendmeno ya descrito en
estudios previos, por lo que los resultados obtenidos no resultan sorprendentes. Se ha
demostrado que la concentracion de ferritina aumenta de forma progresiva en los varones desde
el final de la adolescencia, y alcanza su maximo valor entre los 30 y los 39 afios. Posteriormente,
se mantiene mas o menos estable hasta la octava década de la vida, momento en el cual
comienza a descender. Por su parte, la ferritina en las mujeres permanece en niveles
relativamente bajos hasta alcanzar la menopausia, siguiendo a partir de entonces un curso

similar al de los varones (Zacharski et al., 2000).
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En nuestro trabajo, no se objetivaron diferencias de edad significativas entre el grupo de
hombres y mujeres, resultando estas Ultimas sélo 0.25 afios de media mas jévenes (Hombres:
45,01 afios vs Mujeres: 44, 77 afos, p= 0,92). Segun las series clasicas, el diagnéstico de HH
basado en las manifestaciones clinicas y bioquimicas se realiza aproximadamente 10 afios mas
tarde en las mujeres debido a las pérdidas fisioldgicas de hierro durante la edad fértil. En base a

esta circunstancia la diferencia de edad observada en nuestro trabajo podria haber sido mayor.

Al analizar detenidamente este resultado, se observd que las mujeres habian sido
remitidas en mayor proporcién que los hombres por presentar antecedentes familiares de HH
(52% vs 21%). Por tanto, el diagnostico en ellas, fue previo a la aparicion de datos clinicos o
analiticos de sobrecarga férrica en la mayoria de los casos. Este hecho justificaria que la
diferencia de edad entre ambos grupos no fuera significativa y corrobora los resultados de los
estudios poblacionales mas recientes, en los que la generalizacién de los test genéticos permite

una deteccion precoz, e iguala la edad al diagndstico en ambos sexos (Allen-Gurrin et al., 2008).

La edad media de los homocigotos H63D y C282Y fue similar en ambos grupos (44,9 vs
46,2 afios, p=0,51), mientras que los sujetos sin mutaciones resultaron significativamente
mayores en la primera visita (44,9 vs 50,2 afios, p=0,002). Asi pues, observamos como en este
ultimo grupo, tanto la edad como el mayor porcentaje de varones, contribuyen a la sobrecarga

férrica secundaria en ausencia de mutaciones genéticas asociadas HH.

3.1.3. Grupo de procedencia

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron seleccionados por presentar datos de
sobrecarga férrica o antecedes familiares de HH. Esta variable podria actuar como factor de
confusion si no estuviera distribuida de forma equitativa en todos los grupos. Debido a ello,
ademas, se estratificaron los principales resultados segun el motivo de derivacion a la consulta

con el fin de detectar diferencias significativas a este respecto.

Los homocigotos H63D que presentaban antecedentes familiares de hemocromatosis,
mostraron unos valores de ferritina € IST menores que aquellos remitidos por sobrecarga férrica
(Ferritina: 138,22 vs 463,57 p<0,001; IST: 44,01 vs 38,61 p>0,05). La distribucion de esta
variable fue similar tanto en el grupo de homocigotos H63D como en el C282Y (p= 0,57) (tabla
56).
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Tabla 19: Porcentaje de pacientes incluidos segun el motivo de consulta inicial

Motivo de derivacion H63D C282Y Sin mutaciones

Sobrecarga férrica 138 (71,9%) 75 (68,8%) 138 (95,8%)

Antecedentes familiares 54 (28,1%) 34 (31,2%) 54 (28,1%)

Como era de esperar, la mayoria de los pacientes sin alteraciones genéticas fueron
estudiados por presentar datos analiticos de sobrecarga férrica. Las diferencias con respecto a
los homocigotos H63D resultaron significativas (p < 0,001). Este hecho podria contribuir a la

mayor concentracion de ferritina e IST objetivada en los sujetos sin mutaciones.

3.2. Otros factores asociados a hiperferritinemia

El aumento de ferritina, con frecuencia es secundario a ciertas patologias o condiciones
que elevan su concentracion plasmatica. Entre ellas, el consumo de alcohol, el sindrome
metabdlico, las enfermedades hepaticas crdnicas, la inflamacion o el exceso de hierro parenteral
son las causas mas frecuentes. Por este motivo, se analizd la presencia y distribucién de estos

factores, con el fin de valorar su repercusion en los resultados obtenidos.

3.2.1. Factores de riesgo cardiovascular y sindrome metabdlico

Diversos estudios han demostrado la relacion existente entre el sindrome metabdlico y el

aumento de los niveles de ferritina (Park et al., 2012; Jehn et al., 2004; Bozzini et al., 2005).

En nuestro estudio, 18 pacientes del grupo H63D (9,4%) cumplieron criterios de
sindrome metabdlico. Este se defini6 de acuerdo con lo establecido por la Federacion
internacional de Diabetes en el consenso de 2006 (obesidad central mas 2 o mas de los
siguientes factores de riesgo cardiovascular: hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, HTA y/o
diabetes).
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Los pacientes con diagnéstico de sindrome metabolico, presentaron niveles de ferritina
mas elevados (mediana: 454,20 vs 280,05; p= 0,024). Sin embargo, no se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas en el IST, que resulto en ambos grupos (con y sin sindrome
metabdlico) inferior al 45% (tabla 57). Esto concuerda con los estudios publicados previamente,
que establecen una correlacion positiva entre los niveles de ferritina y el sindrome metabolico.
Los valores normales de IST sugieren que esta asociacion, probablemente, no traduce una

verdadera sobrecarga de hierro.

Tabla 20: Diferencias entre los valores de ferritina e IST entre los homocigotos H63D

con y sin diagnostico de sindrome metabdlico

IST Ferritina Significacion
estadistica
Media 42,85 361,11
No N 136 136 Ferritina:
Desv. tip. 19,35 392,07 p=0,024
Mediana 40,35 280,05
Media 38,17 510,99 IST:
si N 18 18 p=0,802
Desv. tip. 14,29 397,96
Mediana 38,38 454,20

Otros autores han demostrado que los factores de riesgo cardiovascular, de forma
aislada, también se asocian con un aumento de la concentracion de ferritina. Concretamente, los
pacientes con hipertension arterial (Pipperno et al., 2002), resistencia a la insulina (Sheu et al., 2003;
Kim et al., 2011), diabetes mellitus (Ford et al., 1999; Shi et al., 2006; Chen et al., 2006) y obesidad (Gillum et
al., 2001) presentan cifras mas elevadas que los sujetos sanos, circunstancia que podria estar

relacionada con la lesién celular secundaria al estrés oxidativo y la inflamacion crénica.

Individualmente, los porcentajes de prevalencia de los distintos factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) en pacientes homocigotos H63D, resultaron en general mas bajos que los
comunicados para la poblacién espafiola. Esta afirmacidn se basa en los datos obtenidos por
Gabriel y cols. en el estudio poblacional publicado en 2008, que incluia un total de 19.729 sujetos
(Gabriel et al, 2008). Segun este trabajo, los FRCV mas frecuentes en Espafia son la
hipercolesterolemia (colesterol total > 200 mg/dl, 46,7%), la hipertension arterial (37,6%), el
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tabaquismo (32,2%), la obesidad (22,8%) y la diabetes mellitus (6,2%). No obstante, observaron
variaciones geograficas significativas entre las regiones del norte y centro de Espafia (areas de

menor prevalencia) con respecto al sur y la cuenca Mediterranea.

Tabla 21: prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular en el grupo de pacientes
H63D

Pacientes homocigotos H63D Poblacion espafiola
HTA 18.28% 37,6%
Diabetes Mellitus 12,9% 6,2%
Hipercolesterolemia 25,53% 46,7%
Obesidad 18,2% 22,8%

Como se observa en la tabla, a excepcion de la DM tipo II, la proporcién de pacientes
con FRCV en nuestro estudio resultdé menor. Este hecho podria estar relacionado con las
variaciones geogréficas anteriormente mencionadas, ya que la muestra de pacientes analizados

pertenece en su mayoria a una regién de baja prevalencia (area central, Comunidad de Madrid).

Por su parte, los 3 grupos (H63D, C282Y y sujetos sin mutaciones) presentaron un
indice de masa corporal muy similar (26.8, 26.2 y 27.2 Kg/m2 , p< 0,05), mientras que el
colesterol total resulté mas elevado en los pacientes sin mutaciones (216,4 vs 191,9 mg/dL en
los pacientes H63D, p< 0,001). Al igual que vimos en el caso de la edad y el sexo, este resultado
indica que los mayores niveles de ferritina objetivados en estos sujetos, pueden justificarse por

una mayor prevalencia de factores asociados a sobrecarga férrica secundaria.

3.2.2-Hepatopatias crénicas

El exceso de hierro depositado en los pacientes con diagnostico de hepatopatia cronica
de cualquier origen, contribuye a la lesion hepatocitaria y acelera la progresién de la fibrosis.
Factores relacionados con el metabolismo del hierro, su liberacién procedente de la necrosis de
los hepatocitos y alteraciones en la funcion reguladora de la hepcidina, son mecanismos

comunes que conducen a la sobrecarga férrica independientemente de la etiologia de la cirrosis.
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En el grupo H63D no se objetivd ningun caso de hepatitis cronica B, pero si 9 de
infeccion por el virus de la hepatitis C, 1 caso de esteatohepatitis no alcohdlica, 1 déficit de alfa-
1-antitripsina, 5 pacientes con hepatopatia de origen endlico y 6 con porfiria cutdnea tarda (3 de

los cuales también fueron diagnosticados de hepatitis C).

Los 19 pacientes portadores de otras hepatopatias (9,8%), presentaron niveles de
ferritina e IST mayores que el resto de sujetos de su grupo (tabla 59). Este resultado es

compatible con lo anteriormente expuesto acerca de la siderosis asociada a estas patologias.

Tabla 22: Pacientes homocigotos H63D con diagnostico adicional de otras hepatopatias

cronicas
Otras hepatopatias Ferritina IST
No 329 mg/dL 40,7%
VHC 624 mg/dL 41, 7%
Porfiria 651 mg/dL 63,1%
Alcohdlica 1171 mg/dL 82,1%

En el grupo de homocigotos C282Y, 3 pacientes fueron diagnosticados de infeccion
cronica por el VHC (uno de ellos ademas, de porfiria cutanea tarda), 2 de cirrosis endlica y 1 de
déficit de alfa-1-antitripsina. En total 6 pacientes, lo que supone un 5,5% del total, porcentaje
algo inferior, aunque sin diferencias estadisticas relevantes, con respecto a los homocigotos
H63D.

Los sujetos sin mutaciones, sin embargo, presentaron un porcentaje significativamente
mayor de otras hepatopatias (26 casos, 18,5%), lo que confirma el origen secundario de la

siderosis en estos casos.
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3.2.3-Consumo de alcohol

El consumo excesivo de alcohol es una causa frecuente de hiperferritinemia. El estrés
oxidativo, la peroxidacion lipidica y la disminucion de la expresion de hepcidina entre otros

factores, contribuyen a la siderosis y secundariamente aceleran el proceso de lesion hepatica.

Los homocigotos H63D consumidores de més de 60 gr de alcohol al dia, presentaron
cifras significativamente mas elevadas de ferritina (663 vs 336, p=0,004) e IST (58,0% vs 40,7%,
p=0,024). Como vemos, los pacientes no bebedores presentaron un IST normal y una
concentracion de ferritina media proxima al limite. Este resultado sugiere que la sobrecarga
férrica en estos pacientes se ve significativamente influenciada por la presencia de otros

factores, sin que el efecto de la alteracion genética tenga probablemente un papel determinante.

Por otra parte, en los homocigotos C282Y se observa el fendémeno contrario: los niveles
de ferritina e IST no presentan diferencias estadisticamente significativas en funcion del
consumo de alcohol (ferritina 964 vs 1153, p=0,13; IST 83,7% vs 77%, p=0,35 respectivamente).
Por tanto, la contribucion de esta mutacion a la sobrecarga férrica parece ser mayor que en el
grupo H63D.

3.2.4-Esteatosis

Los sujetos con enfermedad por higado graso no alcohdlica (NAFLD), presentan
frecuentemente elevaciones moderadas de los niveles de ferritina (Sebastiani et al., 2006; Bonkovsky
et al,, 1999). Sin embargo, cuando esta elevacion también se asocia a un aumento del IST, es
recomendable investigar la presencia de mutaciones asociadas a HH (Bacon et al., 2012). Algunos
estudios, ademas sugieren que los valores de ferritina actian como predictores independientes

de fibrosis avanzada y progresion histolégica en estos casos (Kowdly et al., 2012).

Bonkovsky y cols. objetivaron una mayor prevalencia de mutaciones del gen HFE en los
pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) (Bonkovsky et al., 1999). Los sujetos con
NASH, que ademas eran homocigotos o heterocigotos H63D y/o C282Y, presentaron niveles de
ferritina, hierro y saturacion de transferrina significativamente mas elevados que los pacientes sin

alteraciones genéticas. Sin embargo, no hallaron diferencias significativas en cuanto a la
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concentracion intraparenquimatosa de hierro o los indices de hierro hepaticos. Estudios
posteriores, sugieren que la presencia de mutaciones asociadas al gen HFE no confieren un

mayor riesgo de fibrosis hepatica en este tipo de pacientes (Chituri et al., 2002).

En nuestro trabajo, el 41,6% de los homocigotos H63D (79 pacientes) presentaron datos
de esteatosis diagnosticada mediante técnicas de imagen o biopsia hepatica. Sélo 9 de ellos

referian un consumo de alcohol superior a 60 gr diarios.

Los niveles de ferritina resultaron significativamente mas elevados en los sujetos con
esteatosis (447 vs 321, p=0,004), mientras que el IST no vari6 de forma significativa (41,7 vs
43,8 p=0,45). Este resultado contribuye a reforzar la idea de que la presencia de la mutacion
H63D en ambos alelos del gen HFE, no justifica por si sola el desarrollo de sobrecarga férrica
significativa, y que en los casos en que esta se produce, es imprescindible investigar la

contribucién de otros cofactores.

Al comparar el porcentaje de esteatosis en el grupo H63D con los sujetos sin
mutaciones, observamos diferencias estadisticamente significativas a favor de una mayor
prevalencia de higado graso en el segundo grupo (Sin mutaciones: 60,1% vs H63D 41,6%
p=0,002) (tabal 60).

Tabla 23: Valores de ferritina e IST estratificados en funcion de la presencia de

esteatosis hepatica
Homocigotos H63D % Sin mutaciones %
Ferritina 447 Ferritina 677
41,6% 60,1%
Sl IST 43,8% IST 37,2%
Esteatosis
Ferritina 321 Ferritina 481
NO 58,4% 39,9%
IST 41,7% IST 45,6%

Con respecto a los homocigotos C282Y, la prevalencia de esteatosis fue comparable a la
del grupo H63D (C282Y 33,3% vs H63D 41,6%, p=0,48). En este caso, los niveles de ferritina e
IST no presentaron diferencias significativas en funcion de la presencia o no de esteatosis
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(C282Y con esteatosis: ferritina 887, IST 82,2 ; sin esteatosis: ferritina 1178, IST 83,7 p=0,15y

p=0,76 respectivamente).

Estos resultados apoyan las conclusiones obtenidas anteriormente en relacion con una
mayor influencia de factores asociados a hiperferritinemia secundaria en los pacientes no

portadores de la mutacion C282Y.

3.2.5-Inflamacion

Se denominan reactantes de fase aguda a las proteinas séricas cuya concentracién
aumenta o disminuye al menos un 25% durante los estados proinflamatorios (Kushner et al., 1982,
Raynes et al., 1994). La ferritina, a través de la regulacion ejercida por la hepcidina, se eleva en
estas situaciones que, por su frecuencia, constituyen una de las principales causas de
hiperferritinemia. Algunos autores incluso han investigado su utilidad a la hora de diferenciar
entre enfermedades infecciosas y no infecciosas en los pacientes con fiebre de origen

desconocido (Kim et al., 2013).

No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en los valores de ferritina o
IST al estratificar los resultados del grupo H63D en funcidn de los niveles de proteina C reactiva
(Ferritina: 364 vs 388 e IST: 41,8% vs 44,6% en los pacientes con PCR < 12 o0 > 12 mg/d|
respectivamente). El mismo resultado se obtuvo en el grupo de homocigotos C282Y y en los
sujetos sin alteraciones genéticas. Por tanto parece poco probable que la inflamacién actie

como factor de confusion en nuestro estudio.
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4. SIGNOS Y SINTOMAS

Hoy en dia la mayoria de los casos de HH se diagnostican en el contexto de estudios
realizados por alteraciones de la bioquimica hepatica o en sujetos con antecedentes familiares
de hemocromatosis. La triada clasica de diabetes, cirrosis e hiperpigmentacion cutanea es muy

infrecuente en la actualidad (Adams et al., 1991; Bacon et al., 1997).

En nuestro trabajo se analiz6 la informacion relativa a los sintomas y signos referidos en
la valoracion inicial de todos los pacientes. La astenia y las artralgias fueron las manifestaciones
mas frecuentes, si bien la inespecificidad de estos hallazgos disminuye su relevancia clinica y

dificulta su interpretacién.

Otros estudios muestran resultados similares, siendo la astenia, el dolor abdominal, las
artralgias y la disminucién de la libido los sintomas mas habituales (Milder et al., 1980; Edwards et al.,

1980; Niderau et al., 1985).

Con respecto a la exploracién fisica, la hepatomegalia y la hiperpigmentacion cutanea
constituyen hallazgos relativamente frecuentes en los estudios clasicos. Trabajos posteriores
muestran que hasta el 75% de los pacientes que son identificados por presentar alteraciones
bioquimicas o antecedentes familiares de HH se encuentran asintomaticos al diagnéstico (Bacon

etal, 2011).

En nuestro trabajo, solo un pequefio porcentaje pacientes mostraron signos tipicamente
relacionados con esta entidad. Por ejemplo, en el grupo H63D solo 2 individuos (1,1%)
presentaron hiperpigmentacion cutanea, y en ambos casos el diagnostico se realizé con mas de
65 afios. En los homocigotos C282Y la prevalencia de manifestaciones clinicas fue mayor,
existiendo diferencias significativas en varios de los pardmetros analizados (hepatomegalia,
hiperpigmentacion cutanea, disminucion de la libido y dolor abdominal). Estos resultados
corroboran la existencia de una mayor sobrecarga férrica en este grupo, si bien, la subjetividad y
la influencia de factores adicionales en la caracterizaciéon de algunas de estas manifestaciones

hacen poco valorables las conclusiones a este respecto.
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5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

5.1-Seleccion de la muestra de pacientes

Todos los pacientes incluidos fueron remitidos para estudio por presentar antecedentes

familiares de hemocromatosis hereditaria o0 datos clinico-analiticos de sobrecarga férrica.

De este hecho se derivan 2 consecuencias importantes. Por un lado, los valores de
ferritina e IST son mas elevados que los que se hubieran obtenido al seleccionar a los
homocigotos H63D de una muestra poblacional asintomatica. Por otra parte, las conclusiones
obtenidas solo pueden ser extrapoladas a una poblacién de referencia de similares
caracteristicas, es decir, formada por sujetos que presenten alteraciones del perfil hepatico o
antecedentes familiares de hemocromatosis. Como se expuso anteriormente, al no estar
recomendado el cribado poblacional de forma sistematica, es muy improbable encontrar sujetos
portadores de mutaciones del gen HFE fuera de estes dos contextos. Por esta razon, los
resultados del estudio tienen utilidad practica, ya que dan respuesta a situaciones clinica

habituales.

Otros trabajos realizados en poblacién no seleccionada, muestran resultados similares a
los nuestros. Jackson y colaboradores analizaron 10556 muestras procedentes de donantes de
sangre, identificando a 249 homocigotos H63D. Estos pacientes mostraban niveles elevados de
ferritina y saturacion de la transferrina, pero, en comparacion con los donantes sin mutaciones,

no presentaron un riesgo significativamente mayor de sobrecarga férrica (Jackon et al., 2006).

Al realizar el analisis por subgrupos segun la procedencia de los pacientes, objetivamos
que aquellos con antecedentes familiares de HH eran significativamente mas jovenes y
presentaban niveles de ferritina e IST mas bajos que el resto de sujetos. Este grupo, en su
mayoria constituido por sujetos asintomaticos, contribuye a que el grado de sobrecarga férrrica
objetivado de forma global en los homocigotos H63D sea menor que el de los pacientes con
estudio genético negativo. Estos Ultimos, presentaban en su mayoria manifestaciones clinicas o

analiticas de sobrecarga férrica.
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5.2.- Diseio del estudio

A este respecto, hay que tener presente que no se trata de un ensayo clinico
aleatorizado. Esto limita la validez interna de los resultados, ya que los estudios de intervencion
son los que ofrecen un mayor control sobre posibles sesgos y errores. No obstante, en nuestro
caso, la aleatorizacién de la variable principal no es factible al tratarse de una alteracion
genética. Se ha intentado disminuir al maximo el efecto de los posibles factores de confusion
estratificando y analizando los resultados en funcién de determinadas variables modificadoras de

efecto.

5.3.-Ausencia de seguimiento

El seguimiento de la evolucién natural de los sujetos estudiados podria haber aportado
informacidn acerca del riesgo de desarrollar sobrecarga férrica significativa a lo largo del tiempo
en funcidn del genotipo. Sin embargo, consideraciones éticas impiden analizar este aspecto una
vez identificados todos aquellos factores modificables asociados a hiperferritinemia. En los casos
en los que el exceso de hierro persistia a pesar de dichas modificaciones o cuando este se
asociaba a un componente genético insoslayable (homocigotos C282Y), se indicé la realizacién

de sangrias.

5.4.-Otras mutaciones no investigadas

Si bien la hemocromatosis hereditaria clasica o tipo | asociada a mutaciones del gen
HFE es la variante genética mas frecuente, alteraciones en otros genes pueden condicionar una

sobrecarga de hierro patologica.

En nuestro estudio, el papel de otras mutaciones relacionadas con la HH no ha sido
determinado. Concretamente, no ha sido posible realizar el anélisis de las mutaciones del gen de
la hemojuvelina, la hepcidina, el receptor de la transferrina tipo 2 o la ferroportina, ya que su
determinacion solo estd disponible en centros de referencia. En los 2 primeros casos
(hemojuvelina y hepcidina), las alteraciones genéticas dan lugar a una forma especialmente
grave de hemocromatosis, denominada variante Juvenil o HH tipo Il. Se trata un subtipo
rapidamente progresivo que se manifiesta en la segunda o tercera década de la vida. Si no es
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detectado precozmente, la pacientes fallecen en la mayoria de los casos por un fallo cardiaco
congestivo antes de alcanzar los 30 afios. Tras analizar las caracteristicas de los sujetos
incluidos en el grupo de homocigotos H63D, no hay datos, a priori, que sugieran la presencia de
esta variante especifica. En consecuencia, el no haber podido realizar su determinacion,

probablemente no tenga relevancia a la hora de interpretar los resultados.

Por otra parte, la HH asociada a la alteracion del receptor de la transferrina tipo 2
(también llamada HH tipo ) y la enfermedad de la ferroportina (HH tipo IV), son trastornos
infrecuentes que no obstante pueden dar lugar a situaciones clinicas superponibles a la HH
clasica. Sin embargo, estas dos entidades presentan caracteristicas especificas que hacen poco
probable su participacion en nuestro trabajo. En el caso de la ferroportina, el patrén de herencia
es autosomico dominante y se caracteriza por hiperferritinemia de instauraciéon temprana (ya
desde la primera década de la vida) con valores normales o bajos de IST. Por su parte, la HH
tipo 3, se asocia a la mutacion del gen TfR2 localizado en el brazo corto del cromosoma 7, y
aunque presenta un patron de distribucion mundial, la mayoria de los casos han sido descritos

en ltalia.

Por ltimo, la sustitucion de cisteina por serina en la posicién 65 del gen HFE (S65C),
constituye un polimorfismo infrecuente, que se relaciona con hemosiderosis solo cuando se
asocia de forma simultanea a la mutacion C282Y. Por este motivo, aunque no haya sido
determinada especificamente en nuestro estudio, la exclusion de los heterocigotos C282Y,
descarta también la participacion de la mutacién S65C como causa de sobrecarga férrica en los

3 grupos estudiados.

A pesar de todo lo anterior, el hecho de que en un pequefio porcentaje de pacientes sin
mutaciones no fuera posible identificar el origen de la hiperferritinemia, sugiere la existencia de
otros determinantes genéticos ylo factores adquiridos no detectados. Esta consideracion es
extensible al grupo de homocigotos H63D que no se veria exento del efecto de estos

condicionantes no investigados.
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6. CONSIDERACIONES FINALES

Entre el 80 y el 85% de los pacientes diagnosticados de HH son portadores de la
mutacion C282Y en ambos alelos del gen HFE. Un pequefio porcentaje, sin embargo, son
heterocigotos compuestos, hecho que suscita la posibilidad de que la mutacion H63D aumente
de forma independiente el riesgo de sobrecarga férrica. Asi, al igual que los homocigotos C282Y
presentan una susceptibilidad genética que condiciona el depdsito en exceso de hierro en el
organismo, se podria esperar el mismo efecto en aquellos sujetos portadores del polimorfismo

H63D/H63D. Este planteamiento constituye el eje principal de nuestra investigacion.

Las diferencias metodologicas observadas entre los estudios publicados acerca de este
tema, limitan la generalizacidn de las conclusiones, que, en ocasiones, resultan contradictorias.
Las principales fuentes de variabilidad las constituyen el origen de la muestra de pacientes y el
andlisis de factores asociados a hiperferritinemia. Los trabajos de base poblacional, presentan
los mayores tamafios muestrales, pero debido a ello, el estudio de condicionantes no genéticos
de sobrecarga férrica es limitado. Nuestra investigacion sin embargo, incluye una de las series
mas extensas realizadas con pacientes homocigotos H63D, aportando ademas un analisis

exhaustivo de los posibles factores de confusion.

Tras el andlisis de los datos obtenidos, la comparacion de los mismos con otros grupos
relacionados (homocigotos C282Y y sujetos sin mutaciones), y el estudio de la posible influencia
de otros condicionantes externos, los resultados de nuestro estudio sugieren que los sujetos
homocigotos H63D presentan concentraciones de ferritina elevadas, si bien, este hecho no
supone mayor riesgo de desarrollar sobrecarga férrica clinicamente significativa en ausencia de

otros factores predisponentes.
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Los resultados del estudio sugieren que:

1. La mutacién C282Y es el principal condicionante genético de sobrecarga férrica.

2. La sobrecarga férrica asociada a la homocigosis C282Y no varia
significativamente ante la presencia de otros factores relacionados con hiperferritinemia

secundaria.

3. La mutacién H63D en ambos alelos del gen HFE se asocia a un aumento

progresivo de la concentracion de ferritina.

4. En un 21.9% (42) de los pacientes homocigotos H63D se demuestran
parametros bioquimicos compatibles con sobrecarga férrica. No obstante, solo en el 26.19%
(11) de éstos no existen otras causas que justifiquen la elevacion, lo que equivale al 5.72%

del total de los pacientes H63D.

5. Solo el 50% de los pacientes con signos bioquimicos de sobrecarga férrica y sin
factores predisponentes afiadidos, demuestran signos de sobrecarga férrica parenquimatosa

cuantificada mediante RM

6. En un 2.6% de los pacientes homocigotos H63D se detecta un aumento de la
concentracion de hierro parenquimatoso a nivel hepatico en ausencia de otras causas de

hiperferritinemia secundaria, pero solo en el 1.04% dicha sobrecarga cumple criterios de HH.

7. Por tanto, en los pacientes homocigotos H63D que presentan datos analiticos o
histolégicos de sobrecarga sistémica de hierro, debe investigarse en primer lugar la

existencia de otros factores asociados a hiperferritinemia.
8. El consumo excesivo de alcohol, la esteatosis, otras hepatopatias cronicas como

la porfiria 0 la hepatitis C y el sindrome metabdlico, se asocian a hiperferritinemia secundaria

tanto en los homocigotos H63D como en los sujetos sin mutaciones.
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ANEXO Il

Consentimiento informado Estudio Genético



APELLIDOS:

Ve Hospital Universitario
Ramén y Cajal NOMBRE:

SaludMadrid B comunidad de Madrid SERVICIO:
CAMA:
CONSENTIMIENTO INFORMADO | Fecha ingreso: NHC

ESTUDIO GENETICO DE HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA
SERVICIO: GENETICA MEDICA

MEDICO QUE INFORMA: APELLIDOS ...........ccoeeiiinnnnnnrneeeeeeeee e NOMBRE: .......c.coiiiieenn

Finalidad: Analizar los genes de la Hemocromatosis Hereditaria que pueden estar implicados en la patologia de
mi enfermedad.

Descripcion del proceso: Se le va a realizar una extraccion de una muestra de sangre periférica y después en
esta muestra se utilizaran las técnicas de biologia molecular necesarias para el estudio y diagnéstico de esta
patologia y que basicamente consisten en la amplificacion y posterior busqueda de las mutaciones en el material
genético (ADN) aislado de los linfocitos.

Beneficios del estudio: Este estudio puede permitir una confirmacién diagnéstica.

El estudio no produce mas molestias que las de cualquier analisis de sangre

Es posible que de este estudio no se derive ningun resultado beneficioso ni concluyente acerca de su patologia,
debido al conocimiento incompleto de los mecanismos genéticos.

Por el contrario, también es posible que se deriven conclusiones que le afecten a usted o a sus familiares directos.

Derechos del paciente: El Servicio de Genética Médica del Hospital Ramén y Cajal, guardara absoluta
confidencialidad tanto de su identidad como del resultado obtenido.

e De identificarse la alteracién genética responsable de la patologia, deseo ser informado/a
o SI o NO
e Si de este estudio se derivasen resultados de interés para otros miembros de mi familia, éstos podran
solicitar voluntariamente la realizacion del estudio.

o Mi ADN (muestra genética) sin identificacion se podra utilizar como control en estudios genéticos:
o Sl o NO
o Mi ADN (muestra genética) se podra volver a estudiar caso de descubrirse nuevos mecanismos genéticos
que expliquen la enfermedad:
o SI oNO

Antes de firmar este documento, si desea mas informacién o tiene cualquier duda, no tenga reparo en
preguntarnos. Le atenderemos con mucho gusto.

El paciente D./DRAa. ..o , 0 su representante legal, declara que:

« HA RECIBIDO INFORMACION sobre el procedimiento propuesto y sus posibles alternativas.

¢ ESTA SATISFECHO con la informacién recibida y ha tenido posibilidad de aclarar todas sus dudas sobre el
tema.

o CONCEDE SU CONSENTIMIENTO para que se le realice el procedimiento previsto y conoce su derecho a
revocar dicho consentimiento en cualquier momento previo a la realizacion del mismo, sin necesidad de tener que
explicar sus causas.

Fdo: Fdo:
EL INTERESADO O RESPONSABLE LEGAL EL MEDICO INFORMANTE

]

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO PARA REALIZACION DE ESTUDIO GENETICO DE HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA



NO CONSIENTO y rechazo el procedimiento propuesto y al hacerlo libero al Servicio de Genética Médica de

toda responsabilidad relativa a mi caso.

Madrid, ............ de ..ol de..............
EL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGAL EL MEDICO INFORMANTE
REVOCO el consentimiento previamente concedido

Madrid, ............ de .ol de..............
EL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGAL EL MEDICO INFORMANTE

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO PARA REALIZACION DE ESTUDIO GENETICO DE HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA
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Parametros Unidades Valorde Referencia
Leucocitos Totales /mm3 4000-11000
Neutrofios % 42-74
Neutrofilos /mm3 1700-7500
Linfocitos % 16-45
Linfocitos /mm3 1000-3500
Monocitos % 4-12
Monocitos /mm3 200-1000
Eosinofilos % 4-12
Eosindfilos /mm3 0-500
Basofilos % 0-2
Basofilos /mm3 0-200
Eritrocitos /mm3 H 4600000-5700000
M 4000000-5500000
Hemoglobina gr/dL H13-17.5 M 12-16
Hematocrito % H 40-54 M 36-47
VCM fL 82-98
HCM pg 27-31
CHCM gr/dL 31-38
Plaquetas /mm3 140000-450000
TTPa Segundos 9.70-14
Actividad de Protrombina % 75.0-127
Tiempo de protrombina Segundos 0.85-1.2
INR Relacion 25-40
Fibrindgeno mg/dL 150-400
Glucosa mg/dL 70-110
Urea mg/dL 15-45
Bilirrubina total mg/dL 0.2-1.2
AST ullL 4-50
ALT ul/L 5-40
Fosfatasa alcalina ul/L 4-147
GGT ul/L 7-50
Hierro plasmatico Mg/mL 60-156
Ferritina ng/mL H 14-300 M 14-200
indice Saturacién de Transferrina % 20-45
Transferrina mg/dL 200-360
Albumina g/dL 3.8-54
TSH Ul/mL 0.4-4
T4 libre Ul/mL 4.5-11.2
Hormona foliculo estimulante mUl/mL H15-124 MA4.7-134
Hormona Luteinizante ul/lL H2-12 M 0.6-105
17-Beta-Estradiol pg/mL H 10-50 M 30-400
Testosterona ng/dL H 300-1000 M 15-70
Colesterol total mg/dL 120-240
HDL colesterol mg/dL >40
LDL colesterol mg/dL <100
Triglicéridos mg/dL 25-200
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Proteina C reactiva g/dL <5
Alfa-1-antitripsina mg/L 92-200
Alfa-fetoproteina mg/dL 0-5.8
Porfirinas totales Mg/24 horas <300
Uroporfirinas Mg/24 horas <50
Coproporfirinas Mg/24 horas <250
Ceruloplasmina mg/dL 20-60
Cobre sérico Mg/dL 70-150
Inmunoglobulina G mg/dL 700-1600
Inmunoglobulina A mg/dL 70-400
Inmunoglobulina M mg/dL 40-230
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