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PORFIRIA CUTANIA TARDA (PCT)

1. INTRODUCCIO

Les porfiries son un grup de malalties causades per deficiencies, hereditaries o
adquirides, dels enzims col-laboradors de la via de sintesi de I'hem. La porfiria cutania
tarda (PCT) és el tipus més freqlent de porfiria amb una prevalenca aproximada d’1 per
10.000 habitants. Aquesta malaltia esta causada pel déficit de I'enzim uroporfirinogen-
decarboxilasa (UROD), que participa en la decarboxilacio de 4 dels 8 grups carboxil de
I'uroporfirinogen lll. Aquest déficit pot produir-se per diversos motius. Mutacions en el gen
de la UROD ocasionen alteracions en la sintesi de la proteina enzimatica, ocasionant una
disminucié de la seva activitat global. Ara bé, aquesta activitat també es pot veure
afectada a nivell de la cél-lula hepatica, per bloqueig adquirit del seus centres actius per
diversos factors (siderosi, alcohol, factors toxics, etc.).1 Secundariament es produeix un
cumul d’uroporfirines i altres porfirines carboxilades, que difonen des del plasma a la
dermis degut a que sén hidrosolubles. A la dermis, aquestes substancies s’exposen a
radiacions de I'espectre ultraviolat i a la llum visible. L’energia luminica tramesa per
aquestes ones genera molécules de porfirina en estat “excitat”. Quan es recupera I'estat
basal s’allibera aquesta energia, que es transfereix a d’altres estructures del teixit

circumdant, generant radicals lliures que causen el dany tisular.?
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2. CLASSIFICACIO DE LA PCT

La classificacio de la PCT reflecteix tant I'origen com la localitzacié del déficit enzimatic.

2.1. PCT tipus I:

Un 75% dels pacients amb PCT tenen una forma no hereditaria, esporadica, que sol
afectar a individus de mitjana edat. Aquests casos sén deguts a una inhibicié en l'activitat
de la UROD limitada al fetge *° sense que s’observi una reduccié de la quantitat de

'enzim.

2.2. PCT tipus ll:

En un 20% dels casos de PCT l'activitat de la UROD esta disminuida en un 50% en tots
els teixits. En aquests casos la reduccié de I'activitat de la UROD és deguda a mutacions
del gen que codifica aquest enzim, donant lloc a una reduccioé de la sintesi o a un descens
en l'estabilitat de la proteina.® Aquesta forma és d’heréncia autosdbmica dominant i sol
manifestar-se al voltant dels 20 anys perd és de penetracié baixa per la qual cosa sén
necessaris altres factors genétics o adquirits per a que es manifesti la malaltia. De fet, és
necessaria una reduccio de més del 75% de l'activitat de la UROD a la cél-lula hepatica

per a que es produeixin manifestacions cliniques de PCT.”

La identificacio del gen de la UROD a nivell del cromosoma 1p34 ha permés detectar

diverses mutacions d’aquest gen en families amb PCT tipus 11.368°

2.3. PCT tipus lllI:
La PCT tipus Ill és una forma hereditaria infrequient de porfiria deguda a un déficit de la

UROD a nivell del fetge sense que s’observi ni una disminucié quantitativa ni mutacions
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d’aquest enzim. Per tant, és possible que sigui deguda a mutacions a altres locus® o bé a

gens implicats en el metabolisme del ferro.
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3. CLINICA DE LA PORFIRIA CUTANIA TARDA

La clinica de la PCT reflecteix la reaccio fototdxica que es produeix a la dermis superficial,
de forma que les lesions apareixen quasi exclusivament a zones fotoexposades.”® La
principal manifestacio clinica de la PCT és 'augment de la fragilitat de la pell al dors de les
mans i avantbragos, a on minims traumatismes produeixen erosions de marges nitids.
Practicament tots els pacients presenten ampul-les de fins a 1 o0 més cms. Aquestes
lesions evolucionen a crosta i posteriorment deixen cicatrius atrofiques, milium i sovint una
hiper/hipopigmentacié. Aquestes manifestacions de PCT empitjoren a I'estiu. Pot produir-
se una hiperpigmentacié semblant al melasma, no causada per ampul.les, a les galtes i al
voltant dels ulls en un 50% dels pacients. També pot observar-se una hipertricosi en dos

tercos dels pacients que afecta la part superior de la cara i el front.

Una cinquena part dels pacients amb PCT, especialment aquells amb malaltia de llarga
evolucidé i no tractada , desenvolupen canvis esclerodermiformes al cap i a la part superior
del tronc. Al cuir pilds, aquests canvis, que son similars als de la morfea, poden ocasionar

una al.lopécia cicatricial de localitzacié frontoparietal i occipital.

A la histologia s’observen ampul.les subepidermiques, produint-se el clivatge al marge

dérmic, amb un discret infiltrat inflamatori.

El diagnostic de PCT s’aconsegueix mitjangant l'estudi de la concentracié urinaria
d’'uroporfirina i porfirines hepta-, hexa- i pentacarboxiliques.”" L’augment d’uroporfirina
plasmatica es detecta amb espectrofluorimetria, observant-se un pic de 619 nm. També
pot detectar-se un augment d’isocoproporfirines a la femta. El marcador bioquimic

d’activitat de la malaltia i resposta al tractament és la determinacid quantitativa de
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I'excreci6 de porfirina urinaria. Classicament s’ha determinat aquest parametre en orina de

24 hores pero I'estudi en una sola mostra d’orina recent és un substitut adequat.'
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4. FACTORS DE RISC

4.1. Sobrecarrega férrica:
Els nivells de ferritina i de saturacioé de la transferrina habitualment estan augmentats en

4,13-17 i

pacients amb PCT. Quasi tots els pacients presenten un augment del ferro hepatic
la seva deplecié mitjangant les flebotomies és seguida habitualment per una remisio de la
malaltia.’®? Tanmateix, la sobrecarrega de ferro no acostuma a ser important i només
arriba als valors baixos del rang de I'HH en el 10% dels pacients amb PCT. Quan
existeixen altres factors de predisposici6 de PCT l'augment de ferro pot empitjorar la

gravetat i disminuir 'edat d’aparicié de la clinica. Per tant, la sobrecarrega de ferro actua

exacerbant la sobreproduccié d’uroporfirina perd no n'és la causa primaria.

El ferro no inhibeix directament la UROD sin6 que ho fa interactuant amb una subfamilia
dels citocroms P450 (Cy P4501A) per a formar espécies d’oxigen reactiu. Aquestes
especies tenen la capacitat d’oxidar I'uroporfirinogen, oxidacié que facilita la formacio
d’'uroporfirina i altres metabolits no ben caracteritzats amb capacitat d’inhibir la UROD.* #*
" El ferro també pot estar implicat en la induccié del gen de 'ALA-sintasa, afavorint doncs

la formacio de uroporfirinogen, precursor de la uroporfirina (Figura 1).

El ferro pot augmentar per diferents motius. La ingesta elevada cronica de ferro, encara

que infrequent al nostre medi, en pot ser una causa.

El ferro hepatic sol augmentar lleugerament en pacients infectats amb el VHC, #*
infeccid que afavoreix 'alliberament del ferro unit a la ferritina. Per altra banda, 'augment
de ferro pot potenciar la replicacio viral i les seves mutacions o bé inhibir la resposta

immune humoral. La sobrecarrega de ferro també es correlaciona amb una pitjor resposta
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de I'hepatitis cronica per VHC al tractament amb IFN323® Aixi doncs, el VHC augmentaria

Ialliberacio de ferro i aquest afavoriria la infeccié pel virus.*

La ingesta d’alcohol pot acompanyar-se, fins en un ter¢ dels casos, de sobrecarrega de
ferro hepatic.®”*® Tant I'alcohol com els estrogens afavoreixen I'absorcié intestinal del

ferro.
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Figura 1. Patogénesi de la PCT
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4.2. Infeccions:

Virus Hepatitis C (VHC):

La prevalenga de la infeccié del VHC en pacients amb PCT és variable segons l'area
geografica a estudi perd acostuma a ser més elevada que la que es troba a la poblacio
general no porfirica. La prevalenga del VHC a la poblacié general a Catalunya és del
2.64%.%° D’'un 70 a un 90% dels pacients amb PCT d’Espanya, ltalia i Franga pateixen
aquesta infeccio.*®** A EEUU la prevalenga esta al voltant del 50-75%.%“¢ Tanmateix,
aquesta proporcié disminueix al nord d’Europa, Australia i Nova Zelanda, situant-se per

sota del 20%. 47-%°

Alguns autors han associat el genotip Ib del VHC amb un risc augmentat de patir PCT.
4351 |a variabilitat trobada en la prevalenca del VHC en diferents poblacions de pacients
amb PCT podria ser deguda a la variabilitat en els genotips d’aquest virus segons l'area

geografica a estudi.

El VHC no sembla exercir un efecte inhibidor directe sobre la UROD.* Per alguns autors,
la infeccid cronica per VHC no augmentaria, per si sola, I'excrecido de les porfirines
observada en la PCT. *®* De forma similar a I'alcohol, i d’altres noxes que poden danyar el
fetge, el VHC pot afavorir un estrés oxidatiu depenent del ferro, afavorint 'oxidacié de

I'uroporfirinogen a uroporfirina.

Virus Hepatitis B:

El virus de I'hepatitis B s’ha associat amb la PCT perd no pot excloure's que la frequent

coinfeccié amb el VHC hagi sobrevalorat |a seva rellevancia.>
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Virus de la Immunodeficiéncia Humana (VIH):

Encara que s’han descrit més de 60 casos de pacients amb PCT i infeccid per VIH,
aquesta associacio és infreqlient.**® La rellevancia del VIH en la induccié de la PCT és
també controvertida donat que aquesta infeccié sovint s’acompanya d’una infeccié pel
VHC o d’altres factors de risc com I'alcoholisme.”® Tanmateix, s’ha observat de forma
aillada la resolucié de la clinica de PCT després de la introduccié com a unic tractament

d’antiretrovirals per al VIH.%°

4.3. Hexaclorobenzé:

Al 1955 el Dr. Cihad Cam, un dermatoleg que treballava al Sud-est de Turquia va veure el
seu primer pacient amb lesions ampul-loses i hipertricosi. Al final d’aquell any havia vist
centenars de nens amb una clinica de porfiria cutania tarda severa. Als seguents 5 anys
milers de nens van patir aquesta malaltia fins que Cam va descobrir que aquests nens
provenien de families agricultores pobres que s’havien alimentat directament de llavors de
blat que havien de ser cultivades en lloc de consumides. Des de 1954 aquestes llavors
havien estat pretractades amb hexaclorobenzé com a fungicida per a prevenir les plagues
que anteriorment havien destruit les collites. Al 1960 es va aturar I'Us de I'hexaclorobenzé
i 'epidémia va remetre. Es va poder implicar aquesta substancia i els seus metabolits en

la inhibicié de la UROD.®"62

En estudis posteriors, realitzats en poblacions exposades a altes concentracions

ambientals d’hexaclorobenzé, no s’ha pogut demostrar el potencial porfirinogen de

I'hexaclorobenzé incorporat a 'organisme per inhalatacié. °*%°
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4.4. Estrogens:

Els estrogens, tant en pindoles anticonceptives com en terapies hormonals substitutives
representen I'Unic factor de risc en un 25% de les dones amb PCT i la seva suspensi6 pot
induir la remissi6 de la malaltia sense que es requereixin altres conductes

terapéutiques.'€%67

L’efecte inductor dels estrogens sobre la PCT s’ha implicat inclus en el decliu dels etruscs.
Aquest decliu pot haver estat degut a l'alta prevalenga de la PCT cap a I'any 500 a.c. A
aquesta época es va produir un descens de les temperatures que va afavorir I'aparicio
d'un fong, la Fusaria, amb capacitat per a produir una micotoxina amb efectes
porfirindgens i estrogénics. A aixo s’hauria d’afegir la seva exposicié al ferro, metall en la

manufactura de la qual destacaven.®

4.5. Alcohol:

El 36.9% de la poblacié espanyola consumeix alcohol de forma habitual i el 0.87% en
quantitats importants (més de 40 cc/setmana) .?*® Espanya és el segon pais on es
consumeix més litres d’alcohol per capita (17 Its), per darrera de Franga.

Del 30 al 90% dels pacients amb PCT consumeixen més de 40 grs d’alcohol al dia.®®%*"°
L’alcohol pot afavorir I'absorcié intestinal de ferro” aixi com el seu augment hepatic i
sisttmic.®® Es factible que I'etanol present a alcohols d'alta graduacié aixi com
components fendlics presents al vi puguin induir els isoenzims del citocrom P450,
afavorint un consum del grup heme.”” Conseqiientment, augmentaria I'expressid de
lenzim limitant de la sintesis de I'hneme, 'ALA-sintasa (ALAS), afavorint el cumul de

precursors d'una UROD inhibida o genéticament disminuida.
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4.6. Polimorfismes de P-450:

El citocrom p-450 juga un important paper en el metabolisme dels porfirindgens i per tant
pot tenir rellevancia en la induccié de porfiries hepatiques. Un isoenzim del citocrom P-
450, el P4501A2(CYP1A2), és essencial per a que es desenvolupi porfiria induida per
farmacs en ratolins,” encara que és insuficient per si sol, essent necessaria la preséncia
de ferro” . En humans, I'expressié de CYP1A2 és constitutiva i altament variable, podent
estar afectada pel tabac, farmacs i d’altres factors.”®No s’ha trobat un augment de

I'expressié de CYP1A2 en fetges de pacients amb PCT.%’
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5. MALALTIA HEPATICA EN LA PCT

La PCT pot ser considerada com una malaltia del fetge amb efectes sobre la pell i
I'afectacié hepatica té importants implicacions de maneig i tractament. En practicament
tots els pacients la bidpsia hepatica mostra un augment del ferro, esteatosi i cristalls de
porfirina intracel.lulars. Al voltant del 50% dels pacients tenen canvis més severs que
consisteixen en necrosi lobular o tractes portals fibrotics i inflamats. Pot detectar-se cirrosi
en un 15% dels pacients. A I'efecte de les porfirines acumulades al fetge cal afegir sovint
el de l'alcoholisme i el de la infeccié cronica pel virus de la hepatitis C (VHC), que poden

contribuir a I'hepatopatia que sol detectar-se en aquests pacients. &

Entre un 10 i un 15% dels pacients amb PCT desenvolupen un hepatocarcinoma una
década després del diagnostic de porfiria.”” Actualment és conegut que el grau elevat
d'inflamacido hepatica, [I'hepatopatia d'evolucid cronica i el desenvolupament
d’hepatocarcinoma estan més relacionats amb la infeccié virica que amb [lalteracio

metabolica propia de la PCT.”®

La biopsia hepatica és recomanable quan es realitza el diagnostic de PCT. Aquells
pacients que han estat durant anys amb clinica i mancats de tractament aixi com aquells
en els quals es detecti infeccio viral avangada han de seguir controls periodics ecografics i

dels nivells d’alfafetoproteina.
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6. TRACTAMENT DE LA PCT

La retirada de factors desencadenants de la porfiria és fonamental per aconseguir la
remissié de la malaltia. En alguns casos s’ha comprovat la remissié complerta només
evitant la ingesta d’alcohol o d’estrdgens.®® En molts altres casos, perod, és necessari
instaurar un tractament efectiu, que esta basicament dirigit a eliminar els diposits de ferro

al fetge.

6.1. Flebotomies:

Donada la rellevancia de la sobrecarrega de ferro en la PCT, la seva deplecié constitueix
una de les principals fites terapéutiques. La practica de sagnies de 500 ml cada 15 dies
millora la clinica en pocs mesos. Aquest tractament s’atura quan s’observen nivells baixos
d’hemoglobina, saturacié de transferrina o ferritina. Tanmateix la ferritina pot augmentar
quan hi ha inflamacié hepatica, no essent els seus nivells representatius de la carrega
férrica. Per altra banda, uns nivells baixos de ferritina sempre sén indicatius d’un nivell

baix de ferro corporal total.”

Donat que l'augment de ferro hepatic augmenta el dany
hepatic produit pel VHC, les sagnies son el tractament d’eleccié en els pacients amb PCT
i VHC. Per altra banda, el ferro també disminueix I'eficacia de l'interferd, recomanant-se

sagnies en cas de nivells elevats de ferro com a pas previ al tractament amb aquest

farmac de pacients amb VHC.

6.2. Antipaludics:

La cloroquina també constitueix una bona eina terapéutica degut a que forma complexos
hidrosolubles amb les porfirines i promou la seva excrecié per via biliar i urinaria.®
Secundariament a aquesta accio, a l'inici del tractament els nivells de porfirines en sang
augmenten considerablement, acompanyant-se de cert grau de toxicitat de les estructures

centrilobulars, com es reflecteix en 'augment transitori de les transaminases seériques. La
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dosi de cloroquina recomanable és de 125 mgs, 2 cops per setmana, aconseguint-se

remissions cliniques en uns 4-6 mesos, periode similar a 'observat amb les sagnies.®’

La forma més eficag i rapida d’induir la remissié de la PCT consisteix en la combinacio de

flebotomies i 'administracié de cloroquina a baixes dosis.®?

6.3. Interferé o/Ribavirina:
L’interferé o de forma aillada o en combinacié amb la Ribavirina s’han mostrat eficacos en

el tractament de I'hepatitis per VHC.%

Tanmateix, I'eficacia de linterferé o i/o interferé en el tractament de pacients amb PCT i
VHC és controvertida i només s’han descrit casos aillats. Amb I'interfer6 la reduccié de la
carrega viral del VHC pot no traduir-se en una reduccié dels nivells de porfirines.®* S’ha
descrit 'aparicio de novo de clinica de PCT després d’iniciar-se tractament amb interfero i
ribavirina.2®> A més, s’observa una menor negativitzacié del VHC en pacients amb PCT

que reben IFN-o. respecte als que no tenen aquesta malaltia metabolica.®®

Tanmateix, s’ha descrit en casos aillats la normalitzacié dels nivells de porfirines urinaries
i de la clinica de PCT després de tractar la infeccié cronica per VHC amb IFN-c.%%60:87-90
Aquesta normalitzacié de les porfirines pot produir-se encara que no es negativitzi la
carrega viral de VHC, postulant-se que l'accid de lIFN-a és deguda a un efecte

immunomodulador que amortigua la resposta inflamatoria hepatica ocasionada pel VHC,

resposta implicada en la inhibicié de la UROD. &
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6.4. Eritropoietina:

En pacients anémics (com ara pacients amb insuficiéncia renal) el ferro pot ser neutralitzat
amb [l'administracié d’eritropoietina humana recombinant. Aquest regulador de
I'eritropoiesi disminueix la quantitat de ferro lliure i actua mitjangant la seva incorporacié al

grup hem.”!

6.5. Antioxidants:

Diversos estudis han demostrat que els pacients amb PCT tenen nivells disminuits en
sang d’antioxidants com les vitamines E i C, aixi com de carotenoides. En models animals
amb PCT s’ha observat que I'acid ascorbic preveu el desenvolupament d’uroporfirinuria.®
Per tant, és probable que en la patogénia de la PCT es produeixi un estrés oxidatiu per
'accié combinada del ferro i les porfirines, amb la produccié d’inhibidors de la UROD i el
consum d’antioxidants. També s’ha suggerit que aquesta reduccié del potencial
antioxidant seria responsable de 'augment de dany hepatic, cancer hepatic i disminucio
de la resposta immune, afavorint la infeccié pel VHC i el VIH.*® Encara que la vitamina E
s’ha demostrat eficag en alguns casos aillats, es recomana en primer lloc la deplecié del
principal implicat en la creacié de radicals, el ferro. Com a segona opcio se li pot

recomanar al pacient que augmenti la ingesta de fruites i vegetals.
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HEMOCROMATOSI | GEN HFE

1. DEFINICIO D’HEMOCROMATOSI

L’hemocromatosi hereditaria (HH) es caracteritza pel cumul lent i progressiu de ferro,
especialment al fetge, que pot donar lloc a una reduccioé de I'esperanga de vida per cirrosi

i/o fallida organica.

L’'HH és probablement la malaltia genética recessiva més freqlient a la poblacié
nordeuropea, afectant a un de cada 200-300 individus. La seva incidéncia és més elevada
en poblacions d’origen celta com ara a Irlanda, Gales, Australia i a regions d’EUA amb

poblacié d’origen irlandés.

El diagnostic dHH ha de ser sospitat en qualsevol pacient amb hepatomegalia,
hiperpigmentacié anormal, cardiomiopatia, diabetis, artritis o hipogonadisme de causa no
determinada. L’HH és una malaltia progressiva que es manifesta de forma més freqient
en homes i que habitualment no és aparent fins a la tercera o sisena décades de la vida.

Les dones presenten menys manifestacions degut a la menstruacié i els parts.

Classicament els criteris acceptats per al diagnostic de 'HH han estat els segients: *
1- Tincions per ferro hepatic graus 3 o 4.

2- Concentracio de ferro hepatic >80 uM/g dw (pes sec) o >1000 ug/100mg (pes sec)
3- index de ferro hepatic > 1.9

4- Cinc o més grams de ferro extrets per flebotomia
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La sobrecarrega de ferro també repercuteix en 'augment de la saturacioé de transferrina i

la concentracié de ferritina.

El tractament de I'hnemocromatosi hereditaria consisteix en la practica de sagnies, que
inicialment es realitzaran una o dues vegades a la setmana. Posteriorment s’adapta el
ritme de sagnies després de la monitoritzacié de ’'hemoglobina, 'hematocrit i la ferritina.%

Es considera adequat assolir i mantenir nivells de ferritines de 50 mg/l o menors.
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2. HLA1 HEMOCROMATOSI

Al 1976 Simon va establir una forta associacioé entre I'HH i I'HLA-A (localitzat a 6p21.3),
que va trobar en un 78% dels seus pacients.® Stevens i col van concloure que el gen de
’hemocromatosi havia de localitzar-se al cromosoma 6 proper al locus de 'HLA-A en
desequilibri d’unié, amb una alta freqiiéncia de I'HLA-A3.°” Durant els anys segiients
diversos autors van anar acotant el locus de I'HH entre els locus HLA-A i 'HLA-B utilitzant

98103 | 'abséncia de lesions estructurals utilitzant

técniques d’associacio al.lélica.
electroforesi en gel per a localitzar el locus de I'HH va permetre descartar grans
deleccions o reordenaments.'® La identificacio dels microsatélits va permetre situar el gen
de la HH entre el locus HLA-A i el marcador microsatelit D6S105 al 1993."%%1% Finalment,
en un estudi en pacients amb hemocromatosi, Feder i col van identificar una regié de 250
kb telomérica en 3 Mb al complex major d’histocompatibilitat (CMH) al cromosoma 6
mitjancant técniques d’analisi de desequilibri d’unié i d’haplotipus complert.'”” A aquesta
regié van identificar un gen relacionat amb el CMH tipus | (denominat pels autors HLA-H i

actualment HFE) que contenia dues mutacions sense sentit. Una de les mutacions es va

trobar en el 83% dels 178 pacients estudiats.

El fet de que es retardés una década la troballa del gen de la HH és degut a diversos
motius. Per una banda, el gen es localitza en una amplia zona de desequilibri d’'unié amb
uns marcadors al.lélics que encara que allunyats entre si mostren nivells comparables de
desequilibri d’'uni6 amb el gen a estudi. A I'HH els mapes geneétics i fisics no soén
proporcionals. El gen HFE es troba 4.6 Mb distal al HLA-A perd la distancia genética es
troba només a 0.75 cM per la qual cosa durant 20 anys I'estreta unié entre el gen de 'HH i

el HLA-A es va interpretar com una distancia fisica petita.'® La introduccié de microsatél.lits
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com a marcadors va permetre endegar una recerca més precisa, encara que finalment el

gen es trobava a 2 Mb del marcador preferit, D6S105. "%

3. GEN HFE

El gen de la proteina HFE (pHFE) conté 7 exons i codifica una proteina de 343
aminoacids. La mutacié que es troba en més del 80% dels pacients amb hemocromatosi
es localitza a I'ex6 4, consistint en una substitucié d’'una sola base, G—A, en el nucleotid
845 (G845A) —Figura 2-. Aquesta mutacio es tradueix en una substitucié d’una cisteina
per una tirosina a nivell de 'aminoacid 282 (cys282Tyr-C282Y). La pHFE és similar a les
molécules del CMH de classe |. Conté, a l'igual que aquestes, una seqiiéncia senyal, una
regié d’'unié al péptid (dominis al i a2), un domini tipus immunoglobulina (a3), una regio
transmembrana i una petita porcid citoplasmatica (Figura 3).'” Una de les
caracteristiques estructurals més importants de les molécules del CMH conservada a la
proteina HFE consisteix en 4 cisteines que formen ponts dissulfur als dominis o2 i a3. La
correcta conformacié del domini a3 és rellevant per la unid no covalent amb la
B2-microglobulina (B2M)i la seva adequada presentacié a la superficie cel-lular.'® La

mutacié C282Y origina una alteracioé en una d’aquestes cisteines.



Figura 3. Estructura de la pHFE.

]
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3.1. Mutacions del gen HFE:

Mutaci6é C282Y:

Un cop descobert el gen del HH diversos estudis han confirmat que el 72-90% dels
pacients amb aquesta malaltia sén homozigots per la mutacié C282Y."""""® La prevalenca
d’'aquesta mutacié a la poblacid general és especialment elevada a la poblacio
anglosaxona, trobant-se en homozigosi en un 0.5% a la majoria d’estudis realitzats al
Nord d’Europa.’®'?° La poblacié amb major prevalencga fou la irlandesa, detectant-se la
mutaci®6 C282Y en un 14% dels cromosomes.”' La mutacié C282Y es troba en
heterozigosi en un 7-10% dels individus d’origen nordeuropeu. La frequéncia de la
mutacié C282Y, aixi com la gravetat de les manifestacions cliniques d’hemocromatosi,
decreixen en totes direccions des de les regions del nord-oest d’Europa, regions

habitades per poblacions d’origen celta.

A Espanya s’ha observat una prevalenca d’homozigots per al C282Y del 83-87% i en
doble heterozigosi amb la mutacié H63D en un 5-6.5% dels pacients amb HH. %' A |a
poblacié general s’ha observat la mutaci6 C282Y en homozigosi en un 0,2% i en

heterozigosi en el 5.5% (dobles heterozigots 1.4%).'?

A ltalia es detecta una menor prevalengca de les mutacions del gen HFE que al nord
d’Europa en els pacients amb HH (64% d’homozigots per C282Y)"*'?* Aquesta
prevalenca augmenta de sud a nord d’ltalia, en correlacié amb I'augment del percentatge
de poblacié d’origen celta.'® Les diferents prevalences de la mutacié C282Y segons la

poblacié a estudi semblen confirmar I'origen celta de la mutacié C282Y. %1%
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Essent I'HH una malaltia metabolica freqlient, amb una fase pressimptomatica i amb un
tractament disponible eficag (sagnies), alguns autors han proposat la utilitat del cribatge

sistematic de les seves mutacions en poblacions d’alt risc. 4> ¢7:107:128-130

Aproximadament el 80% dels individus amb el genotipus homozigot per C282Y tenen un
fenotipus de sobrecarrega de ferro compatible amb HH."*"*" A més, les mutacions del
gen HFE, especialment la C282Y en homozigosi podria estar relacionada amb un risc
augmentat de patir hepatocarcinoma, amb la qual cosa l'estudi i deteccié d’aquesta

mutacié podria ser de gran interés per a la prevencié d’aquest tumor. '*?

Per altra banda, nombrosos estudis realitzats en poblacié general han observat que la
penetraci6 clinica (si incloem com a tals les manifestacions classiques com la diabetis, la
cardiomiopatia i la cirrosi) del genotipus més prevalent, el C282Y en homozigosi, és molt

baixa, al voltant del 1-4%,120:133.134

Actualment no s’ha arribat a un consens sobre la conveniéncia de realitzar estudis poblacionals de

cribatge de les mutacions del HFE.">>"

Mutacié H63D:

La frequéncia d’'una segona mutacio, situada a I'exdé 2 esta augmentada en els
cromosomes que no contenen la mutacié C282Y en pacients amb HH.'?" 12115138 pAquesta
mutacio es troba en desequilibri d’'unié amb la mutacié C282Y. Consisteix en una transicio
C—G en el nucledtid 187 (C187G) —Figura 2- que determina una substitucié d’histidina

per acid aspartic en la posicio 63 (His63Asp-H63D) en el domini a1.
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La prevalenga en poblacié general de la mutaci6 H63D és més elevada que la C282Y,
essent del 15-20% en poblacié nordeuropea. A Espanya aquesta prevalenca en

homozigosi és del 4.1% i en heterozigosi del 35.1%."'%

Malgrat el comportament aparentment normal de la proteina mutada H63D observat en
models experimentals, alguns autors defensen la seva participacid en la induccié
d’HH, ™™ especialment com a factor afavoridor de I'expressio fenotipica en situacions
susceptibles de sobrecarrega férrica com [Ialcoholisme, trastorns metabdlics o
heterozigositat C282Y."*"""*3 També s’ha descrit 'augment de la saturacié de transferrina i

de ferro hepatic en individus heterozigots per a aquesta mutacié."*

Inicialment diversos autors atribuiren a aquesta mutacié un paper menor en la induccio
d’HH,"" 135 herd actualment es considera que pot contribuir a aquesta malaltia quan es
presenta en els seguents genotipus:H63D/H63D en homozigosi i C282/H63D heterozigots

compostos.'®

A diferéncia de C282Y, la H63D per si sola no és una bona eina per al cribatge de
possibles pacients amb HH donat que més del 98% dels portadors d’aquesta mutacié no

tenen el ferro augmentat.’’
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4. FISIOLOGIA DE L’ABSORCIO DE FERRO

El ferro en estat ferric (Fe3+) de la dieta és reduit a Fe2+ per accié del citocrom b
duodenal (Dcytb)™® i posteriorment absorbit per I'enterocit mitiangant la proteina
transportadora de ferro (DMT-1) principalment per les cél-lules velloses."® Posteriorment,
el ferro travessa l'enterocit i és exportat per la superficie basolateral per un altre
transportador del ferro, la IREG/ferroportina/mtp-1 (actualment anomenada ferroportina).
En aquest procés d’exportacié el ferro es reoxida a Fe3+ mitjangcant l'accid de la
hephaestina intracel.lular,’ i s’'uneix a la transferrina a la circulacié per a ser transportat

per I'organisme.

Les concentracions de ferroportina i de DMT-1 expressades a I'enterdcit madur modulen
l'absorcio de ferro de la dieta. Durant la maduracié de les cél-lules de la cripta envers
'enterdcit absortiu I'expressio de DMT-1 i ferroportina dependra principalment de la
concentracio de ferro dintre de la cél-lula de la cripta. L’expressiéo de DMT-1 i ferroportina
augmenta quan es redueix la concentracié del ferro a la cripta.'® Per tant, un descens del
ferro a nivell de les cel-lules de la cripta es tradueix en una induccié de la maduracié de
les cél-lules velloses i en una major absorcié de ferro a I'organisme establint-se un

mecanisme d’amplificacié del senyal.'#®1%1:152

Els mecanismes pels quals les cél-lules de la cripta detecten els nivells i requeriments de
ferro de l'organisme no sén ben compresos perd probablement impliquen I'absorcié de
ferro unit a la transferrina de la circulacié a través del receptor de la transferrina-1 (TfR-1).
Aparentment, l'aportacid6 de ferro de les cél-lules de la cripta depén unicament del
provinent de la transferrina de la circulaci6. Quan s’injecta transferrina a animals

d’experimentacié augmenten els nivells de ferro de la cripta. En abséncia o disminucié de
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transferrina s’esdevé una manca de ferro a la cripta que donara lloc a la induccio de tots
els gens implicats en I'absorci6 de ferro per I'enterocit madur. Aquests gens son

principalment la DMT-1, la ferroportina, el TfR i 'HFE.

5. MECANISME D’ACCIO DE LA PROTEINA HFE

Parkkila i col. van sintetitzar un anticos contra un peptid C-terminal que va permetre
immunolocalitzar la pHFE al tracte gastrointestinal.’® Amb aquesta estratégia es va poder
observar que la pHFE s’expressa a nivell intracel.lular i perinuclear a les cél-lules de la
cripta del budell prim. Aquesta distribucié contrastava amb la trobada a altres
localitzacions com Il'esdfag o els leucOcits a on s’expressava a tota la membrana
plasmatica. Aquestes troballes recolzen la possible implicacié de la pHFE en l'origen de
'hemocromatosi a I'expressar-se de forma especial a la zona d’absorcid intestinal del

ferro.

Inicialment els estudis funcionals en linies cel-lulars van atribuir un paper inhibidor de la
pHFE sobre el TfR, disminuint la seva afinitat per la transferrina.’**'*® Seguint les troballes
d’aquests experiments es va concloure que a ’hemocromatosi es perdia I'efecte inhibidor
de la pHFE sobre el TfR afavorint-se I'absorcié de ferro tissular, augment de ferro tissular
que caracteristicament és observat en aquesta malaltia. Tanmateix, posteriorment va
poder observar-se que a 'hemocromatosi el ferro es troba disminuit a les criptes i a les

cél-lules de Kupffer reticulo-endotelials del fetge.
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Partint de que les mutacions del gen HFE donen lloc a una disminucié del ferro a nivell de
les criptes s’han establert complexes models que hipotetitzen el mecanisme d’accié de la

pH FE.149’157_159

Actualment existeixen tres teories que impliquen la pHFE en el mecanisme de regulacié

dels canvis en els nivells de ferro a nivell de la cripta.

1- La pHFE potencia I’acci6 del receptor de la transferrina (TfR):
Feder va poder comprovar, en cél-lules cultivades, que la pHFE nativa s’'uneix a la p2M,
proteina que a la vegada afavoreix el transport de la primera a la superficie cel-lular. La

155,160

pHFE s’uneix al TfR i aquest a la transferrina a nivell de la superficie cel-lular per a

formar un complex quaternari depenent del pH.""'%®

El complex HFE-B2M no afecta I'afinitat de la TfR1 per la transferrina o la capacitat
d’absorcié d’aquesta sind que esta implicat en la velocitat de reciclatge del TfR1. Aixi, el
complex HFE-B2M actuaria com a inductor d’aquest recanvi, afavorint una major
preséncia de TfR1 i en consequéncia un augment de la seva accié a la paret de les

cél-lules de la cripta.'

En 'lhemocromatosi la mutacié C282Y en homozigosi impedeix la unié de la pHFE a la
B2M, 6182 afavorint-se la degradacié de la primera.'®*"%? Per altra banda, I'expressio a la
superficie cel-lular de la proteina nativa HFE i de la mutada per a H63D no esta

alterada.'%163
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En resum, la mutacié C282Y afavoriria la seva degradacio, disminuint la seva unié amb el
TfR1 i per tant disminuint I'acci6 d’aquesta. Per tant, I'absorcié de ferro a les criptes
disminuiria i aix0 donaria el senyal que potenciaria la maduracio de les cél-lules velloses i

la seva absorci6 de ferro de forma desmesurada.

2- La pHFE inhibeix I’accié de la ferroportina:

Townsend i cols proposen un altre model."®™ Quan la saturacié de transferrina a
'organisme és elevada la pHFE es dissocia del TfR1 i s’uneix a la ferroportina, inhibint-la.
Aquesta inhibicié reduiria I'exportacié de ferro fora de les criptes, augmentant a les
mateixes i donant la senyal de disminuir 'absorcio a les vellositats. Per altra banda, quan
disminueix la saturacié de la transferrina a l'organisme, la pHFE es dissocia de la
ferroportina i aquesta es torna activa, disminuint el ferro de les criptes i augmentant
consequentment I'absorcio a les vellositats. Amb la mutacié C282Y la ferroportina esta
continuament estimulada, infraestimant els nivells de saturacié de la transferrina i

mantenint els enterdcits madurs en un programa d’absorcié de ferro.

3- La proteina HFE potencia I’accié de I’hepcidina:

Les teories comentades pressuposen que la senyal que determina el grau de ferro que
s’ha d’absorbir a nivell de les cél-lules velloses es produeix inicialment a les cél-lules de la
cripta. Aixi ha estat degut a que habitualment I'absorcié de ferro a nivell de les vellositats
en resposta als nivells de ferro de I'organisme es produeix de forma diferida o tardana.
Tanmateix, en ocasions aquesta resposta es produeix en hores (vg. quan es produeix una
transfusio de reticulocits), temps que no permet que les cél-lules de la cripta madurin a
cél-lules velloses. Segons Frazer i col. la senyal es produiria directament sobre les
cél-lules velloses i el decalatge entre les necessitats de ferro i la seva absorcié seria degut

al temps que necessita 'organisme en reconéixer les seves necessitats de ferro.'® La



40

principal proteina que segons aquest autor estaria implicada en la regulacioé de I'absorcié
de ferro seria I'hepcidina, I'expressié de la qual es correlaciona inversament amb
'absorcio de ferro, tant en relacid a estimuls rapids com retardats. A més, aquesta
regulacio es produiria a nivell hepatic, on s’expressen principalment no només I'hepcidina
sind la pHFE. La hipotesi que plantegen és la segiient’®"®: La transferrina circulant i la
pHFE competeixen pel mateix lloc d’unié al TfR1."" La pHFE lliure no unida al TfR1
estimularia la produccié d’hepcidina, estimul que quedaria frenat quan la pHFE i el TfR1
s’uneixen. La transferrina (diférrica) s’'uneix amb més afinitat al TfR1 que la pHFE, per la
qual cosa quan existeix un excés de transferrina la pHFE es troba lliure, s’estimula la
produccio d’hepcidina, proteina que inhibeix I'absorcio intestinal de ferro. Per altra banda,
quan disminueixen els nivells de ferro circulants augmenta la proporcié de transferrina
monoferrica en detriment de la diférrica i augmenta I'expressié de TfR1. La transferrina
monoférrica té menys afinitat pel TfR1 i per tant la pHFE s’unira amb major proporcio amb
aquest receptor, disminuint la sintesi d’hepcidina i estimulant-se I'absorcié de ferro
intestinal. En ’hemocromatosi, I'alteracié de la pHFE donaria lloc a una disminucié de la
sintesi d’hepcidina i a un augment de 'absorcié de ferro intestinal malgrat la TfR1 estigui
saturada amb transferrina diferrica. Frazer i cols. també postulen que el TfR2 unit a la
transferrina diferrica tindria una accié similar a la de la pHFE lliure, induint la sintesi
d’hepcidina. El TfR1 té més afinitat per la transferrina que el TfR2 i en condicions de poc
ferro circulant aquest s’unira a TfR1, el TfR2 quedara lliure i juntament amb la disminucié
de la pHFE lliure s’inhibira la sintesi d’hepcidina, augmentant I'absorcio de ferro intestinal.
Pel contrari, en condicions d’elevat ferro circulant s’inhibira I'expressié de TfR1 i el TfR2
unit a la transferrina augmentara, la qual cosa, considerant 'augment de la pHFE lliure,
estimulara la sintesi d’hepcidina i la inhibicié de I'absorcid intestinal de ferro. Aquest
mecanisme de doble regulacié que exerceix la transferrina sobre el TFR1/HFE i el TfR2 té

les seves implicacions cliniques. Mutacions en els gens que codifiquen la sintesis de
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TfR1, TfR2 i HFE donen lloc a manifestacions cliniques d’hemocromatosi. Tanmateix, en
aquests casos, malgrat existeixi un augment exagerat de I'absorcié de ferro, aquesta

168,1
t68, 69

absorcio pot ser regulada, en cert grau, per la quantitat de ferro circulan i la clinica

no sol apareixer en edats precoces. Pel contrari, les mutacions de I'hepcidina donen lloc a

una hemocromatosi juvenil.'®

6. MUTACIONS DEL GEN HFE | EVIDENCIA CLIiNICA/BIOQUIMICA

D’AUGMENT DE FERRO SISTEMIC

Els parametres de ferro que més s’han utilitzat per a valorar la sobrecarrega de ferro en
pacients amb hemocromatosi i en estudis sobre el fenotipus associat a les mutacions del
gen HFE han estat la saturaci6 de la transferrina, la ferritina i la siderémia. La
quantificacio del ferro hepatic és considerada de forma infreqlient en els estudis sobre el
fenotipus de les mutacions del gen HFE. Els treballs més recents semblen coincidir en
que el millor parametre individual per a analitzar aquesta relacié és la saturacié de la

transferrina.

6.1. Mutacions del gen HFE i parametres sérics de sobrecarrega de ferro:

Els indicadors d’homeostasi del ferro, incloent-hi la saturacié de la transferrina, la ferritina i
la siderémia, tenen el valor maxim en els C282Y homozigots, seguits dels C282Y/H63D
heterozigots compostos, els H63/H63D homozigots, els C282Y heterozigots, els H63D

heterozigots i en darrer lloc els tipus salvatges sense les mutacions.”*'""

Genotipus C282Y/C282Y:
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En pacients homozigots per C282Y amb sobrecarrega de ferro, el grau d’expressio
fenotipica és molt variable i depén també de factors com I'edat, el génere, factors

ambientals, la dieta, I'alcohol o la pérdua de sang."’

Els estudis realitzats en poblacié general mostren una important variabilitat geografica
en I'expressioé fenotipica del genotipus C282Y. Aixi, en estudis realitzats a Gales i al
Canada s’observa una sobrecarrega moderada de ferro en només el 20% dels
individus homozigots C282Y."3*"3° Per altra banda, en estudis realitzats en poblacio
general a EUA i Australia s’ha observat que més del 80% dels individus amb
homozigosi per C282Y presenten una saturacié de la transferrina superior al

45%'119,131

En un estudi realitzat en 5370 donants de sang espanyols, Sanchez i cols. detecten
que el 50% dels pacients homozigots per C282Y (4 pacients barons) presenten un

augment significatiu de la saturacié de la transferrina i de la ferritina.'"2
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Genotipus no homozigots:

C282Y/C282Y:

La preséncia d’'una sobrecarrega de ferro (mesurada en nivells de saturacio de la
transferrina i de ferritina) en els individus que no s6n homozigots per la mutacid
C282Y és poc freqlient. Olynyk i cols. observen que aquesta frequiéncia es del 0.13%

en un estudi realitzat en 3011 individus d’una poblacié australiana.'"

C282Y/H63D:
Encara que de forma lleu o moderada el genotipus C282Y/H63D heterozigot compost
s’ha associat amb un augment significatiu dels parametres de sobrecarrega de ferro

en estudis en poblacié general. """

A Espanya, Sanchez i cols. observen un augment de la saturacié de la transferrina i
de la ferritina en només el 1.35% (penetracid) dels individus dobles heterozigots en
poblacié general.'”® Les manifestacions cliniques d’hemocromatosi en pacients amb

aquest genotipus, especialment I'afectacié hepatica, son rares.'®'

H63D/H63D:

El genotipus H63D en homozigosi té també poca penetracié,’’* encara que sembla
que hi ha certa variabilitat geografica. Nombrosos autors han observat un augment
significatiu de la saturacio de la transferrina en els individus de la poblacié general que

s6n homozigots per H63D respecte als tipus salvatges.'” 73175176
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C282Y/wt o H63D/wt:

En estudis poblacionals de les mutacions del gen HFE alguns autors observen un
augment significatiu dels parametres de sobrecarrega de ferro en individus

heterozigots per la mutacié C282Y o la H63D. #1143.147.173.175.176,178

6.2. Mutacions del gen HFE i ferro hepatic:

La quantificacié del ferro hepatic és un parametre que ha estat poc utilitzat per a esbrinar
I'efecte de les mutacions del gen HFE. Obviament, per motius étics aquests estudis no es
realitzen en pacients sans sin6 en individus que presenten alguna malaltia hepatica com
ara infeccié pel VHC, alteracions de la biologia hepatica o sobrecarrega de ferro. En
pacients amb HH el genotipus que més ha estat relacionat amb un augment del ferro

hepatic és el C282Y/C282Y en homozigosi.'”

En un estudi retrospectiu realitzat en 32 bidpsies hepatiques, Nash i cols. observen que la
mutaciéo C282Y en homozigosi és I'inic genotipus que es correlaciona amb un augment

del ferro hepatic.'®

En 103 bidopsies hepatiques obtingudes de pacients amb diverses patologies, Brunt i cols.
observen que la concentracio de ferro hepatic i I'index de ferro hepatic estan augmentats
en els pacients homozigots per C282Y i de forma més moderada en la resta de

genotipus.'®

Moodie i cols. detecten un augment significatiu del ferro hepatic (mesurat de forma
semiquantitativa) en individus que havien estat remesos per alteracions hepatiques, quan
aquests presenten els genotipus C282Y en homozigosi o bé son dobles heterozigots

C282Y/H63D."8
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Lim i cols. observen un augment moderat del ferro hepatic en pacients que estaven en
estudi per presentar un augment de la saturacié de la transferrina i/o de la ferritina i que a

més eren heterozigots composts C282Y/H63D."®?
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7. EFECTE DE LES MUTACIONS DEL HFE SOBRE L’AUGMENT DEL FERRO

HEPATIC ASSOCIAT AMB LA INFECCIO PER VHC

Diversos autors han descrit una manca d’augment dels nivells de ferro hepatic (per tincié
de Pearl’s i de forma quantitativa) en individus amb infeccié per VHC."*'®® Aquests autors
tampoc observen diferéncies en els nivells de ferro hepatic en funcié de la preséncia de

les mutacions del HFE.

Altres autors pero si observen un augment de la concentracio del ferro hepatic en pacients
amb infeccié per VHC i mutacions del gen HFE respecte als que no presenten aquestes

mutacions.'®

8. PATOGENESI DEL DANY TISSULAR I LA FIBROSI EN L'’HEMOCROMATOSI

7

Diversos autors han observat un augment de risc de cirrosi hepatica aixi com

d’esteatosi no-alcoholica'® en pacients amb les mutacions del gen HFE.

El cumul progressiu de ferro al fetge i d’altres organs pot donar lloc a un dany cel-lular i
fibrosi. EI mecanisme patogénic implicat sembla ser la peroxidacié de lipids deguda a la
creacié d’espécies reactives d’oxigen.''%° Els fosfolipids de les membranes cel-lulars sén
els més susceptibles de ser danyats per I'oxidacid, desencadenant la destruccio de la
membrana, l'alliberacié d’enzims hidrolitics en el citossol, 'exposicié del DNA als enzims
degradants i la pérdua del potencial de membrana mitocondrial que pot portar a la mort

cel-lular.
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L’activacio i proliferacio de les cél-lules estelades hepatiques quan hi ha sobrecarrega de
ferro també estan implicades en la fibrosi hepatica. Els productes de la peroxidacio lipidica
i el ferro estimulen directament la sintesi de colagen'’ i aquesta afavoreix la formacié de
fibrosi i cirrosi. El llindar acostuma a ser de 400 uM/g de ferro hepatic perd aquest pot

reduir-se per factors com la ingesta d’alcohol i les infeccions viriques.'"

La mutacié C282Y en heterozigosi afavoreix i potencia el dany hepatic i la cirrosi produida
per la infeccié cronica per VHC.%'9%19 Aquesta mutacié associada a ingesta d’alcohol o
a la infeccié cronica per VHC també s’ha relacionat amb un risc augmentat de patir
hepatocarcinoma.'*'%® La mutacié C282Y en homozigosi dona un risc relatiu de 20 de

132,196

patir hepatocarcinoma encara que aquesta associacié encara és controvertida.'®’

9. DETECCIO DE LES MUTACIONS DEL GEN HFE COM A CRIBATGE

D’HEMOCROMATOSI

Avui en dia es consideren indicatius d’hemocromatosis els homozigots per C282Y ,els
dobles heterozigots C282Y/H63D i els homozigots H63D. L'estudi de les mutacions del
gen HFE esta indicat en els seglents casos:

1- Individus amb evidéncia de sobrecarrega de ferro: augment de la saturacié de la
transferrina (més del 45%), de la ferritina o del ferro hepatic, especialment si es demostra
una hepatopatia associada.

2- Tots els familiars de primer grau dels pacients amb hemocromatosi. Als familiars als qui

es detecti homozigosi se'ls hi haura de determinar I'index de saturacio de la transferrina.
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Com s’ha exposat, el benefici de realitzar un cribatge de les mutacions del gen HFE de

forma generalitzada a la poblacié general és controvertit.

10. GEN HFE | ANTROPOLOGIA

La prevalenga de la mutacio C282Y és més elevada en la poblacié d’origen celta.

Les mutacions en el gen HFE poden haver representat un éxit evolutiu en situacions de
baixa ingesta de ferro a la dieta. Aquestes mutacions podrien representar també un
avantatge evolutiu en grups de poblacié amb tendéncia a patir anémia per parasitosis
intestinals, malaria o embarassos multiples. A nivell placentari, 'augment de I'absorcié de

ferro pot haver-se traduit en una menor mortalitat i morbilitat perinatal.'®* 919

Les mutacions del gen HFE poden representar un altre avantatge evolutiu, en especial la
C282Y. Podria especular-se, a l'igual que s’ha proposat per la proteina transmembrana
reguladora de la fibrosi quistica,”® que la pHFE és un receptor d’un agent infecciés. Les

seves mutacions dificultarien I'entrada a nivell intestinal d’aquests agents.

La mutaci6 H63D pot haver aparegut en més duna ocasid en diferents arees

201202 § a5 més antiga que la mutacié C282Y.2%% Cullen va establir 'ancessor

geografiques
cromossomic del gen HFE en poblacions no caucasiques d’aborigens australians i
xinesos mitjangant estudis amb haplotipatge HLA. Observa que la mutacié C282Y que
detectava en aquestes poblacions s’associava sovint amb HLAs més freqlients entre els
Europeus concloent que aquesta mutacio va ser importada pels anglosaxons. Pel contrari,

la mutacié H63D es trobava també associada amb HLAs freqiients entre els aborigens i

infreqlients entre els europeus per la qual cosa es pot sospitar que aquesta mutacio
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aparegué de forma aillada abans de la immigracié d’origen europeu. Per a Cullen i
Rochette I'aparicié i permanencia d’aquesta mutacié de forma aillada a diferents arees
geografiques podria traduir un avantatge evolutiu. A més, la mutacié H63D s’ha associat
amb el HLA-A29 i amb un major recompte de limfocits CD8+%**. Per tant, les mutacions
del gen HFE poden tenir implicacions en la immunitat i en una millor adaptacié evolutiva

enfront d’infeccions virals.

Per a d’altres autors, el fet de que I'HH sigui molt poc prevalent a Asia i de que la
mutacid meés prevalent a aquestes arees sigui la H63D indicaria que aquesta

mutacié és poc rellevant en I'etiopatogénia de I'hemocromatosi.’?®

11. ALTRES FACTORS ETIOLOGICS POTENCIALS DE L’HEMOCROMATOSI

La variabilitat fenotipica observada en pacients amb les mutacions descrites al gen HFE
indica que poden existir altres factors geneétics (com ara gens modificadors) o ambientals
que determinen aquestes diferéncies. També recolzaria aquesta teoria el fet que

s’observin pacients amb criteris d’hemocromatosi sense les mutacions del gen

HFE-114,117,179,205

11.1. Gen HFE:

Mutaci6é S65C:

S’ha descrit una tercera mutacié en el gen HFE deguda a una substitucio A>T a la
posicio 193 de I'exd 2, que dona lloc a una substitucidé d’'una serina al cod6 65 per una

cisteina (S65C). El paper com a factor etioldgic de 'hemocromatosi que exerceix la
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mutacié S65C és controvertit. Alguns autors han observat una prevalenga augmentada
d’aquesta mutacio en pacients amb hemocromatosi, amb una freqiiéncia al.lélica del 1.6-
2%.138.1432%6 També s’ha observat un augment de la prevalenca d’aquesta mutacié en

207

cromosomes de risc (sense les mutacions C282Y o H63D)™’ aixi com en heterozigosi

amb la mutacié C282Y % en pacients amb fenotipus d’hemocromatosi .

Per Mura i cols. la mutaci6 S65C s’associaria amb una forma poc severa
d’hemocromatosi.™® Aixi com alguns autors no han trobat cap associacié entre aquesta
mutacié i la sobrecarrega de ferro,”® d’altres si han observat un augment de la saturacié

de la transferrina en aquests pacients.'*

11.2. Altres gens:

Mutacions del HFEZ2:

Els pacients amb hemocromatosi juvenil presenten manifestacions cliniques
d’hemocromatosi hereditaria abans dels 30 anys i moren a edats tempranes per
insuficiéncia cardiaca si no sén diagnosticats.?'%?'"" Es una malaltia autossomica recessiva
de la qual se n'ha mapejat el gen recentment, localitzant-se al cromosoma 1 i denominant-
se HFE2.2"? La proteina que transcriu s’ha denominat hemojuvelina i aparentment modula,

potenciant-la, 'expressio de I'hepcidina.

Mutacions en la ferroportina:

S’ha descrit una forma d’hemocromatosi associada a una mutacié puntual en el gen de la
ferroportina, donant lloc a un canvi de N a H a la posicié 144 de la proteina.?'* La malaltia
s’hereta de forma autossdmica dominant. Njajou i col. suggereixen que la mutaci6 activa

la ferroportina. Townsend i cols. hipotetitzen que aquesta mutacié podria donar lloc a una
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alteracié en la uni6 ferroportina-HFE, obviant-se doncs la inhibici6 de la primera i

estimulant-se I'absorcio de I'enterocit.'®*

Mutacions del receptor de la transferrina 2:

El receptor de la transferrina 2 (TfR2) és una proteina localitzada a nivell de les criptes
que té un 48% d’homologia amb el TfR1 en la porcié extracel.lular de la proteina i
presenta afinitat per la transferrina perd no per la pHFE.?" S’ha descrit una forma

d’hemocromatosi deguda a mutacions en aquest receptor (TfR2).%"

Mutacions de I’'hepcidina:

L’hepcidina és un petit péptid que s’expressa al fetge amb activitat antimicrobiana i es
creu que té una accid reguladora de I'homeostasi del ferro.?'?' Aquesta proteina
aparentment limita I'absorcié de ferro intestinal i la seva manca d’expressié s’ha associat
amb sobrecarrega de ferro. Alguns autors han hipotetitzat que la ferroportina és inhibida

* | aquesta podria ser potenciada per la pHFE.?'® Per tant, es podria

per I'hepcidina®
preveure que les mutacions de la pHFE disminuirien I'expressié de I'hepcidina, disminuint

la inhibicié sobre la ferroportina i potenciant-se I'exportacié de ferro de la cripta.

En estudis experimentals amb ratolins knockout s’ha observat que I'expressié clinica de
’hemocromatosi deguda a mutacions del gen HFE es potencia quan manca I'activitat de
I'hepcidina.?’ També s’ha observat I'aparicié6 d’'una malaltia similar a ’'hemocromatosi

hereditaria en ratolins amb manca d’expressié d’hepcidina.??

Posteriorment s’han descrit mutacions en el gen de 'hepcidina (HAMP) localitzat a 1913
que donen lloc a [laparici6 d'una forma d’hemocromatosi que comparteix les

caracteristiques cliniques de 'hemocromatosi juvenil.'%#
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PCT 1 HEMOCROMATOSI

No tot individu de la poblacié general exposat als factors descrits com a desencadenants
de la PCT tipus | desenvolupara aquesta malaltia. Per tant, malgrat sigui denominada PCT
esporadica o adquirida, ja al 1963 Waldenstrom va postular la possibilitat de que alguns

factors genétics podien predisposar a aquesta malaltia.?*?

Existeix una semblanga entre la siderosi hepatica en pacients amb HH i PCT i alguns
pacients presenten ambdues malalties de forma simultania.??>??* Tant el procés de recerca
com la troballa del gen implicat en I'HH s’ha reflectit en I'estudi de la PCT. De forma
successiva i paral-lela als avengos aconseguits en l'estudi de 'HH s’han anat assolint

troballes en biologia molecular en la PCT.

Al 1985 Kushner observa que el 51% dels seus pacients amb PCT esporadica presenten
'HLA-A3.%?° Posteriorment, diversos autors confirmen la relacié entre HLA-A3, PCT i

sobrecarrega de ferro.?242%

Al 1997, I’any després de que es descobreixi el gen implicat en I'HH, Roberts i col
demostren una prevalenga significativament augmentada de la mutacié C282Y en
pacients afectes de PCT (Taula 1).?*’ Aquests autors analitzen les mutacions C282Y i
H63D en 41 pacients del Regne Unit amb PCT esporadica i observen una prevalenga
significativament augmentada de la mutacié C282Y, tant en heterozigosi (26.8%) com en
homozigosi (17%) respecte als controls (9.9% i 0.9% respectivament). No demostren una
relacié entre la mutacié6 H63D i la PCT, ni en heterozigosi (29.2%) ni en homozigosi

(2.4%). No s’analitza la prevalenga de la infeccio per VHC en aquest estudi.
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Santos i cols. observen, en un estudi realitzat a Holanda, que el 47% dels al.lels de
pacients amb PCT tenen la mutacié C282Y i el 23% la mutacié H63D, en contrast amb el

9% i el 4% del grup control

Posteriorment, en un estudi realitzat a Mila, al nord d’ltalia, Sampietro i cols. no observen
un augment significatiu de la mutaciéo C282Y (2.9% en pacients amb PCT respecte a un
1.5% en controls) entre els 68 barons amb PCT esporadica que sén analitzats.”® No
observen pacients homozigots per la mutacio C282Y. Pel contrari, observen una
sobreexpressié significativa de la mutacié H63D. Observen la mutacié H63D en el 50%
dels pacients amb PCT, en forma heterozigota (42.6%) o homozigota (7.3%), en contrast
amb el 24% del grup control (22.6% d’heterozigots i 1.5% d’homozigots). Tanmateix, no
observen una correlacié entre la mutacié H63D i una sobrecarrega férrica (mesuren el
ferro hepatic de forma quantitativa en 21 pacients). En I'estudi de Sampietro s’inclouen
controls amb infeccié pel VHC i no s’observen diferéncies en les mutacions del HFE quan
es comparen amb controls no infectats. No observen tampoc una correlacié entre les
mutacions del gen HFE i la infeccio pel VHC en els pacients amb PCT. No s’analitzen les
diferencies en les prevalences de les mutacions del HFE segons I'estatus del VHC entre
els pacients amb PCT i els controls i no reflecteixen una xifra de la prevalenca de la

infeccio pel VHC en el grup de pacients amb PCT.

D’Amato i cols. descriuen una sobreexpressié de la mutaciéo C282Y (sumant heterozigots i
homozigots) i no de la H63D entre 50 pacients amb PCT d'ltalia central i sud.?*°
Tanmateix, no observen una correlacié entre la mutacié C282Y i la sobrecarrega de ferro,

mesurada en nivells de ferritina i siderémia. No s’analitza la prevalenca de la infeccio pel

VHC.
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En una poblacié australiana de 27 pacients amb PCT, Stuart i cols. observen un augment
significatiu de la mutacié C282Y (44.4%) en relacié amb els controls (12%; p 0.001).* No
observen un augment significatiu dels valors de saturacid de la transferrina ni de la
ferritina en els pacients amb la mutacié C282Y respecte als tipus salvatges. Tampoc
objectiven una relacié entre la mutacié H63D i la PCT. El 25.9% dels pacients d’aquest

estudi son VHC positius i cal destacar que cap d’aquests presentava la mutacio C282Y.

Christiansen i cols. observen una sobreexpressido de les mutacions C282Y i H63D en
homozigosi en 42 pacients danesos amb PCT esporadica.?®' Aquests autors no analitzen

la prevalenga de la infeccio pel VHC entre els seus pacients.

En lestudi d’Enriquez de Salamanca i cols. realitzat amb 69 pacients amb PCT
esporadica en una poblacié espanyola, s’observa un augment significatiu de la mutacio
H63D en homozigosi entre els pacients amb PCT.®? La mutaci6 C282Y no es
correlaciona amb la PCT. No es fa cap analisi en relacio a la infeccié pel VHC ni a la

sobrecarrega de ferro.

No s’observa una relaci6 entre les mutacions del HFE i la PCT (esporadica i familiar) en

pacients de Bulgaria.?®® No s’analitzen altres factors de risc com la infecci6 pel VHC.

En el treball de Bulaj i col., realitzat a EUA amb 108 pacients afectes de PCT, s’observa
una relacié entre la mutaci®é C282Y i aquesta malaltia.®’ Observen que un 19% dels
pacients sén homozigots per C282Y (controls 0%) i un 7% soén dobles heterozigots
(controls 0%). Aquests genotips estan sobreexpresats doncs entre els pacients amb PCT.
Per altra banda, no s’observa un sobreexpressio dels altres genotips, incloent la mutacio

C282Y en heterozigosi. Bulaj també correlaciona la mutacié C282Y en homozigosi amb la
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sobrecarrega de ferro, mesurada amb els seglients parametres: concentracié de ferritina,
saturacid de transferrina i concentracié6 de ferro hepatic. La concentraci6 de ferro
mesurada mitjangant espectrofotometria d’absorcié atdmica va ser estudiada en 31

bidpsies. El 59% dels pacients d’aquest estudi presentaven infeccié pel VHC.

En un estudi brasileny es detecta una sobreexpressié de la mutacié C282Y entre 23
pacients amb PCT, que també presenten una alta prevalenca d’infeccid pel VHC
(65.2%).2** La prevalenca de la mutacié C282Y és del 17.4%, significativament

augmentada respecte als controls (4%; p 0.02).

A Alemanya, Tannapfel i cols. observen un augment significatiu d’ambdues mutacions en
190 pacients amb PCT esporadica.?® El 39% dels pacients presentaven la mutacio
C282Y i el 45% la mutacié H63D, respecte al 3% i el 10% dels controls. Aquests autors
destaquen que la relacié que observen entre la mutacié H63D i la PCT entre els seus
pacients, no observada en d’altres estudis similars, podria ser deguda a la baixa
prevalenga de la infeccié pel VHC entre els pacients amb PCT a Alemanya, xifrada en un
8-15%, significativament inferior a 'observada en d’altres paisos. Tannapfel observa una
tendencia dels pacients homozigots per C282Y, heterozigots per H63D i dobles
heterozigots envers un augment dels nivells de ferritina i saturacio de la transferrina sense

arribar a la significacié estadistica.

Dereure i cols. analitzen les mutacions en 36 pacients amb PCT esporadica o familiar (32
i 4 pacients respectivament) del Sud de Franga i observen una sobreexpressio de la
mutaciéo C282Y en heterozigosi (19% dels pacients) i de la mutacio H63D en homozigosi

(14%).2*® No observen un augment ni de la ferritina ni de la saturacié de la transferrina
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entre els pacients amb PCT amb les mutacions del gen HFE. El 56% d’aquests pacients

francesos presenten infeccio pel VHC.

Skowron i cols. descriuen la preséncia de mutacions del gen HFE en 56 pacients del
centre de Franga (no recullen un grup control).?®” Observen que el 30.2% presenten la
mutaciéo C282Y en heterozigosi (cap en homozigosi). El 46.3% presentava la mutacié
H63D en heterozigosi i el 7.1% en homozigosi. Destaquen I'augment significatiu de la
saturacié de la transferrina en els pacients dobles heterozigots C282Y/H63D i una
tendéncia que no arriba a la significacio estadistica en els homozigots per H63D. El 25%

presentaven la infeccio pel VHC.

Lamoril i cols. analitzen les mutacions del HFE en 65 pacients amb PCT esporadica de la
zona central de Franga i observen un augment significatiu de la mutacié C282Y, en
heterozigosi (11.4%) i en homozigosi (5.7%).2*® No observen una sobreexpressié de la
mutacié H63D ni de la S65C entre els pacients amb PCT. El 28% dels pacients amb PCT

esporadica presentaven una infeccio pel VHC.

En el treball d’'Egger i cols. es fa enfasi en la multiplicitat de factors de risc en la PCT,
incloent les mutacions del HFE.>*® No es fa un analisi detallat de les prevalences
d’aquestes mutacions en els 34 pacients amb PCT estudiats perd si es refereix que un
29% presentaven la mutacié C282Y en alguna de les copies i un 47% la mutacié H63D. El
74% dels pacients presentaven infeccié pel VHC. Cal destacar que s’estratifiquen els
pacients segons la preséncia d’infeccidé per VHC i que s’observa una tendéncia, encara
que no significativa, envers un major nombre de mutacions del HFE, en general, entre els

pacients sense infeccié pel VHC.
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En un estudi realitzat per Malina i cols. a la Republica Txeca amb 71 pacients s’observa
una sobreexpressié de la mutacié C282Y entre els pacients amb PCT.?*° Malgrat que la
prevalenca de la infeccié pel VHC entre els pacients amb PCT txecs és del 22%, en el seu
estudi Malina no observa cap pacient amb la mutaciéo C282Y que a més presenti aquesta
infeccio hepatica. Aquests autors hipotetitzen que la rellevancia de les mutacions del HFE,
i en particular la mutacié C282Y, pot variar geograficament en funcio de la prevalenca de

la infeccié pel VHC.

En un estudi sud-africa, Hift i cols. troben una significativa variabilitat en la prevalenga de

les mutacions del HFE en pacients amb PCT segons l'origen étnic.**’

Observen que les
mutacions C282Y i H63D son prevalents en la poblacié d’origen europeu malgrat només
troben que la mutacié H63D esta augmentada en els individus amb PCT en aquest grup.

La mutacio H63D també esta augmentada en el grup d’origen asiatic (en controls i PCT,

sense diferéncies significatives) i no troben cap mutacio en el grup d’origen africa.

En l'estudi realitzat per Chiavérini i cols. en poblacié de pacients amb PCT del Sud de
Franca, s'observa una sobreexpressié de la mutacié C282Y.2*? El 18.2% dels pacients
presenten la mutacié C282Y en heterozigosi, significativament augmentada respecte als
controls (1.7%). No observen homozigots C282Y entre els pacients amb PCT. El 57.6%
dels seus pacients presenten la infeccié per VHC. Quan analitzen les mutacions del gen
HFE només en els pacients i controls amb infecci6 pel VHC no observen una
sobreexpressio de la mutacio C282Y. Destaca la manca d’aquest analisi entre els
pacients no infectats. No observen una associacié entre els parametres de sobrecarrega
de ferro (mesurats en siderémia, ferritina i saturacié de la transferrina) i les mutacions del

HFE.
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Stolzel i cols. realitzen un estudi de les mutacions del HFE en 62 pacients amb PCT a
Leipzig, Alemanya.?*®> Observen un augment significatiu de la prevalenca de la mutacio
C282Y i la H63D en heterozigosi, aixi com dels dobles heterozigots, entre els pacients
amb PCT. Els tres pacients homozigots per C282Y presenten nivells significativament
elevats de ferritina i saturacié de la transferrina i no milloren ni clinica ni bioquimicament
(nivells elevats de porfirines urinaries) després de ser tractats amb antipal.ludics. Els
parametres de sobrecarrega de ferro només milloren després d’instaurar-se flebotomies.
Els pacients heterozigots per les mutacions del HFE presenten una millora dels
parametres clinics i en els nivells de porfirines i enzims hepatics després de rebre
antipal.lidics. Tanmateix, no milloren els parametres de sobrecarrega de ferro amb

aquest tractament.

En un estudi hongarés recent amb 50 pacients amb PCT, Nagy i cols. observen una
sobreexpressié només de la mutacié C282Y i no de la H63D.?* El 16% dels pacients
presentaven la mutaci6 C282Y en heterozigosi o homozigosi respecte al 3.8% dels
controls. No observen un augment significatiu de la saturacié de la transferrina en els
pacients amb mutacions del gen HFE. El 44% dels total de pacients presentaven la

infeccio pel VHC.
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En resum, els treballs publicats descriuen 4 situacions:

1- Augment significatiu aillat de la mutacié C282Y: un nombre significatiu d’estudis, la
majoria realitzats en poblacions anglosaxones de Gran Bretanya i EUA, observen un
augment aillat de la mutacié C282Y en els pacients amb PCT. 46:49.67:227:230.234,238,240,244,245
2- Augment significatiu aillat de la mutaci6 H63D: Només en 2 estudis de l'area
mediterrania, el de Sampietro a Italia i el d’'Enriquez de Salamanca a Espanya, s’observa
un increment aillat de la mutacié H63D entre els pacients amb PCT. ?*

3- Augment significatiu de les dues mutacions: resultats descrits en estudis realitzats
a Alemanya, Franga i Dinamarca 23":23%:236.242.243.246,247

4- Cap augment significatiu de les 2 mutacions estudiades: En 3 grups de poblacié
(Japo, Bulgaria i africans de Sudafrica) no s’ha observat cap correlacido entre les

mutacions del gen HFE i la PCT 233241248

En general, la mutacio C282Y és menys prevalent en els pacients amb PCT a l'area
mediterrania que en els grups de poblacié anglosaxons. Aquestes diferéncies serien
paral-leles a les observades en I'hemocromatosi. Aixi, tots els pacients amb HH de
Queensland, el 92% dels de Regne Unit i el 83% dels d’EUA sén homozigots per la
mutacio C282Y, mentre que aquesta prevalenca disminueix al 71% a Franga i al 61% a

Italia.?*® Aquesta tendéncia s’observa també en la poblacié general.
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HIPOTESI

La PCT és una malaltia desencadenada per la interaccié de multiples factors que inclouen
I'heréncia, I'alcohol, el VHC, els estrogens i alguns agents toxics, entre d’altres encara en
estudi. La sobrecarrega férrica, de forma primaria o secundaria a d’altres factors de risc
(com la infeccié pel VHC), és un factor desencadenant de la PCT. En aquest context,
considerem la hipotesi de que la sobrecarrega ferrica observada en alguns pacients amb
PCT pot estar associada amb les mutacions descrites en el gen de I'hemocromatosi
(C282Y i H63D). Per tant, caldria esperar un augment de la prevalenga d’aquestes
mutacions en els individus amb PCT, aixi com una associacid entre la preséncia
d’aquestes mutacions i la sobrecarrega de ferro. Si aixi es demostra, les mutacions
C282Y i H63D del gen HFE haurien de ser considerades com a factors de risc de PCT. La
freqUéncia d’aquestes mutacions i de la infeccio pel VHC en estudis realitzats en altres
paisos és variable. Per tant, seria interessant conéixer també la interrelacié entre la
freqliéncia d’aquestes mutacions i els altres factors de risc, especialment el VHC, en el

desencadenament de la malaltia en el nostre ambit geografic.
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OBJECTIUS

1. Establir les prevalences de les mutacions C282Y i H63D del gen HFE en pacients amb

PCT esporadica en el nostre ambient.

2. Determinar la relacid entre les mutacions del gen HFE en pacients amb PCT

esporadica i la sobrecarrega de ferro hepatic.

3. Establir la relacié entre la prevalenca d’aquestes mutacions i la infeccio pel VHC.



IV- MATERIAL | METODES
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MATERIAL

1. GRUP CASOS
Criteris d’inclusié:
S’ha inclos de forma retrospectiva en l'estudi 99 pacients amb PCT esporadica,
diagnosticada per criteris clinics i bioquimics a la Unitat de Porfiries de I'Hospital Clinic i
Provincial de Barcelona en els ultims 10 anys. Tots els pacients havien presentat un
quadre de fotosensibilitat cutania amb aparicié d’ampolles, fragilitat cutania, quists de

milium i hipertricosi malar.

Els criteris de diagnostic bioquimic de PCT sén: 1) increment de la uro i la

heptacarboxilporfirina en orina 2) preséncia d’'isocoproporfirina en femta.

Criteris d’exclusio:

S’han exclos els pacients amb historia familiar de PCT.

Variables cliniques enregistrades:

S’han enregistrat els segients parametres clinics dels pacients del grup casos:

- Génere.

- Edat d’inici de la malaltia.

- Ingesta d’alcohol: s’ha subdividit en dos grups: Ingesta als ultims 5 anys de més de 80
gr/dia o menys de 80 gr/dia.

- Exposici6 laboral a hexaclorobenzé

- Presa d’anticonceptius orals

- Nivells de transaminases
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Parametres serologics:
Serologia virus hepatitis C
Serologia virus hepatitis B

Serologia virus immunodeficiéncia humana.

Estudi histopatologic en biopsies hepatiques:
S’ha determinat el grau d’inflamacié hepatica en 63 pacients als que s’havia practicat

préviament una bidopsia hepatica.

Parametres de sobrecarrega férrica:

S’ha pogut mesurar el ferro hepatic en 41 dels 63 pacients als que s’havia practicat
préviament una bidpsia hepatica.

S’han determinat els nivells de ferritina en 71 pacients amb PCT.

S’ha realitzat un analisi semiquantitatiu (+,++,+++) del ferro hepatic mitjangant la tincio de
Pearls en un total de 55 pacients.

Tots els parametres de sobrecarrega férrica s’han determinat abans de que els pacients

rebessin cap tractament per a la PCT.

2. GRUP CONTROL

Criteris d’inclusié:

Es van seleccionar mostres de 126 individus d’un pool del laboratori d'Immunologia de
I'Hospital Clinic. 76 d’aquests individus sén subjectes sans (grup A) i 50 pacients tenen

infeccio cronica pel VHC (grup B).
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METODES

1. DETERMINACIO DE PORFIRINES

L’estudi de les porfirines s’ha realitzat al laboratori de porfiries del Servei de Dermatologia
de I'Hospital Clinic de Barcelona. S’ha practicat analisi quantitatiu de les porfirines totals
en orina mitjangant espectrofluorimetria.?®" El valor normal de referéncia de les porfirines

totals en orina de 24 hs en el nostre laboratori és el seguent: < 300 ug/24 hs.

Els perfils de les porfirines urinaries i fecals s’han analitzat mitjangant cromatografia

liquida a alta presié (HPLC).

2. SEROLOGIES VIRIQUES

Les serologies per a VHB,VHC i VIH han estat estudiades al laboratori de bioquimica de

I'Hospital Clinic mitjangant el test de Abbott Laboratories, North Chicago, IL.

3. PARAMETRES DE SOBRECARREGA FERRICA
La concentracié de ferro hepatic s’ha determinat mitjangcant espectrofotometria d’absorcio
atomica. Els resultats s’expressen en ug/100mg de teixit hepatic (pes en sec). El rang

normal és de 17-140 ug/100mg en teixit sec.



68

La ferritina (en ng/l; valors normals: 20-300 en barons; 15-200 en dones) ha estat

mesurada per metodes estandaritzats.

4. ANALISI GENETIC DEL GEN HFE:

En tots els individus dels grups casos i controls s’ha realitzat I'estudi de les mutacions dels

exons 2 i 4 del gen HFE.

Les mutacions en el gen HFE han estat estudiades mitjangant I'amplificacié dels exons 2 i
4, |la posterior digestié6 amb enzims de restriccié (Mbo I i Rsa | respectivament) i finalment
visualitzaci6 amb gel d’acrilamida (PAGE 15%). Els passos seguits han estat els
seguents:

1- Extraccio del ADN a partir de sang total i precipitacié de 'ADN.

2- Amplificacio dels exons 2 i 4.

3- Digestié de 'ADN amb endonucleasses de restriccidé mitjangant técnica de restriction

fragment length polymorphism (RFLP).

4.1. Extraccio i precipitaciéo d’ADN:

S’ha realitzat extraccio d’ADN de mostres congelades de sang total utilitzant el QlAamp

Blood Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA)

Metode de precipitacié de 'ADN:

1- Afegir etanol al 100% (2,5 vegades del volum inicial d’ADN) i acetat sodic 3M (1/10 del

volum inicial d’ADN)



69

2- Deixar a —20°C tota la nit

3- Centrifugar 15°a 4°C (13000 rpm)

4- Retirar el sobrenadant

5- Afegir 500 pl d’etanol al 70% i centrifugar 15" a 4°C (13000 rpm)

6- Secar al menys 2 hores

7- Diluir en H,0O fins a 50 pl

8- Es mesura la concentracio d’ADN amb I'espectrofotometre, que mesura I'absorbéncia
(A260). La concentracio ([ 1) es calcula segons la seglient formula:

[ 1=A260 x dilucié x 50



4.2. Amplificacié per PCR dels exons 2 i 4:

Material:

1-10 x tampd (MgCly) x 5 pl

2- dNTPs (10mM) x 2 ul

3- Primer sense 10 uM x 1pul
Primer Antisense 10 uM x 1ul

4- ADN 200 ng x X ul

5- Aigua destilada fins a 49,5 pl

6- Tagx0,5u

7- Termociclador Applied Biosystem

Métodes:

70

Els cebadors emprats per a I'amplificacio dels exons 2 i 4 del gen HFE, que inclouen la

mutacié H63D i la C282Y respectivament, han estat els seglents:

Amplificacié de I'ex6 4:

Sense:

5 TGCCTCCTTTGGTGAAGGTGACAC 3'
Antisense:

5' CAGATCCTCATCTCACTGCC 3'

Amb aquest cebadors s’obté un fragment de I'exé 4, que inclou el locus de la mutacio

C282Y, de 366 parells de bases.
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Exo 2:

Sense:

5 TGTTGCTCTGTCTCCAGGTT 3'
Antisense:

5 ACCCTTGCTGTGGTTGTGAT 3'.

Amb aquest cebadors s’obté un fragment de I'exd 2, que inclou el locus de la mutacio

H63D, de 283 parells de bases.

Les condicions per a correr la PCR han estat les seglents (Termociclador Applied
Biosystem; programa COR1):
10" 96° (20" 96° 45" 65° 3' 72°) x 5, (20" 96° 50" 60° 3' 72°) x 20, (20" 96° 1" 55° 3' 72°) x

9,10' 72°.

Es comprova la preséncia dels exons 2 i 4 mitjangant electroforesi en gel d’acrilamida al
15% (PAGE 15%) amb una alicuota de 5 ul d’ADN (Figura 4). El control de pes molecular

utilitzat és el ox174.

Figura 4:
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4.3. Digestiéo de ’ADN amb endonucleasses de restricci6 mitjangant técnica de
restriction fragment length polymorphism (RFLP):

Donat que es coneixia la localitzacié de les mutacions C282Y i H63D s’ha utilitzat la
tecnica de RFLP que permet digerir un locus determinat mitjangant la utilitzacié d’'uns

enzims de restriccio que donen lloc a fragments d’ADN d’'un tamany concret.

S’ha realitzat una digestié per endonucleasses de restriccié mitjangant Rsa / per a I'exé 4
del gen HFE i Mbo | per a I'exd 2 del mateix gen. Els fragments resultants han estat
separats mitjangant electroforesi en un gel d"acrilamida al 15% i visualitzats amb tinci6 de

bromur d’etidi.

Material:

1- Mostra d’ADN diluida en aigua

2- Tampo (buffer) 10 x d’endonucleasses de restriccio
3- Endonucleassa de restriccié (Rsa / o Mbo |)

4- 10x loading buffer

Métodes:

1- En un tub de centrifuga s’afegeix:
- X ul d’ADN (2 ug d’ADN en H;0).

- 2 ul de buffer 10x.

- 0,5 ul d’enzim de restriccio

- Fins a 20 ul d’H0.

S’incuba 1 hora a 37°C.
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3- S’atura la reaccio afegint 5 ul de loading buffer 10x.
4- Es realitza electroforesi en un gel d’agarosa al 2% i es visualitzen amb tincié de bromur

d’etidi.
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Interpretacio dels resultats:

1- Mutacié C282Y:.
Patrons d’electroforesi obtinguts corresponents als diferents patrons de restriccié (Figura
5):

Figura 5

-

Homanzinat wild tvne Heternzinnts

Mostra 1: Homozigot wild type (salvatge). El wild type conté una diana de restriccio. Per
tant s’obtenen dues bandes d’electroforesi, de 195 i 171 pb. La mutacié no és present en

cap dels dos al.lels. No presenten per tant cap nova diana de restriccio per Rsa.

Mostra 2: Homozigot per la mutacio. Els dos al.lels presenten la mutacié. La nova diana
de restriccio per I'enzim Rsa | és present en les dues copies d’ADN. S’obtenen tres

bandes d’electroforesi de 195, 142 i 29 nucleotids.

Mostra 3: Heterozigot per la mutacié. La mutacié és present en una de les dues copies

d’ADN, apareixent una nova diana de restriccio. Observarem la suma de bandes de la
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mostra 1 i 2, per tant, hauran d’aparéixer 4 bandes: 195, 171, 142 i 29 nt (aquesta ultima

no s’observa en PAGE al 15%).
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2- Mutacio H63D:

Poden obtenir-se els seglients 3 patrons (Figura 6):

Figura 6

¢

Homnziant wild tvne

Mostra 1: Homozigot wt (salvatge). S’obtenen 3 bandes d’electroforesi de 124, 99 i 60 pb.
La mostra no presenta la mutacié i per tant no s’elimina la diana de restriccié per 'enzim

Mbo I.

Mostra 2: Homozigot per la mutacié. La mutacié H63D és present en les dues copies

d’ADN. Les bandes d’electroforesi corresponen als fragments de restriccié de 223 i 60 nt.

Mostra 3: Heterozigot per la mutacié. Presenta 4 bandes d’electroforesi de 223, 124, 99 i

60 pb. Una copia d’ADN presenta la mutacié i per tant I'eliminaci6 d’'una diana de
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restriccid. L’altra copia d’ADN no presenta la mutacié i es conserva la diana per I'enzim de

restriccio.
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Analisi estadistic:

La significacié estadistica de les diferéncies entre freqliéncies ha estat establerta
mitjangant la prova de X? (chi-quadrat) de Pearson. La relacié entre la ingesta d’alcohol i
les mutacions del gen HFE també ha estat estudiada amb aquest parametre estadistic.

El ferro ha estat analitzat mitjangant la prova no parameétrica de Mann-Whitney per a

comparar mitjanes.



V- RESULTATS
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ESTUDI DESCRIPTIU

Génere:

El 89.9% dels pacients (89/99) sén barons i el 10.1% dones (10/99).

Edat:
La mitjana d’edat en el moment del diagnostic de PCT és de 57.9 anys (58 en homes;

57.8 en dones).

Enolisme:
El 55.6% dels pacients (55/99) tenen una historia d’enolisme de més de 80 grs/dia en els
ultims 5 anys, enfront el 44.4% (44/99), amb historia de menys de 80 grs/dia. L’enolisme

és més prevalent entre els barons (52/89; 58,4%) que entre les dones (3/10; 30%)

60+
50./-
404
30171 O>80 gr
204 W <80 gr
10./-

04

TOTAL HOMES DONES
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Transaminases:
Les mitges pels valors de GOT, GPT | GGT han estat de 45.5, 62.3 i 78.8 respectivament

en els pacients amb PCT.

Infeccio cronica per VHC:
75 pacients (75.7%) presenten infeccio cronica pel VHC. La prevalenga d’aquesta infeccio

és més alta entre els pacients barons (69/89; 77,5%) que entre les dones (6/10;60%)

90

80

70 -+
60 1

50 1

O VHC+
40 1 EVHC-

30 +—

20 +—
10 +—

0
Total Homes Dones

Infeccié per VHB:
Cap dels pacients presenta infeccid cronica activa pel VHB encara que 6 presenten

marcadors serologics d’aquest virus (Anticossos anti-HBc positius).
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Infeccio per VIH:
Només s’ha observat un pacient amb infeccié pel VIH. Aquest pacient presentava infeccio

cronica per VHC concomitantment.

Estudi histopatologic en biopsies hepatiques:

El resultats de I'estudi s’han classificat en tres grups, segons el diagnostic histopatologic.
En el primer grup s’inclouen aquelles biopsies que mostraven minimes alteracions sense
inflamacio (siderosi, necrosi de cél-lules hepatiques aillades), en el segon grup s’inclouen
les biopsies amb criteris de diagnostic d’hepatitis cronica i en el tercer aquelles en les que

el grau de fibrosi i distorsié de I'arquitectura hepatica permet el diagnostic de cirrosi.

Canvis minims 3

Hepatitis cronica |57

Cirrosi hepatica |3




83

ANALISI DE LES MUTACIONS DEL GEN HFE

1. PREVALENCA DE LES MUTACIONS DEL GEN HFE:

S’ha trobat alguna de les mutacions del gen HFE (C282Y y/o H63D) en 62 dels 99
pacients amb PCT (62,6%) (Taula 2). La freqiéncia de les mutacions és lleugerament
superior a la del grup control (45,2%). Destaca la important preséncia d’aquestes

mutacions en el grup control, representatiu de la poblacié general.

TAULA 2. Freqiiéncia de mutacions (C282Y, H63D) en PCT i grup control

PCT CONTROLS o]

Individus sense mutacions| 37/99 (37,3%) 69/126 ( 54,76%)

(Tipus salvatges)

Individus amb mutacions 62/99 (62,6%) 57/126 (45,2%) 0.009

Freqiiéncia al.lélica de les mutacions del gen HFE:
Les frequencies al-leliques de les mutacions C282Y i H63D en pacients amb PCT en

relacié als controls es descriuen seguidament i es mostren a la Taula 3.

Frequéncia al.lélica de la mutacio C282Y :

La mutacié C282Y es troba augmentada en els cromosomes dels pacients amb PCT (8%)

respecte als del grup control (3.2%) (p<0.02).
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Freqiiéncia al.lélica de la mutacié H63D:

Aquesta mutaci6 es detecta en un 31.8% dels cromosomes dels pacients amb PCT i en

un 22.6% dels controls (p 0.119).

TAULA 3. Freqiiéncia al-lélica de les mutacions HFE en pacients amb PCT i en
controls

AL.LELS PCT CONTROLS P
(n=99) (n=126)
C282Y 16/198 (8%) 71252 (3,2%) .02
H63D 63/198 (31,8%) 57/252 (22,6%) 119
Genotipus:

La distribucié dels diferents genotipus HFE en pacients amb PCT i en controls es descriu

seguidament i es mostra a la Taula 4.

Mutacié C282Y :

La freqiéncia de la mutacio C282Y en heterozigosi simple en individus afectes de PCT és
del 9.09%, augmentada respecte als controls (3.96%; p 0.034). No s’ha detectat cap

homozigot per aquesta mutacioé entre el pacients amb PCT esporadica.

Mutacié H63D:

Aquesta mutacio es detecta en heterozigosi simple en un 36.3% dels pacients amb PCT i
en un 34.9% dels controls, diferéncia no significativa (p: 0.1635). Es detecta un 10.1%
d’homozigots entre els pacients amb PCT respecte al 3.96% dels controls, diferencia

significativa (p 0.018).
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Dobles heterozigots (C282Y/H63D):

El 7% dels pacients amb PCT i el 2.4% dels controls sén dobles heterozigots, diferéncia

significativa (p 0.028).

TAULA 4. Frequiéncia dels genotipus HFE en pacients amb PCT i controls

GENOTIPUS PCT CONTROLS P
Tipus salvatges 37/99 (37.3%) 69/126 (54.76%)

(C282/H63)

C282/C282Y 9/99 (9.09%) 5/126 (3.96%) p 0.0336
C282Y/C282Y 0 0

H63/H63D 36/99 (36.3%) 44/126 (34.9%) p 0.162
H63D/H63D 10/99 (10.1%) 5/126 (3.96%) p 0.0182
C282Y/H63D 7/99 (7.07%) 3/126 (2.38%) p 0.028

En resum, els genotips que inclouen la mutacié C282Y en heterozigosi, la H63D en
homozigosi i els dobles heterozigots C282Y/H63D estan augmentats en els pacients amb

PCT respecte al grup control.
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2. RELACIO ENTRE LA PRESENCIA DE MUTACIONS DEL GEN HFE | LA

SOBRECARREGA FERRICA EN ELS PACIENTS AMB PCT

Com a parametre dels diposits de ferro del organisme s’ha estudiat la concentracio de
ferritina serica. Els diposits de ferro al fetge s’han estimat de manera semiquantitativa
amb la tincié de Pearls a les mostres histopatoldogiques de teixit hepatic i de manera
quantitativa amb la determinacié de la concentracié de ferro hepatic en els cilindres de
teixit hepatic obtingut per puncié - biopsia. Aquests parametres no han estat estudiats en
el grup control. Es comparen els diferents parametres dels diposits de ferro en relacié a la

preséncia o abséncia de mutacions del gen HFE.

2.1. Ferritina

La mitjana de les ferritines en el conjunt dels pacients amb PCT (n=71) és de 280 ng/L;
Ferritina P50 [p25-p75]:280 [210-650] (Figura 7)

En els pacients amb la mutacié C282Y en heterozigosi la concentracio de ferritina es troba
augmentada respecte a la normalitat (N=4; mitjana 702). Aquesta concentracié també es
troba augmentada en els pacients heterozigots simples per C282Y respecte als tipus

salvatges (N=28; mitjana 336; p 0.054).

Es detecta un augment de la ferritina per sobre dels valors de la normalitat entre els
pacients homozigots per H63D (N=6; mitjana 625), i dobles heterozigots (N=6; mitjana
537; p 0.2). En canvi, els heterozigots simples per H63D (N=27; mitjana 320; p 0.47)
presenten nivells propers al rang alt de normalitat de la ferritina. Quan es comparen amb
les ferritines del grup tipus salvatge (N=28; mitjana 336) cap de les mitjanes de ferritina

dels diferents genotipus que inclouen la mutaci6 H63D han estat significativament
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elevades. Tanmateix, s’ha de destacar que el nombre d’individus de les mostres han estat

€SCassos.
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No s’han observat diferéncies en els valors de ferritina entre el grup d’infectats per VHC

(mitjana 427,9; n=54) i els no infectats (mitjana 553.4; n=17) (p 0.17)
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2.2. Ferro hepatic

Analisi semiquantitatiu del ferro hepatic:

L’estudi anatomopatoldgic de les bidpsies hepatiques amb tincié de Pearls en 55 de les 63
biopsies hepatiques ha permés obtenir els seguients resultats: L’analisi qualitatiu es va
estimar en 1+(+) en trenta-dos pacients, 2+(++) en 16 pacients i 3+(+++) en 7. El maxim
diposit (+++) s’ha observat en el 12,7%. S’han observat diposits moderats/elevats en el

41,8% dels pacients als que se'ls va obtenir una tincié de Pearls de la bidpsia hepatica.

ON° pacientes

+ ++ +++

Concentracié de ferro hepatic (pes en sec):

La concentracio de ferro hepatic s’ha pogut determinar en 41 dels 63 pacients en els que

s’havia realitzat biopsia hepatica.

La mitjana del ferro hepatic en el total de pacients amb PCT és de 103,8 ug/100mg; P50

[P25-P75]: 103,8 [63,5-195,5] (Figura 8).

Figura 8:
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Quinze de 41 pacients (36.5%) presenten valors de ferro hepatic per sobre de la

normalitat (valors normals:17-140 ug/100mg).

No s’ha observat correlacié entre els nivells de ferro hepatic i els nivells de ferritina

(Coeficient de correlacié 0.150; Significacié 0.406).
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No s’han observat diferéncies significatives en els valors de ferro hepatic (pes sec) dels
pacients pacients amb PCT amb infeccio pel VHC (mitjana 141.5; n=32) i aquells sense la

infeccio (mitjana 167.7; n=9) (p 0.59).
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Ferro hepatic i mutacions del gen HFE

S’ha observat una tendéencia envers I'augment del ferro hepatic (pes en sec) en els
pacients amb el genotipus C282Y heterozigot simple (N=5; mitjana 243 ug/100mg)
respecte als tipus salvatge (N=14; mitjana 95.7 ug/100mg; p 0.21). Malgrat el baix nombre
de pacients que presentaven el genotipus C282Y heterozigot simple, s’observa que la
mitjana dels valors de ferro hepatic en aquest grup de pacients ha estat de més del doble

que la mitjana dels pacients sense cap mutacio.

No s’ha observat un augment significatiu del ferro hepatic entre els pacients heterozigots
per la mutacié H63D (N=15; mitjana 97.8 ug/100mg; p 0.47), homozigots per H63D (N=5;
mitjana 69,4 ug/100mg; p 0.50) ni heterozigots dobles (N=2; mitjana 229,4 ug/100mg; p
0.2), respecte als tipus salvatge (N=14; mitjana 95.7 ug/100mg). No obstant aixo, és de
destacar que els heterozigots dobles, amb la mutacié C282Y, presenten una mitjana
destacadament superior al grup dels tipus salvatge i de portadors de la mutacié H63D,

que no sobrepassen els 100ug/100mg en cap cas.

Quan es comparen els nivells de ferro hepatic (pes en sec) de tots els pacients amb la
mutacié C282Y (incloent aquells heterozigots i els dobles heterozigots amb la mutacio
H63D) (n=7; mitjana 243) amb els dels pacients sense aquesta mutacié (n=34; mitjana

84.7) s’observa un augment significatiu en el primer grup (p 0.019).

Per tant, es considera que hi ha una relacié entre I'increment del dipdsit de ferro al fetge i

la preséncia de la mutacié C282Y.
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3. RELACIO ENTRE LA PREVALENGA DE LES MUTACIONS DEL GEN HFE |

LA INFECCIO PEL VHC

3.1. Estudi de la independéncia de les mutacions del gen HFE i la infeccié per VHC:

Les frequéncies dels diversos genotipus pel gen HFE sén similars en els individus sense
infeccioé pel VHC i en aquells amb infeccioé (s’inclouen casos i controls en ambdés grups)
—p 0.599-. Aix0 indica que la preséncia d’infeccié pel VHC no s’associa amb una major o
menor prevalenga d’alguna de les mutacions del HFE. Es pot concloure doncs que VHC i

mutacions del HFE sén factors independents.

Prevalenca de les mutacions del gen HFE segons la preséncia/abséncia d’infeccio per
VHC

vhc Total
Negatiu | Positiu
Gen Tipus salvatge Recompte |51 55 106
% degen [48,1% 51,9% 100,0%
Hetero simple C282Y Recompte |6 8 14
% de gen  |42,9% 57,1% 100,0%
Hetero simple H63D Recompte |34 46 80
% de gen  |42,5% 57,5% 100,0%
doble hetero C282Y/H63D |Recompte |5 5 10
% de gen  |50,0% 50,0% 100,0%
Homozigot H63D Recompte |4 11 15
% degen [26,7% 73,3% 100,0%
Total Recompte 100 125 225
% de gen 44.4% 55,6% 100,0%

p 0.599
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3.2. Analisi per grups:

A la Taula 5 es mostren les frequéncies dels diferents genotipus HFE segons la preséncia
d’'infeccio per VHC, tant en el grup de pacients amb PCT com en el grup control. Es

comparen aquestes freqiiéncies entre els diferents grups.



94

TAULA 5.

Freqiiéncia dels genotipus HFE en pacients amb PCT i controls en relacié a la infeccidé per
VHC.

PCT Controls

HCV- HCV+ VHC - VHC +
(n=24) (n=75) (n=76) (n=50)

GENOTIPUS

C282/H63 11/24 (45.8%)  26/75(34.6%) 40/76 (52.6%)  29/50(58%)
C282Y 4/24 (16.6%) *°  5/75 (6.6%)° 2/76 (2.6%)° 3/50 (6%)
C282Y/C282Y 0 0 0 0

H63D 5/24 (20.8%) %' 31/75 (41.3%)°  29/76(38.1%)"  15/50(30%)
H63D/H63D 2/24 (8.3%)" 8/75 (10.6%)* 2/76 (2.6%) 3/50 (6%)

C282Y/H63D 2124 (8.3 %)™  5/75 (6.6%)" 3/76 (3.9%)° 0/50

p= 0.0116; compara el grup PCT/VHC- amb el grup control VHC -
p=0.138; compara el grup PCT/VHC- amb el grup PCT/VHC+.
p=0.88; compara grup PCT/VHC+ amb grup control VHC +.
p=0.34; compara ambdds grups controls
p=0.118; compara grup PCT/VHC- amb grup control VHC -.
p=0.069; compara grup PCT/VHC- amb grup PCT/VHC+.
p=0.198; compara grup PCT/VHC+ amb control VHC +.
p=0.35 ;compara ambdds grups controls
p=0.21; compara grup PCT/VHC- amb control VHC-.
p=0.74; compara grup PCT/VHC- amb grup PCT/VHC+.
p=0.36; compara grup PCT/VHC+ amb control VHC+.
p=0.34; compara ambdds grups controls

: p=0.39; compara grup PCT/VHC- amb control VHC-
p=0.78; compara grup PCT/VHC- amb grup PCT/VHC+.
p=0.062; compara grup PCT/VHC+ amb control VHC+.
p=0.155; compara ambdds grups controls

oFIITATTIQ@TRLNTY
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3.2.1.Grup Control

No existeixen diferencies significatives en les prevalences de les mutacions del HFE entre
el grup control amb infeccid pel VHC i el grup control sense la infeccid. Aquesta
observacio és valida quan s’analitzen ailladament els diferents genotipus: heterozigots
simples C282Y (p 0.34), heterozigots simples H63D (p 0.35), homozigots H63D (p 0.34) i

dobles heterozigots (p 0.155).

3.2.2.Relacié casos-controls

3.2.2.1.Mutacié C282Y:

Heterozigots simples C282Y:

S’ observa un augment de la freqiiéncia de la mutacié C282Y en heterozigosi entre els
pacients amb PCT que no tenen infeccié per VHC respecte als pacients amb PCT
infectats (16.6% i 6.6% respectivament) encara que no es demostra significacio
estadistica (p 0.138).

Quan es compara la prevalenca de la mutaci6 C282Y en pacients amb PCT no
infectats pel VHC (16.6%%) amb la del grup A -controls no infectats- (2.6%) s’observa
un augment significatiu en el primer grup (p 0.0116).

Pel contrari, no s’han observat diferéncies significatives quan es compara el grup de

pacients amb PCT infectats (6.6%) amb el grup B de controls infectats (6%).

Dobles heterozigots C282Y/H63D:

No existeixen diferéncies en la prevalenca de dobles heterozigots respecte als controls

en funcié de la preséncia o abseéncia d’infeccié pel VHC.
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Heterozigots simples C282Y i dobles heterozigots C282Y/H63D:

El 25% dels pacients amb PCT (6/24) sense la infeccié pel VHC presenten la mutacio
C282Y en la forma heterozigota simple o doble heterozigota C282Y/H63D (Taula 6).
Aquest percentatge es troba significativament augmentat respecte al grup control
sense la infeccié amb els mateixos genotipus (6,5%; 5/76) —p 0.012-.

Pel contrari, no existeixen diferéncies entre el grup de pacients amb PCT infectats

(13,4%; 10/75) i el grup control d’individus infectats (6%; 3/50) —p 0,188- (Taula 7).

Taula 6.
Prevalences de la mutacio C282Y (Heterozigots simples o dobles heterozigots) en pacients
amb PCT no infectats pel VHC i en controls no infectats

PCT no infectats Controls no infectats
C282Y/H63 6 C282Y/H63D 6 5

(25%) (6.5%)
C282 18 71

(75%) (93.5%)

24 (100%) 76 (100%)

P 0.012
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Taula 7.
Prevalences de la mutacio C282Y (Heterozigots simples o dobles heterozigots) en pacients
amb PCT infectats pel VHC i en controls infectats

PCT infectats Controls infectats
C282Y/H63 o C282Y/H63D 10 3

(13.4%) (6%)
C282 65 47

(86.7%) (94%)

75 (100%) 50 (100%)

p 0,188

3.2.2.2. Mutacié H63D:

Heterozigosi simple:

La mutacié H63D en heterozigosi és més frequient en pacients amb PCT amb infeccio
per VHC (41.3%) que en pacients amb PCT VHC negatius (20.8%) sense arribar a

tenir significacié estadistica (p 0.069).

No hi ha diferéncies en les prevalences de la mutacio H63D en pacients amb la
infeccié pel VHC (41.3%) respecte al grup control B (amb infeccid) (30%; p 0.198) ni
entre els pacients amb PCT sense VHC (20.8%) i el grup control A (sense infeccid)

(38.1%:;p 0.118).

Es manté doncs una manca d’associacié entre la PCT i la mutaci6 H63D quan es
desglossa segons la preséncia d’infeccio a ligual que el que s’havia observat

previament quan no consideravem aquesta infeccio (Taula 4).
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Homozigosi:

La prevalenga de la mutaci6 H63D en homozigosi €s similar en el grup de pacients
amb PCT infectats per VHC i en el dels pacients no infectats (10.6% i 8.3%

respectivament) (p 0.74).

Encara que s’observa una major prevalenca de la mutacié H63D en homozigosi en
pacients amb PCT infectats pel VHC (10.6%) respecte als controls infectats (6%),

aquesta no té significacié estadistica (p 0.36).

No s’observa un augment de la prevalenga de la mutacié H63D en homozigosi en els

pacients amb PCT sense infeccié per VHC (8.3%) respecte al grup control A, sense

infeccio (2.6%) (p 0.21).

Heterozigots simples H63D, homozigots H63D/H63D i dobles heterozigots

H63D/C282Y:

Quan es considera el conjunt de pacients que tenen la mutaci6 H63D en qualsevol
dels genotipus possibles (heterozigot simple, doble heterozigot i homozigots)
s’observa que la prevalenga d’aquesta mutacio esta augmentada en els pacients amb
PCT amb infecci6 pel VHC (58.7%) respecte al grup control amb la infeccié (36%; p
0.01) -Taula 8-. Pel contrari, no s’observa un augment de la prevalenga d’aquesta
mutacié en els pacients amb PCT sense la infeccid (37.5%) respecte al grup control

sense la infecci6 (44.7%; p 0.07) -Taula 9-.



Taula 8.

Prevalences de la mutacié H63D (Heterozigots simples, dobles heterozigots i homozigots)

en pacients amb PCT infectats pel VHC i en controls infectats
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PCT infectats Controls infectats
H63D/C282, H63D/C282Y o
44 (58,6%) 18 (36%)
H63D/H63D
H63 31 (41,3%) 32(64%)
75 (100%) 50 (100%)
p 0,01
Taula 9.

Prevalences de la mutacié H63D (Heterozigots simples, dobles heterozigots i homozigots)

en pacients amb PCT no infectats pel VHC i en controls no infectats

PCT no infectats Controls no infectats
H63D/C282, H63D/C282Y 0|9 (37,5%) 34 (44,7%)
H63D/H63D
H63 15 (62,5%) 42 (55,3%)

24 (100%) 76 (100%)
p 0,07

Com a resum d’aquestes comparacions, es demostra una tendéncia a l'augment de
freqliéncia de la mutacié C282Y en pacients amb PCT sense infeccié per VHC. Aquesta
freqliéncia es estadisticament significativa quan es compara el grup de pacients amb PCT
VHC negatius amb el grup control sense infeccié. Es a dir, en abséncia d’infeccio pel

VHC, la mutacié C282Y és més frequent en la PCT que en els controls. (p 0,0116).

Pel contrari, la mutaci6 H63D té tendéncia a ser més frequent en pacients amb PCT i

infeccid virica.
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4. RELACIO ENTRE LA INGESTA D’ALCOHOL | EL GENOTIPUS HFE
No s’han observat diferéncies en les prevalences de cap de les dues mutacions del gen
HFE en relacio a la ingesta d’alcohol major o menor de 80 grs/dia (p 0.7), podent-se

considerar doncs aquests dos com a factors independents.

enol
<80gr |[>=80gr |Total
gen Tipus salvatge Recompte |14 23 37
% de gen |37,8% 62,2% 100,0%
Hetero simple 4 Recompte |4 5 9
% de gen |44,4% 55,6% 100,0%
Hetero simple 2 Recompte |15 21 36
% degen |41,7% 58,3% 100,0%
doble hetero Recompte |4 3 7
% degen |57,1% 42,9% 100,0%
Homo2 Recompte |6 4 10
% de gen | 60,0% 40,0% 100,0%
Total Recompte 43 56 99
% de gen 43,4% 56,6% 100,0%

p 0.7

5. ANALISI MULTIVARIAT

S’ha realitzat un analisi multivariat en el que s’ha analitzat la relacid entre la infeccié pel
VHC i les mutacions C282Y i la H63D respecte a la PCT. No s’ha inclos la sobrecarrega
de ferro ni 'enolisme donat que per a realitzar aquest analisi s’han d’ incloure els resultats

del grup control.

L’analisi multivariat ha mostrat una associacié significativa entre la malaltia PCT i la

infeccié pel VHC; Odds ratio:4.75 (1.C. 95%:2.65-8.5)-p<0.05-.
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S’ha observat també una tendéncia envers una associacioé entre la mutacié C282Y i la
PCT encara que no arriba a la significacié estadistica (p 0.08). La manca d’'una associacio
significativa observada en l'analisi multivariat pot ser deguda a la baixa poténcia de la
mutacié C282Y com a factor etiopatogénic de PCT junt amb un nombre insuficient

d’individus inclosos a I'estudi.

Per altra banda; no s’ha observat una relacié entre la mutacié H63D i la PCT.
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VI- DISCUSIO
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El principal objectiu del present treball ha estat determinar la prevalenga de les mutacions
del gen HFE en pacients espanyols amb PCT esporadica. L’existéncia d’'una sobrecarrega

de ferro en els pacients amb PCT*"*"7

i la troballa concomitant de PCT i HH en alguns
casos ja havien suggerit la relacid entre aquestes dues malalties.?®?** La descripcio
recent del gen HFE i les mutacions associades amb I’'HH han permés endegar una série

de treballs dirigits a establir la relacié entre aquestes mutacions i I'aparicio de PCT.

1. PREVALENGA DE LES MUTACIONS DEL GEN HFE A LA POBLACIO

GENERAL

La prevalenga de la mutacié C282Y a la poblacio general s’observa en heterozigosi en un
7-10% dels individus i en homozigosi en un 0.5-1% dels mateixos en la majoria d’estudis
nordeuropeus.''®12%?2" A |talia s’han descrit prevalences menors d’aquesta mutacié en els
grups controls, sobre el 1.5% en heterozigosi i el 0% en homozigosi.'*** A Espanya s’ha
observat la mutacié C282Y en heterozigosi en el 4-5.5% (dobles heterozigots 0-1.4%) i en
homozigosi en un 0-0,2%, valors similars als estudis anglosaxons.''??*? En el present
treball hem observat la mutaciéo C282Y en heterozigosi en el 6,34% (dobles heterozigots
2,38%) dels controls. Cap dels individus d’aquest grup era homozigot per la mutacio

C282Y.

La prevalenca en poblacioé general de la mutacié H63D és marcadament més elevada que
la C282Y. Aquesta prevalenca es troba propera al 25% en heterozigosi i al 3-5% en

homozigosi en poblacié general nordeuropea.??’?? A Italia s’ha descrit una prevalenca de
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la mutacié H63D del 22% en heterozigosi i del 1.5% en homozigosi.?*® A Espanya aquesta
prevalenca en heterozigosi és del 28-35% i en homozigosi al voltant del 4%."'%%*? En el
present estudi la prevalengca observada en el grup control ha estat del 37,2% en

heterozigosi (2.38% dobles heterozigots) i del 3.96% en homozigosi.

Prevalenca de les mutacions HFE en poblacié general

Mutacio Nord d’Europa Italia **° Espanya %% Present
227,252 estudi

Cc282Y

Heterozigots 7-10 % 1,5 % 4.5-5% 6,44 %

Homozigots 0,5 % 0 0

H63D

Heterozigots 25 % 22 % 28-35 % 37.2%

Homocigots 3-5% 1,5 % 4 % 3,96 %

En resum, la prevalenga de la mutacié C282Y en poblacioé general a Espanya és similar a
l'obtinguda en estudis anglosaxons. Cal destacar que a lItalia aquesta prevalenga és
sensiblement menor.?® Pel contrari, la prevalenca de la mutaci6 H63D en poblacié
general és lleugerament superior en els treballs realitzats a Espanya, incloent-hi el

present estudi, respecte als obtinguts en poblacions anglosaxones i a Italia.
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2. PREVALENCA DEL LES MUTACIONES DEL GEN HFE EN PACIENTS AMB

PCT

Nombrosos treballs que han adregat I'estudi de les mutacions del gen HFE destaquen
augment de la seva prevalenga en pacients amb PCT.46:49.67:227:230.231,234-236,240,242-244,246.247
Tanmateix, el valor d’aquesta prevalenga en pacients amb PCT oscilla de forma

significativa segons I'area geografica estudiada.

La majoria d’estudis anglosaxons descriuen un augment significatiu de la mutaciéo C282Y
en pacients amb PCT amb prevalences que oscil-len entre el 33 i el 44% (heterozigots

més homozigots) -Taula 1-, 22749:46.67.235243

Fora de 'ambit anglosaxo, en estudis amb poblacions d’origen étnic més proper al nostre
(Franga, Argentina, Brasil), les prevalences de la mutacié C282Y en heterozigosi oscil-len
entre el 11.4% i el 19%.230234236.238292 Amp resultats similars als darrers, a Espanya s’ha
descrit la mutacio C282Y en heterozigosi en el 13% dels pacients amb PCT esporadica,

sense que s'observés un augment significatiu respecte als controls.?*?

En el present estudi s’observa un augment significatiu de la mutacié C282Y en
heterozigosi (16%), tant simple (9%) com composta amb H63D (7%), en els pacients amb
PCT esporadica. Els pacients inclosos en l'estudi, d’origen espanyol, presentaven la

mutacié C282Y amb una freqiiéncia 2,3 vegades superior a la poblacié general.

De forma paral-lela a la menor prevalencga de la mutaciéo C282Y en heterozigosi que hem
observat respecte a la descrita en nombrosos estudis previs, destaca I'abséncia de

pacients homozigots pel C282Y entre els nostres pacients. La prevalenga d’homozigots és
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del 15-20% en alguns estudis, pero cal destacar que son també treballs realitzats en

poblacions anglosaxones.*¢:49:67:227:231.235

A diferéncia del que préviament havien descrit Roberts i cols., Sampietro observa a I'any
1998 una relacié entre la mutaciéo H63D i la PCT, aixi com una manca d’associacié amb la
mutacié C282Y, en pacients amb PCT del Nord d’ltalia.??° Autors alemanys i australians
han observat que la prevalenga de les mutacions H63D (en heterozigosi) i C282Y (en
heterozigosi i homozigosi) estan augmentades en pacients amb PCT.2%524324" Tannapfel i
cols. atribueixen 'augment significatiu de la mutacié H63D entre els pacients porfirics a la
baixa prevalenga de la infeccié per VHC (15%) entre els mateixos.?* La baixa prevalenca
de la infeccié per VHC en la poblacié de pacients amb PCT augmentaria la importancia
d’altres factors de risc com les mutacions del HFE. Hift i cols, en un estudi sudafrica, han
descrit 'associacié aillada entre la mutacié H63D en heterozigosi i la PCT.?*'De forma
similar al descrit per Tannapfel, I'index d’infeccié per VHC entre els pacients amb PCT a
Sudafrica és significativament baix (9.4%).%*' Aparentment aquests resultats podrien
semblar contradictoris amb els nostres, donat que hem observat un aparent sinergisme
entre la mutaci6 H63D i la infecci6 per VHC com a inductors de PCT. Tanmateix,
Tannapfel i Hift no avaluen directament la relacié entre les mutacions del HFE i la infeccio
pel VHC. S’especula una dissociacio entre la mutacié H63D i la infeccidé pel VHC sense

que s’analitzi individualment la preséncia concomitant d’aquests factors de risc.

En el present estudi no s’observa un augment significatiu de la mutacio H63D en
heterozigosi entre els pacients amb PCT. Tanmateix, si s’observa un augment significatiu
de la mutacié H63D en homozigosi (10.1%). El genotipus H63D en homozigosi ha estat

relacionat amb la PCT en nombrosos estudis, amb prevalences que oscil-len entre el 3.4%

i el 22%-231,232,236,242,246
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La troballa entre els nostres pacients d’'un augment significatiu dels homozigots per H63D
i dels dobles heterozigots suggereix que no només la mutacié de I'exé 4 (C282Y) té
rellevancia en la induccié de PCT. Aixi doncs, encara que inicialment diversos autors

atribuiren a la mutaci® H63D un paper menor en la induccié d’HH,'""113145

aquesta
mutacié podria també afavorir el desenvolupament de porfiria, especialment en

homozigosi i en els dobles heterozigots C282Y/H63D."*

Malgrat que el comportament de la proteina mutada H63D observat en models
experimentals és aparentment normal, alguns autors defensen la seva participacié en la
induccié d’HH,™*'° especialment com a factor afavoridor de I'expressié fenotipica en
situacions susceptibles de sobrecarrega ferrica com I'alcoholisme, trastorns metabodlics o
heterozigositat C282Y."%"** També s’ha descrit 'augment de la saturacié de transferrina i

de ferro hepatic en individus heterozigots per a aquesta mutacié."*

En conclusid, el nostre treball atorga un paper rellevant a la mutacié C282Y en la induccid
de PCT. L’associacié entre mutacio C282Y i PCT concorda amb alld observat per
nombrosos autors anglosaxons. Per tant, i de forma similar al que s’ha descrit en
I’'hemocromatosi al nostre entorn,'?*'?? |a mutacié C282Y jugaria un paper més important
que la H63D en la induccié de PCT. Aix0 contrasta amb el descrit en algunes poblacions
tedricament més properes genéticament a la nostra.??® En aquest sentit, s’ha de destacar

que la freqiiéncia al.lélica de la mutacié C282Y en poblacié general a Espanya (3%)'%

107,116

també és més similar a la dels anglosaxons (2,8-3,2%) que a la descrita en estudis

italians (1%).""

Es a dir, en relacié a les mutacions del gen HFE, la poblacié espanyola es genéticament

més propera a la poblacié anglosaxona que a la italiana. Tanmateix, malgrat que en el
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present estudi hem observat una associacid entre la mutacié C282Y i la PCT, la
prevalenca d’aquesta associacié entre nosaltres és sensiblement inferior a la descrita en
poblacions nordeuropees. Les diferéncies geografiques observades en els valors

d’aquestes prevalences en individus amb PCT poden ser degudes a diferents factors.
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3. RELACIO MUTACIONS-VHC

A diferéncia de 'hemocromatosi, la PCT és una malaltia plurietiologica i la prevalenga dels
seus factors inductors com I'alcoholisme o la infeccié pel VHC és variable segons |'area
geografica a estudi. Al nostre entorn s’observen prevalences altes d’infeccié per VHC, tant
en la poblacié general®® com en pacients amb PCT,*" que coincideixen amb prevalences
relativament baixes de les mutacions del gen HFE. Les prevalences dels diferents
genotipus que hem trobat associats a la PCT, els heterozigots per C282Y, els homozigots
H63D i els dobles heterozigots C282Y/H63D, d’un 16.2%, 10.1% i 7% respectivament, sén
sensiblement inferiors a la prevalenca de la infeccié pel VHC en els pacients amb PCT del
nostre entorn (75%). Aquesta tendéncia és I'oposada a la que es descriu en paisos del
Nord d’Europa, en els que la prevalenca de la mutacié del gen HFE en pacients amb PCT
és més elevada i la de la infeccidé pel VHC més reduida que al nostre medi. En resum,
s’observa una tendéncia oposada en la freqiiéncia de la infeccio per VHC i la preséncia de

mutacions del HFE en pacients amb PTC.

La rellevant influencia que exerceix la infeccié pel VHC en la induccié de PCT en el nostre
entorn dificulta I'estudi de la influencia d’altres desencadenants menys rellevants de
porfiria, obligant a augmentar el nombre d’individus dels grups estudiats. Els resultats de
I'analisi multivariat del present estudi indiquen que el VHC esta significativament associat
amb la PCT. Mitjangant aquest analisi s’observa també una tendéncia envers 'augment
de la mutacio C282Y entre els pacients amb PCT, sense arribar perd a la significacio
estadistica, probablement perqué el nombre de la mostra es insuficient per demostrar
aquesta possible associacio. Per altra banda, quan descartem els individus infectats pel
virus, el percentatge de pacients heterozigots simples per la mutacié C282Y augmenta del

9.09% al 16.6%. De forma similar, el percentatge que s’obté quan s’agrupa el conjunt de
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pacients amb la mutacio C282Y (heterozigots simples i dobles heterozigots) sense
infeccié per VHC, assoleix el 24.9%. Aquesta xifra és propera a la que observen els
autors d’arees geografiques on les prevalences d'infeccio pel VHC so6n molt baixes (Taula
1).2%241 En resum, el 25% dels pacients amb PCT sense infeccié pel VHC que han estat
inclosos en aquest estudi tenen la mutacié C282Y, xifra significativament augmentada
respecte a I'observada en pacients amb PCT amb la infeccié (13.2%) i en controls sans
(6.5%). Aquests resultats suggereixen que la mutacié C282Y juga un paper rellevant com

a desencadenant de PCT, especialment en el grup de pacients no infectats pel VHC.

Per altra banda, de forma oposada a alld observat amb la mutacié C282Y, la mutacio
H63D és més prevalent entre els pacients amb PCT infectats pel VHC que entre els
controls infectats. Quan s’analitzen els pacients sense la infeccid, la mutacio H63D no
esta augmentada en els pacients amb PCT respecte als controls. Cal suposar doncs que
la mutacié H63D i la infeccié pel VHC interactuen i/o tenen un paper sinérgic en la
induccié de PCT. Aixi com la mutacid6 C282Y es mostra com un factor suficient i
independent del VHC en la induccié de PCT, la mutacié H63D requereix 'associacié amb

aquesta infeccié o d’altres coinductors.?®

Egger i cols. observen que ambdues mutacions C282Y i H63D so6n més frequents en el
grup de pacients amb PCT sense infeccid, sense arribar perd a tenir significacio
estadistica.?®® Per altra banda, altres autors que han adrecat la relacié entre les mutacions
del HFE i la infeccié pel VHC no observen diferéncies significatives en les prevalences de

les mutacions del HFE segons I'estatus d’aquesta infecci6.*®**
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4. RELACIO MUTACIONS-FERRO

L’'HH i la PCT tenen en comu la preséncia d’una sobrecarrega de ferro, més accentuada
en la primera. Aixi com les manifestacions de I'HH solen apareixer a partir de la tercera
déecada de la vida, la PCT esporadica també sol presentar-se de forma tardana. Aquesta
coincidéncia en I'edat d’aparicio de les manifestacions cliniques en I'HH i la PCT podria
ser deguda a la necessitat d’acumular una determinada concentracioé de ferro per a que
es manifestin els simptomes. En I’hemocromatosi la sobrecarrega de ferro es relaciona

directament amb les mutacions en el gen HFE en practicament el 100% dels casos.

L’'observaciéo d’'un augment en la prevalenca de les mutacions del gen HFE en pacients
amb PCT suggereix que aquestes mutacions poden ser les responsables de 'augment de
ferro en determinats casos, i aquest increment un dels desencadenants de la malaltia.
Tanmateix, altres reconeguts factors desencadenants de PCT, com la infeccié per VHC i
'alcoholisme frequentment estan associats també amb un increment del ferro hepatic. En
el present treball hem observat evidéncies directes i indirectes que impliquen les

mutacions del gen HFE en 'augment de ferro en pacients amb PCT.

En primer lloc, no hem observat en el present estudi una associacié entre la ingesta

d’alcohol o la infeccié per VHC i 'augment del ferro en pacients amb PCT. Malgrat que la

infeccié per VHC, per si sola, s’ha associat amb un increment séric del ferro, 23018

nombrosos autors també destaquen la manca d’un augment significatiu del ferro hepatic

en pacients infectats. %%
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Per altra banda hem observat que la mutacié C282Y s’associa amb un augment del ferro,
mesurat amb els parametres ferritina i ferro hepatic. No hem observat una associacio

entre la mutacié H63D i la sobrecarrega de ferro.

La quantificacié de Fe al fetge és el parametre més fidedigne per a establir els diposits en
aquest organ. L’Us habitual d’aquesta técnica esta limitat per la necessitat de fer una
bidopsia hepatica, motiu pel qual habitualment es valoren rutinariament parametres sérics

com ara la saturacio de la transferrina i la ferritina.

La ferritina sérica reflecteix habitualment de forma exacta els diposits tissulars de ferro,
perd hi ha situacions, com ara la inflamacié aguda del fetge i algunes neoplasies o
limfomes, en les quals la ferritina alliberada pels teixits afectats pot falsejar els resultats

de les reserves férriques reals de I'organisme.'*®

S’han realitzat nombrosos estudis poblacionals, amb milers d’individus, amb la finalitat
d’establir el fenotipus de sobrecarrega férrica associat als diferents genotipus de les dues
principals mutacions del gen HFE. El genotipus més freqlientment associat amb un
augment dels parametres de sobrecarrega de ferro sérics és el C282Y/C282Y en
homozigosi.''®"*'""2 Tanmateix, la sobrecarrega en aquest genotipus és moderada i
només en un percentatge molt reduit dindividus s’associa amb clinica
d’hemocromatosi.’®'3*'% | a resta de genotipus que inclouen la mutacié C282Y i/o la
H63D s’han associat amb una tendéncia menor envers la sobrecarrega de ferro en

pacients amb PCT 119,141,143,147,172-178

Nombrosos estudis en 'hemocromatosi han adregat la relacié entre els nivells de ferro

hepatic i la preséncia de mutacions del gen HFE. La mutaci6 C282Y en homozigosi,



113

freqlient en pacients amb HH és la que déna lloc a un major augment del ferro hepatic.'”®
82 Excloent els homozigots C282Y/C282Y, el genotipus que més ampliament s’ha
associat amb la sobrecarrega de ferro hepatic en pacients amb hemocromatosi ha estat el

C282Y/H63D doble heterozigot. 182183252

Els estudis publicats sobre les mutacions del gen HFE en pacients amb PCT que tenen
també en consideracio els parametres férrics com la siderémia, la saturacido de la
transferrina o la ferritina no han descrit un augment significatiu dels mateixos entre els
pacients heterozigots simples per cap de les dues principals mutacions del gen
HFE 229.230234-236.242-244.249 Tanmateix, alguns treballs si han descrit un augment significatiu
de la saturacié de la transferrina i de la ferritina en aquells pacients amb la mutacié C282Y
en homozigosi, de forma similar al que s’observa en pacients amb hemocromatosi. ®"**

També s’ha descrit un augment significatiu de la saturacié de la transferrina entre els

pacients dobles heterozigots C282Y/H63D.%*

El conjunt dels nostres pacients amb PCT presentaven un augment dels nivells de ferritina
respecte als valors normals de referéncia. S’observa també que el genotipus C282Y
heterozigot simple s’associa amb uns nivells més elevats de ferritina que els tipus

salvatges. Aquesta associacio no s’observa quan s’analitza la mutacié H63D.

Dos treballs realitzats amb pacients amb PCT avaluen de forma quantitativa els nivells de
ferro hepatic i els correlacionen amb les mutacions del HFE de forma similar al present
estudi. Ambddés treballs recullen un nombre reduit de biodpsies i obtenen resultats oposats.
Sampietro no observa un augment del ferro hepatic associat a les mutacions del HFE?*
Bulaj si descriu un augment significatiu perd només en aquells pacients homozigots per

Cc282Y.%



114

En el present treball es va realitzar una bidpsia hepatica pel diagnostic i avaluacié de
I'hepatopatia en 63 pacients amb PCT. Aquest material ha estat estudiat posteriorment
per a mesurar els diposits de Fe hepatic (de forma semiaquantitativa en 55 pacients i
quantitativa en 41 pacients) i comparar-los amb la preséncia de mutacions del gen HFE.

Hem observat un augment del ferro hepatic quan considerem el conjunt de pacients amb
la mutaciéo C282Y (heterozigots simples o dobles heterozigots), respecte als pacients
sense la mateixa. Hem observat també una tendéncia, malgrat no ser significativa, envers
'augment de ferro hepatic en els heterozigots C282Y simples (considerats ailladament)

respecte als tipus salvatges.

L’observacio en el present estudi d’'un augment significatiu del genotipus C282Y en
heterozigosi entre els pacients amb PCT, aixi com dels nivells de ferritina i de ferro
hepatic en aquest genotipus suggereix que aquesta mutacié en heterozigosi exerceix una
influéncia en la induccié de PCT mitjangant I'elevacié del ferro sistémic i hepatic. Es pot
hipotetitzar que la mutaci6 C282Y en heterozigosi dona lloc a una alteracié del
metabolisme del ferro que causa un cumul d’espécies toxiques de ferro amb capacitat per
promoure la inactivacio de la URO-D, I'acumulacié dels metabolits que sén substrat
d’aquest enzim i, secundariament, la induccié de les manifestacions cliniques de la PCT.
En una malaltia metabdlica plurietiologica com és la PCT, uns nivells no excessivament
elevats de ferro podrien ser suficients per a induir, de forma concomitant amb d’altres
factors de risc que actuarien per altres mecanismes, les manifestacions cliniques

d’aquesta malaltia.
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5. IMPLICACIONS CLINIQUES DE L’ESTUDI DE LES MUTACIONS DEL GEN

HFE EN PACIENTS AMB PCT ESPORADICA

La prevalenga de la PCT (1/10.000 habitants) és molt inferior a la de I’hemocromatosi
(1/300 habitants) i la rellevancia de les mutacions del gen HFE com a inductores és menor
en la primera. A més, la PCT déna lloc a una clinica cutania forga caracteristica que
acostuma a alertar sobre la malaltia, a diferéncia de 'lhemocromatosi, que pot ocasionar
greus alteracions sistémiques abans no donen simptomatologia clinica. Per tant, a
diferéncia de l'interés que pot tenir per detectar pacients amb HH en la poblacié general,
no es planteja la utilitat del cribatge de les mutacions del gen HFE amb la intencié de

detectar pacients amb PCT.%?

Tanmateix, I'estudi de les mutacions del gen HFE en pacients amb PCT té un marcat

interés clinic per nombrosos motius:

1- L’existéncia de possibles patrons de resposta terapéutica segons el genotipus
del gen HFE.

2- Possible existéncia d’un risc de cirrosi i hepatocarcinoma augmentat en pacients
amb PCT i mutacions del gen HFE.

3- Permet discriminar els pacients amb PCT i HH concomitant.

1- Resposta terapéutica segons genotipus HFE:

Donat que les mutacions del gen HFE afavoreixen I'aparicié de PCT mitjangant la induccio
d'un increment de ferro pot hipotetitzar-se que la presencia d’aquestes mutacions poden
modificar o condicionar la resposta terapéutica de la PCT als dos tractaments classics

habitualment utilitzats: els antipal.ludics i les sagnies. Aixi, la deteccié d’aquestes
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mutacions pot convertir-se en una eina de gran utilitat per al dermatdleg amb la finalitat
d’establir el tractament més adequat. Encara que els estudis al respecte sén encara
limitats, la preséncia de mutacions del gen HFE sembla associar-se amb una menor

resposta a la cloroquina i una major resposta a les sagnies.

Stolzel i cols. avaluen la resposta clinica, bioquimica i dels parametres de ferro dels
pacients amb PCT que reben tractament amb cloroquina en relacié amb la preséncia de
mutacions del gen HFE.?** Destaca I'abséncia de millora dels parametres de sobrecarrega
de ferro després d’aquest tractament en els pacients amb les mutacions del gen del HFE,
tant en heterozigosi com en homozigosi. En definitiva, aquests autors recomanen les

flebotomies com a tractament d’eleccié en els pacients amb mutacions del gen HFE.

Un area d’investigacié que s’haura d’adregar en el futur consisteix en l'estudi de la
influéncia que poden exercir les mutacions del HFE en la resposta al tractament de la
infeccié per VHC amb interferd i ribavirina en pacients afectes de PCT. Malgrat que
encara no s’ha resolt de forma definitiva si el tractament de la infecci6é pel VHC és d'utilitat
en el control dels pacients amb PCT en general, probablement caldra considerar aquells
pacients que a més presentin les mutacions del HFE com a candidats especialment

tributaris de rebre aquest tractament.

2- Prevencio de cirrosi i hepatocarcinoma en pacients amb PCT i mutacions del gen
HFE:

L’augment de la freqlencia d’hepatocarcinoma a la PCT s’havia relacionat inicialment
amb la propia alteracid metabolica de les porfirines. Després de que s’observés una
elevada prevalenga d’hepatopatia cronica per VHC en aquests pacients es va suggerir

que el risc de neoplasia podria ésser degut a la preséncia d’aquesta infeccié. Tanmateix,
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cal destacar que en una altra porfiria no relacionada amb aquesta infeccid virica, la
Porfiria Aguda Intermitent, també s’ha demostrat un augment en la incidéncia
d’hepatocarcinoma. Per tant, al paper de la infeccio pel VHC en la possible induccié d’'un
hepatocarcinoma s’hauria d’afegir el de la malaltia porfirica per se, aixi com el de

l'increment dels diposits de ferro.

A aixo cal afegir que les mutacions del gen HFE s’han relacionat amb un major risc de

187.192193 | hepatocarcinoma, probablement mitjangant la induccié

patir hepatopatia cirrotica
d’'un augment del ferro. Aquesta tendencia és especialment elevada quan aquestes
mutacions s’associen amb d’altres factors inductors de cirrosi hepatica com I'enolisme i la
infeccio pel VHC."92194254 | "estudi d’aquestes mutacions de forma rutinaria en els pacients
amb PCT pot tenir doncs gran interés amb la finalitat d’establir poblacions de risc i

monitoritzar amb proves complementaries adequades i amb una determinada periodicitat

aquesta subpoblacié de pacients.

Els algoritmes de seguiment més adequats per al despistatge d’hepatocarcinoma segons
el genotipatge del HFE hauran de ser objecte d’estudi en el futur, tant en pacients amb
PCT com en pacients amb hemocromatosi, malaltia que ha estat objecte d’'un major estudi

que la PCT i en la que encara no s’ha arribat a un consens.?**?%

Actualment es recomana realitzar una ecografia (amb una sensibilitat en la deteccié
d’hepatocarcinomes del 80-90%) i sol.licitar I'alfa-fetoproteina en sérum un cop a I'any en
pacients amb PCT.” Es previsible que aquells pacients amb PCT que també siguin
portadors de la infeccié pel VHC, aixi com d’alguna de les mutacions del gen HH, hagin de

ser avaluats amb intervals més curts. Aquesta avaluacio periddica hauria d’incloure no
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nomeés les exploracions complementaries esmentades sind també l'estricte control del

metabolisme de les porfirines i el consell i tractament sobre I'abus d’alcohol.

3- Deteccio de pacients amb PCT i HH:

La incidéncia d’hemocromatosi entre els pacients amb PCT és més elevada que a la
poblaci6 general. Les manifestacions cliniques d’HH son tardanes i quan apareixen poden
traduir una afectacid sistémica greu i irreversible. En individus amb la preséncia
concomitant dHH i PCT, les manifestacions cutanies de PCT sovint sén els primers
signes que permeten endegar el diagnostic d’'ambdues malalties. L’estudi rutinari de les
mutacions del gen HFE, disponible en nombrosos laboratoris, permetra detectar amb

facilitat els individus amb PCT que sén homozigots per C282Y.

Entre les proves complementaries que han tingut un paper rellevant en l'estudi dels
pacients amb sobrecarrega de ferro cal destacar el paper de la biopsia hepatica. Durant
molt temps aquesta eina ha permés, gracies a la deteccid d’'una série de patrons
histologics i a la mesura del ferro hepatic, establir el diagnostic dHH. Amb I'estudi de les
mutacions del gen HFE, que actualment es pot realitzar d’'una forma practicament
rutinaria, els criteris per a indicar una bidpsia hepatica es modifiquen. Aquells pacients
joves amb sobrecarrega sérica de ferro, sense alteracions bioquimiques dels parametres
hepatics i amb genotipus del gen HFE suggestius d’HH, probablement no siguin tributaris
d’ una bidpsia hepatica, donat que el diagnostic ja s’ha obtingut per altres meéetodes. La
bidpsia hepatica tindria sentit en pacients d’edat avancada amb aquests mateixos criteris
bioquimics amb la finalitat d’identificar si s’ha desenvolupat una fibrosi hepatica o una
cirrosi, o bé, per confirmar la preséncia d’'un hepatocarcinoma. Per altra banda, malgrat es
trobin mutacions del gen HFE, la biopsia hepatica no esta indicada quan el ferro séric és

normal, donat que la penetracié d’aquestes mutacions és baixa.
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VIl- CONCLUSIONS
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PREVALENCES DE LES MUTACIONS DEL GEN HFE EN PACIENTS AMB PCT

ESPORADICA

- S’han trobat mutacions del gen de I'HH (la C282Y o la H63D) en el 62,6% dels pacients
amb PCT estudiats, amb un frequéncia significativament superior a la frequéncia

d’aquestes mutacions en la poblacié general, del 45,2%.

- Existeixen diferéncies entre les frequéncies de les mutacions del gen del HFE que hem
observat en la nostra poblacié de pacients amb PCT i les descrites en porfirics d’altres
arees geografiques. La freqiéncia de les mutacions del gen HFE en la nostra poblacio és

inferior a la descrita en paisos anglosaxons i superior a 'observada en poblacio italiana.

- La frequéncia al.lelica de la mutacio C282Y esta augmentada en els pacients amb PCT
esporadica respecte a la poblacié general. La mutaci6 C282Y en heterozigosi és més
prevalent entre els pacients amb PCT esporadica que en la poblacié general (2,3 vegades
superior). La freqiiéncia dels dobles heterozigots C282Y/H63D també esta augmentada

en els pacients amb PCT esporadica.

- La frequéncia al.lélica de la mutacié H63D no esta augmentada en els pacients amb
PCT esporadica. La mutacid6 H63D en homozigosi, que no en heterozigosi, és més

prevalent entre els pacients amb PCT esporadica que en els controls.
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MUTACIONS DEL GEN HFE | INFECCIO PEL VHC

- La frequiéncia de la mutaciéo C282Y és més elevada entre els pacients amb PCT sense
infeccié per VHC que entre els controls sense la infeccié. Pel contrari, la frequéncia de la
mutacié C282Y no és més elevada entre els pacients que si tenen la infeccio pel VHC que
entre els controls infectats. Per tant, la mutacido C282Y és un factor inductor de PCT que

pot actuar de forma independent de la infeccioé pel VHC.

- La freqiiéncia de la mutaci6 H63D en els pacients amb PCT infectats per VHC és
superior a la dels controls infectats. Per tant, la mutaci6 H63D pot exercir un paper

inductor de PCT de forma sinérgica amb la infeccié pel VHC.

MUTACIONS DEL GEN HFE | SOBRECARREGA DE FERRO

- La concentracié de ferro hepatic i els nivells de ferritina estan augmentats entre els
pacients amb la mutaciéo C282Y respecte als tipus salvatges. Pel contrari, els nivells de
ferro hepatic i de ferritina no estan significativament augmentats entre els pacients amb

PCT amb la mutacio H63D.

IMPLICACIONS CLINIQUES

Les mutacions del gen HFE estan relacionades amb la sobrecarrega de ferro i per tant en

el possible desenvolupament d’hepatopatia cronica i de carcinoma hepatocel.lular. D’altra
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banda, el tractament amb flebotomies pot ser I'idoni en els pacients amb sobrecarrega de
ferro. Per tant, I'analisi de les mutacions del gen HFE s’ha d’incloure de forma sistematica

en els protocols d’estudi dels pacients amb PCT.
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VIli- ANNEXES
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TAULES

Taula 1. PREVALENCA DE LES MUTACIONS C282Y, H63D i S65C EN

PACIENTS AMB PCT ESPORADICA SEGONS AREA GEOGRAFICA

Pais n C282Y(en |C282Y H63D (en|H63D (en | S65C |Prevalenca Referéncies
al menys 1 |(homozigot | al menys | homozigosi)% VHC (%)
copia)% s)% 1 copia)%
GB 41 |44 17 32(NS) [3(NS) - ? Roberts™
Australia |27 |44 20 44 (NS) |7 (NS) - 25.9 Stuart™
USA 26 |42 15 31(NS) 8 (NS) - 56 Bonkovsky'®
USA 87 |41 19 22 (NS) |7 (NS) - 59 Bulaj®’
Nord Italia |68 |3 (NS) 0 (NS) 49 B - ? Sampietro™
Sud Italia |50 |14 2 (NS) 26 (NS) |2 (NS) - ? D’Amato®”’
Franga 36 |19 0 (NS) 33(NS) |14 56 Dereure™®
Franga 56 [30.2(NC) |0 53.4 7.1 25 Skowron®*’
Franga 65 [17.1 5.7 47.1 (NS) |7.7 (NS) 48 |28 Lamoril*®
(NS)
Franga 33 [18.2 0 54.5 (NS) (3.4 57.6 Chiaverini®'
Argentina |9 11 0 44 (NS) |22 - Mendez**®
Bulgaria 48 [2.1(NS) 0 20.8 (NS) |0 - ? Ivanova®™
Dinamarca |42 |35.7 14.3 28.4(?) A - ? Christiansen®’
Japé 20 |0 (NS) 0 (NS) 5 (NS) 0 (NS) - ? Furuyama®*®
Alemanya |190 |39 12 45 2 15 Tannapfel”
Alemanya |62 |33 5 (NS) 42 0 (NS) ? Stolzel”™
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Espanya

-Esporadica |69 |17.3 (NS) |4.3 (NS) 50.6 (NS) |14.5 ? Enriquez  de
-Familiar 19 [15.7(NS) |0 31.5 (NS) [0 (NS) Salamanca®?
Espanya

-Esporadica |45 |16 (NC) D 41 11 D 77 Cruz-Rojo’
-Familiar 12 |12 D 67 0 D

Sudafrica |34 [26.4(NS) |8.8(NS) 38.2 0 9.4 Hift™"

Brasil 23 (174 0 30.4 (NS) [ 4.3 (NS) - 65.2 Martinelli***
Rep. Txeca |71 [21.2 4.3 (NS) 22 Malina®®
Australia |13 |46 15 25 0 25 McCrossin®*’
Hongria 50 |16 6 36 (NS) [2(NS) 44 Nagy”**
Suécia 84 |36 14 30.7 1.7 29 Rossmann®®
Catalunya |99 [16.2 0 53.5 (NS) |10.1 (NS) 25 |75.7 Estudi actual
(Espanya)

NS: no significatiu; SC: Sense controls; D: Valor no descrit
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Figura 2: SEQUENCIA DEL GEN HFE:

ORIGIN

1 ggggacactg gatcacctag tgtttcacaa gcaggtacct tctgetgtag gagagagaga

61 actaaagttc tgaaagacct gttgcttttc accaggaagt tttactgggce atctcctgag

121 cctaggcaat agetgtaggg tgacttctgg agecatcece gtttcceege ceccccaaaag
181 aagcggagat ttaacgggga cgtgcggeca gagetgggga aatgggeccg cgagecagge
241 cggcgcttct cctectgatg cttttgecaga cegeggtect gecaggggege ttgetgegtt
301 cacactctct gecactaccte ttcatgggtg cetcagagea ggaccttggt ctttecttgt

361 ttgaagcttt gggctacgtg gatgaccage tgttegtgtt ctatgatgat gagagtegec

421 gtgtggagcece ccgaactcea tgggtttcea gtagaatttc aagccagatg tggetgeage
481 tgagtcagag tctgaaaggg tgggatcaca tgttcactgt tgacttctgg actattatgg

541 aaaatcacaa ccacagcaag gagtcccaca ccctgcaggt catcetggge tgtgaaatge
601 aagaagacaa cagtaccgag ggctactgga agtacgggta tgatgggcag gaccaccttg
661 aattctgccc tgacacactg gattggagag cagcagaacc cagggectgg cccaccaage
721 tggagtggga aaggcacaag attcgggeca ggecagaacag ggectacctg gagagggact
781 gccectgcaca getgecageag ttgetggage tggggagagg tgttttggac caacaagtge
841 ctectttggt gaaggtgaca catcatgtga cctcttcagt gaccactcta cggtgteggg
901 ccttgaacta ctacccccag aacatcacca tgaagtgget gaaggataag cagecaatgg
961 atgccaagga gttcgaacct aaagacgtat tgcccaatgg ggatgggace taccaggget
1021 ggataacctt ggetgtacce cctggggaag agcagagata tacgt@ccag gtggageacc
1081 caggcctgga tcagecccte attgtgatct gggageccte accgtetgge accctagtca
1141 ttggagtcat cagtggaatt getgtttttg tcgtcatctt gttcattgga attttgttca

1201 taatattaag gaagaggcag ggttcaagag gagccatggg geactacgtc ttagctgaac
1261 gtgagtgaca cgcagcctge agactcactg tgggaaggag acaaaactag agactcaaag
1321 agggagtgca tttatgagct cttcatgttt caggagagag ttgaacctaa acatagaaat
1381 tgcctgacga actecttgat tttagectte tctgttcatt tcctcaaaaa gatttcecca

1441 tttaggtttc tgagttcctg catgeeggtg atccctaget gtgacctete cectggaact
1501 gtctctcatg aacctcaage tgcatctaga ggcttcctte atttcctecg tcacctcaga
1561 gacatacacc tatgtcattt catttcctat ttttggaaga ggactcctta aatttggggg

1621 acttacatga ttcattttaa catctgagaa aagctttgaa ccctgggacg tggctagtca
1681 taaccttacc agatttttac acatgtatct atgcattttc tggacccgtt caacttttce

1741 tttgaatcct ctctetgtgt tacccagtaa ctcatetgte accaagectt ggggattett

1801 ccatctgatt gtgatgtgag ttgcacagct atgaaggetg tgeactgeac gaatggaaga
1861 ggcacctgtc ccagaaaaag catcatgget atctgtgggt agtatgatgg gtgtttttag
1921 caggtaggag gcaaatatct tgaaaggggt tgtgaagagg tgttttttct aattggcatg
1981 aaggtgtcat acagatttgc aaagtttaat ggtgccttea tttgggatge tactctagta
2041 ttccagacct gaagaatcac aataattttc tacctggtct ctecttgttc tgataatgaa

2101 aattatgata aggatgataa aagcacttac ttcgtgtccg actcttctga geacctactt
2161 acatgcatta ctgcatgcac ttcttacaat aattctatga gataggtact attatcccca
2221 tttctttttt aaatgaagaa agtgaagtag gccgggeacg gtggetegeg cetgtggtee
2281 cagggtgctg agattgcagg tgtgagecac cectgeccage cgtcaaaaga gtettaatat
2341 atatatccag atggcatgtg tttactttat gttactacat gecacttgget geataaatgt

2401 ggtacaacca ttctgtcttg aagggceaggt gettcaggat accatataca getcagaagt
2461 ttcttcttta ggcattaaat tttagcaaag atatctcatc tcttctttta aaccattttc
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2521 tttttttgtg gttagaaaag ttatgtagaa aaaagtaaat gtgatttacg ctcattgtag
2581 aaaagctata aaatgaatac aattaaagct gttatttaat tagccagtga aaaactatta
2641 acaacttgtc tattacctgt tagtattatt gttgcattaa aaatgcatat actttaataa
2701 atgtacattg tattgtaaaa aaaaaaa

Peus de figura:

atg = Inici de I’ex6 1 del gen HFE
¢ = Nucleotid (Citosina) mutat per una Guanina en la mutaci6 H63D
g = Nucleotid (Guanina) mutat per una Adenosina en la mutacié C282Y
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ABSTRACT

Objectives: To investigate the role of C282Y and H63D mutations, and Hepatitis C virus

(HCV) infection in the pathogenesis of Porphyria Cutanea Tarda (PCT).

Design: Prospective case-control study.

Setting: A large clinical and research institute for the study and treatment of cutaneous

diseases in Barcelona, Spain.

Patients: Ninety-nine consecutive patients with PCT and one hundred and twenty six
control patients (76 healthy subjects and 50 patients chronically infected with HCV), were

recruited.

Main outcome measures: The frequency of the C282Y and H63D mutations in patients
with PCT vs controls and the relationship of these mutations with HCV infection, and iron

status, as judged by serum iron, liver iron and ferritin levels.

Results: C282Y mutation was significantly increased in PCT patients. This mutation was
more frequent among non HCV-infected patients. Increased ferritin levels and hepatic iron
overload were also observed in PCT patients with heterozygous C282Y state. H63D
mutation was only significantly increased among PCT patients with chronic hepatitis C

infection. No significant iron overload was observed in patients with H63D mutation.
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Conclusions: This study confirms the high frequency of C282Y mutation in patients with
PCT and its relationship with iron overload. The C282Y mutation has a relevant role in
Spanish patients with PCT non-associated with HCV chronic infection. On the other hand,
the prevalence of the H63D mutation seems not to be increased in patients with PCT. The
possibility of an association between HCV infection and H63D mutation in inducing PCT

can be hypothesized.
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INTRODUCTION

Porphyria cutanea tarda (PCT), a disease presenting with vesiculo-bullous eruption on
photo-exposed areas of the skin, is caused by a congenital or acquired reduction in the
activity of the enzyme uroporphyrinogen decarboxilase (URO-D)."? In familial PCT, a
marked reduction of the enzyme activity is detected, caused by mutations of the URO-D
gene. This form of porphyria is inherited as an autosomal dominant trait and affects
approximately between 20 to 25% of patients.® In sporadic PCT, the most common form of
porphyria, a reduction of URO-D is demonstrated exclusively in hepatocytes, through
inactivation of the normal enzyme.' PCT is associated with liver-cell damage. Various
factors such as alcohol, oestrogens, and hepatitis C virus infection* may precipitate the

disease.

In most patients with sporadic PCT liver iron deposits (hepatic siderosis) are present.>®
The clinical manifestations of the disease may be precipitated by liver iron overload and
phlebotomy (an indirect treatment that leads to iron withdrawal) is the treatment of choice

for PCT patients.”®'° The cause of hepatic iron overload in sporadic PCT is unknown.

The possibility that genetically predisposed individuals have more susceptibility for
sporadic PCT has been hypothesized."" The observation of a possible association with
HLA locus A antigens and PCT led to a systematic search for a susceptibility gene
telomeric to the HLA complex. The HFE gene (previously named HLA-H) that encodes an
HLA class I-like molecule as a gene candidate for hemochromatosis was identified by

Feder et al'?

in 1996. Several mutations of the HFE gene have been identified: In
approximately 85% of chromosomes (83% of patients) from patients with

hemochromatosis, a point mutation in the HFE gene which replaces a cysteine amino acid
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at position 282 by a tyrosine (C282Y) is detected. A second mutation which replaces
histidine 63 by aspartic acid (H63D), over-represented in hemochromatosis, was also
identified. However, this last mutation seems to be fairly common in the general

population; and, by itself is not associated with iron overload.

The identification of mutations on the HFE gene in hemochromatosis, has allowed the
study of the role of these mutations in PCT patients. An increased frequency of the C282Y
mutation in PCT patients was initially detected '°, and additional studies confirmed these
results.’*'® More recently, the association between the H63D mutation and PCT was also

described.'®?°

The present study is aimed to determine the prevalence of HFE mutations in PCT patients
in Spain, to analyse the role of these mutations in the degree of iron overload and to
assess the relationship between HFE mutations and HCV infection as triggering factors of

sporadic PCT.
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PATIENTS AND METHODS

Patients

The study was carried out on 99 consecutive Spanish patients with sporadic PCT (89
males, the mean age of 58, ranging from 31-81 years, and 10 females, with the mean age
of 59, ranging from 37-77). The diagnosis of PCT was based on characteristic clinical and
laboratory features. All patients had skin lesions suggestive of PCT such as blistering or
skin fragility on the dorsum of the hands. A marked increase of uro- and heptacarboxy-
porphyrins in urine and presence of isocoproporphyrin in faeces was also found in all
patients. None of the patients had a clinical picture or a family history of hemochromatosis
or PCT. No history of environmental exposure to hepatotoxic or porphyrogenic chemicals

or toxins was recorded. Five women had a history of oestrogen therapy.

Serum ferritin levels were determined before treatment in all patients. For measurement of
hepatic iron concentration, a needle liver biopsy was carried out in 41 patients. In all
patients, serologic markers for hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) infection
were determined. Alcohol abuse was defined by present or past alcohol intake higher than

80 g/day for more than 5 years.

A control group of 126 subjects was selected. 76 healthy subjects (group A) and 50
patients chronically infected with HCV (group B) were randomly selected from the pool of
subjects available in the laboratory. None of the controls had a history of PCT or

hemochromatosis.
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All case and control subjects gave their informed and written consent according to a

protocol reviewed and approved by the local Ethics Commitee. (Helsinki Convention)

Methods

Mutation analysis of the HFE gene was performed on DNA extracted from frozen stored
samples of whole blood using the QlAamp Blood Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA) and
amplified by PCR, which was followed by restriction endonuclease digestion. For both the
C282Y and the H63D mutations, known homozygous normal, heterozygous, and
homozygous abnormal controls were run simultaneously with each batch of PCT patients.
The primers used for the touch down PCR were as follows: to amplify exon 4, &'
TGCCTCCTTTGGTGAAGGTGACAC 3' and 5' CAGATCCTCATCTCACTGCC 3'; for exon
2, 5 TGTTGCTCTGTCTCCAGGTT 3' and 5 ACCCTTGCTGTGGTTGTGAT 3'. The
restriction enzymes used were Rsal for exon 4 and Mbol for exon 2, and the resulting
fragments were separated by electrophoresis in an acrylamide gel (PAGE) and visualized

by ethidium bromide staining.

The conditions for running the PCR were: 10' 96° (20" 96° 45" 65° 3' 72°) x 5, (20" 96° 50"

60° 3' 72°) x 20, (20" 96° 1" 55° 3' 72°) x 9, 10' 72°.

Standard biochemical tests and porphyrin analysis were performed in the hospital
laboratories. Quantitative assessment of urinary total porphyrin was made by

spectrofluorimetry,?’

urinary and faecal porphyrin profiles which were analysed by high
pressure liquid chromatography (HPLC).?? Hepatitis B virus infection was investigated by

hepatitis B surface antigen and by the antibody to hepatitis B core antigen (Abbott
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Laboratories, North Chicago, IL). Detection of HCV RNA was performed by PCR as

previously described.?

Liver iron concentration was measured by atomic absorption spectrophotometry.?* The
results were expressed as ug/100mg of liver tissue (dry weight), the normal values were
lower than 50 pg/100mg. Serum iron (ug/dl; normal range 50-150) and ferritin (ng/l; normal

range 20-300 in males and 15-200 in females) were measured by standard methods.

Statistical analysis

The significance of the differences between frequencies for patients and controls was

determined by the X? test (with Yates’ correction). When iron levels were analyzed the

non-parametric Mann-Whitney test was used to compare median values.
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RESULTS

Mutational analysis of HFE

The frequency of HFE mutations and genotypes of patients and controls is shown in Table
1. The C282Y mutation was present in 8% of chromosomes in patients with porphyria
cutanea and in 3.2% of controls (p < 0.02). When the distribution of the mutation was
considered in individuals, the frequency in PCT patients (16.2%) was significantly
increased in comparison with the control group (6.3%; p<0.03). None of the subjects

included in the study was homozygous for the C282Y mutation.

The H63D mutation was found in 31.8% of chromosomes from patients with PCT, which
was not significantly increased over controls (22.6%%; p: 0.119). This missense mutation
was present in heterozygosity in 43.4% of PCT patients in comparison with 37.3 % in
controls, differences that do not reach statistical significance (p: 0.218). Homozygosity was
present in 10.1% of PCT compared with 4% in controls (p: 0.067). When all patients with
the H63D mutation, either in its heterozygous or homozygous form, were compared to

controls (53.5% vs 41.3%), no significant difference was observed ( p: 0.089).

The presence of at least one of the HFE mutations was observed more frequently in PCT
patients than in controls (62.6% vs 45,2%; p <0,01). Seven patients with PCT (7%) and
three subjects among controls (2.4%) were compound heterozygotes for C282Y and H63D

mutations (p: 0.17).

No correlation between HFE mutations and alcohol intake was found (data not shown),
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HFE mutations in PCT patients according to the hepatitis C virus infection status

Seventy-five patients (75 %) with PCT were HCV-positive. None was actively infected by
Hepatitis B virus (HBV) but six had markers of infection in serum (positive anti-HBc

antibodies).

The heterozygous C282Y change was twice as frequent in HCV negative than in HCV
positive PCT patients (25% and 13.3% respectively) but without reaching statistical
significance (p:0.177) (Table 2). However, when the frequency of this mutation in non-
infected PCT patients was compared with the control group A (healthy subjects), a
statistical difference was observed (25% vs 6%; p:0.012). On the contrary, in HCV positive
patients the frequency of C282Y mutation did not differ from the HCV positive control

group B (13% vs 6%; p: 0.188).

The heterozygous H63D mutation was more frequent in HCV positive patients (48%) than
either in HCV negative patients (29%; p : 0.166) nor in HCV positive control group (30%;
p:0.068) without reaching statistical significance. Similarly, no differences were observed

in the frequency of homozygous H63D mutation regarding HCV infection.

On one hand, when patients with heterozygous and homozygous H63D mutation were
gathered in the same group, this mutation was more prevalent among HCV positive PCT
patients when compared to HCV positive controls (58% vs 36 %; p: 0.02) (Table 2). On the
other hand, as observed when HCV was not considered (Table 1), no statistical difference
was observed when HCV negative PCT patients were compared to HCV negative controls

(37% vs 45%; p : 0.69).
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Correlation of the iron phenotype with the HFE genotype

The hepatic iron concentration and ferritin levels were highest in PCT patients who were
heterozygous for the C282Y mutation (Table 3). Serum iron levels were increased in all
PCT patients but no statistical significance could be established according to the HFE
genotype. Similarly, no statistically significant increase in serum iron, ferritin and hepatic

iron was observed when the H63D mutation was present.
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DISCUSSION
The identification of the HFE gene and the association of some mutated forms to iron
overload in hemochromatosis, has prompted the study of the presence of these mutations
in other disorders in which there is an increase of iron deposits. Several studies suggested
that HFE mutations described in hemochromatosis could also be related with iron overload
observed in sporadic PCT, and in some way could contribute to the trigger of the clinical

onset of the disease.

Overall, mutant HFE alleles were detected in 63% of the PCT patients we genotyped
(Table 1), being on the same order than previously reported* and significantly higher than

that found in the control group (45%).

Our study shows that the C282Y mutation prevalence is significantly increased in sporadic
PCT Spanish patients. On the other hand, H63D mutation prevalence was not significantly
increased in these patients. The heterozygous C282Y mutation has been found to be the
most relevant HFE mutation in PCT patients from North Europe and America™"® but
reports from the Mediterranean area argue that the H63D is the strongest associated
mutation.'® % Similarly, the homozygosity for the C282Y mutation has been associated

with an earlier onset of skin lesions in both familial and sporadic PCT.?

The C282Y mutation is the most common defect associated with hereditary
hemochromatosis in Spain.?® This result also differs from those reported by ltalian
investigators who found a lower frequency for the C282Y among hemochromatosis
patients.?” The differences found between Spanish and Italian studies among PCT and

hemochromatosis patients may be due to the Spanish Celtic genetic background®.
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22,29,30 and

Hepatitis C virus infection is a prevalent cause of liver disease in PCT patients
an important triggering factor of this cutaneous disease in predisposed individuals in the
Mediterranean area. As HCV infection is frequent in Spanish PCT patients, we examined a
control group of patients with HCV chronic active hepatitis, to rule out a direct association
between the C282Y mutation and HCV infection. The prevalence of HFE mutations in the
control group with HCV hepatitis was almost identical to that observed in controls without
the infection, suggesting that the increased prevalence of C282Y is directly associated
with PCT. The prevalence of C282Y was higher when PCT patients were not infected by

HCV. Therefore, the C282Y mutation might play a relevant role as a triggering factor of

PCT, particularly when no HCV infection is detected.

Conversely, when PCT patients are chronically infected by HCV, the prevalence of the
H63D mutation is increased. To our knowledge, this association has not been previously
described although a similar trend without reaching statistical significance has been
reported®’. It is interesting to speculate that HCV infection and H63D mutation synergize to

flare up clinical PCT.

Dry iron weight on liver biopsies and serum iron were significantly increased when C282Y
mutation was present. Similar results have been observed by other authors.* However, in
our series, the presence of H63D did not seem to correlate with the iron status of PCT
patients, as judged by serum iron, liver iron and ferritin levels.''®". HFE associates with
B>-microglobulin and facilitates the uptake of transferrin bound iron by duodenal crypt
cells.*3* HFE mutations that impair this function contribute to an abnormal iron absorption.
Duodenal crypt cells, poor in iron, will induce cells differentiating into mature villous cells to

absorb an excess of iron. On the other hand, several authors have found that the H63D
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mutant protein behaves similarly to the wild-type protein.*®*" In the same way, the role of

H63D in hemochromatosis has not been clearly shown in several clinical studies.**%

Therefore, several lines of evidence indicate that the H63D mutation could cause a subtler
abnormality of iron metabolism than C282Y. H63D mutation may interact with other host
molecules such as the transferrin receptor 2 * or may also interfere with HCV metabolism

inducing a reversible urogendecarboxylase inactivation.

HFE mutations, HCV infection, oestrogen treatment and/or alcohol intake was found in the
majority of our patients. However, in a remaining 6% of them no clear exposure to
triggering factors could be found. Similarly, HFE mutations and other triggering factors of
PCT may be found in many individuals without overt PCT, thus suggesting that other

genetic or environmental factors may be involved.

In conclusion, this study shows that the prevalence of the C282Y mutation is increased in
sporadic PCT Spanish patients. We found this increase to be more pronounced in non
HCV infected PCT patients. A correlation of this mutation with hepatic iron overload was
also observed. Conversely, the prevalence of the H63D mutation is only increased in HCV
infected PCT patients. This finding suggests that the H63D mutation needs to be
associated with other factors to trigger PCT, possibly due to its inability to increase the iron

status by itself.
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TABLE 1. Frequency of HFE genotypes in PCT patients and controls

150

Controls
(n=126)

pc

PCT

(n=99)
ALLELES
C282Y 6/198 (8%)
H63D 63/198 (31,8%)
GENOTYPES
C282/C282 83/99 (83.8%)
C282/C282Y 16/99 (16,2%)
H63/H63 46/99 (46.5%)
H63/H63D 43/99 (43.4%)
H63D/H63D 10/99 (10.1%)

H63/H63D or H63D/H63D  53/99 (53.5%)

C282Y/H63D 7/99 (7%)
C282Y or H63D  62/99(62.6%)

7/252 (3,2%)
57/252 (22,6%)

118/126(93,6%)
8/126 (6,3%)

74/126 (58,7%)
47/126 (37,3%)
5/126 (4%)

52/126 (41,3%)

3/126 (2,4%)
57/126 (45,2%)

.02
119

.0316

218
.067
.089

A7
013

P corrected for continuity
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TABLE 2. Frequency of HFE genotypes in PCT patients and controls in regard to the

VHC infection status

Controls

HCV- HCV+ Group A

Group B

(n=24) (n=75) (n=76)

n=50)

GENOTYPES

C282/C282 18/24 (75%) 65/75 (87%)  71/76(93%) 47/50(94%)
C282/C282Y 6/24 (25%) *° 10/75 (13%)°  5/76 (6%)° 3/50 (6%)
H63/H63 15/24 (62.5%) 31/75 (41%)  42/76 (55%)  32/50(64%)
H63/H63D 7/24 (29%) e’f. 36/75 (48%)°  32/76 (42%) 15/50(30%)
H63D/H63D 2/24 ( 8%)™ 8/75 (11%)Y 2/76 (3%) 3/50 (6%)
H63/H63D o H63D/H63D 9/24 (37%) ! 44/75 (58%)"™  34/76 (45%) 18/50(36%)

Group A: controls without VHC

Group B: controls with VHC chronic infection

a : p=0.012 ; compares group PCT/VHC- with group A.

b : p=0.177; compares group PCT/VHC- with group PCT/VHC+.

¢ : p=0.188; compares group PCT/VHC+ with group B.

(=%

o

ey

oQ

: p=0.896; compares both control groups (A and B).

: p=0.371; compares group PCT/VHC- with group A.

: p=0.068; compares group PCT/VHC+ with group B.

: p=0.166; compares group PCT/VHC- with group PCT/VHC+.



h: p=0.52; compares group PCT/VHC- with group A.

i: p=0.74; compares group PCT/VHC- with group PCT/VHC+.

j: p=0.56; compares group PCT/VHC+ with group B.

k: p=0.69; compares group PCT/VHC- with group A.

1: p=0.115; compares group PCT/VHC- with group PCT/VHC+.

m: p=0.02; compares group PCT/VHC+ with group B.

TABLE 3. Iron phenotype in PCT patients

152

Liver iron (ug/100mg)
Serum iron (ug/dl)
Ferritin (ng/ml)

Liver iron (ug/100mg)
Serum iron (ug/dl)
Ferritin (ng/ml)

Liver iron (ug/100mg)
Serum iron (ug/dl)
Ferritin (ng/ml)

C282/C282
84.7 (34
128  (78)
353 (61)
H63/H63

1162 (19)
108 (42)
367 (32)
H63/H63

1162 (19)
108 (42)
367 (32)

C282/C282Y
242 (7)
150 (12)
648  (10)
H63/H63D
1063 (17)
134 (40)
356 (33)
H63D/H63D
694 (5)
135 (8)
625 (6

p Value

0.019
0.072
0.032

P Value
0.346
0.697
0.798

P Value
0.406
0.233
0.136

Values are the medians. Normal liver iron levels are <50ug/100mg dry weight. Normal
serum iron values are 50-150 pg/dl and normal ferritin values are 20-300 ng/l. Values in

brackets represent the number of patients.
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