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RESUMEN 

 

La hemocromatosis hereditaria (HH) es una enfermedad genética del 

metabolismo del hierro. Se caracteriza por un aumento de la absorción de hierro 

y por su acúmulo en el parénquima hepático. La mayoría de los pacientes con 

HH son homocigotos para el alelo C282Y y en menor proporción son 

heterocigotos compuestos para los alelos C282Y y H63D del gen HFE. Sin 

embargo, la penetrancia de estas variantes es incompleta. Al respecto se ha 

comprobado el efecto de ciertos modificadores genéticos sobre la expresión 

fenotípica de la HH. Existe evidencia que la HH puede resultar de una herencia 

digénica entre algunas variantes de los genes HFE y HAMP. 

 

En un grupo de pacientes chilenos con fenotipo HH, las variantes C282Y 

y H63D no son preponderantes. Esta observación conduce a la hipótesis que 

estos pacientes con signos clínicos de HH podrían presentar otros alelos del 

gen HFE y del gen HAMP. Mediante la técnica SSCP (Single Stranded 

Conformation Polymorphism) se tamizó la presencia de variantes en los exones 

2, 3 y 4 del gen HFE y 2 y 3 del gen HAMP. Por RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism) y secuenciación se identificó el alelo presente. En 19 

pacientes estudiados se encontró que un 26,3% y un 21,1%  presentan los 

alelos H63D y C282Y, respectivamente. Otras variantes de los genes HFE y 

HAMP no fueron identificadas. Por lo tanto estos resultados no comprueban la 
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hipótesis. En tanto nada sugiere que otros alelos para los genes HFE y HAMP 

no puedan ser encontrados en otros pacientes chilenos con HH. Por otra parte 

los pacientes estudiados podrían presentar variantes explicativas de su 

enfermedad en otros genes que participan en el metabolismo del hierro, por 

ejemplo TFR2 y HJV.    
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SUMMARY 

 

SCREENING OF UNUSUAL VARIANTS ON THE HFE AND HAMP GENES IN 

CHILEAN PATIENTS WITH A CLINICAL PHENOTYPE OF HEREDITARY 

HEMOCHROMATOSIS 

  

Hereditary hemochromatosis (HH) is a genetic disorder of iron 

metabolism. HH is characterized by an increased iron absorption and iron 

accumulation in the parenchymal cells of the liver. The disorder is mainly 

attributable to C282Y and H63D alleles of the HFE gene and most HH patients 

are homozygous for the C282Y allele. However, penetrance of these alleles is 

incomplete. It is demostrated that other genetic factors may well affect the HH 

phenotype. It has been reported that HH results from a digenic inheritance of 

alleles HFE and HAMP genes. 

 

In a group of Chilean patients with HH phenotype the alleles C282Y and 

H63D are not that frequent. This observation leads to the hipothesis that this 

group of patients with clinical signs of HH could present other alleles of the HFE 

and HAMP genes. A screening for mutations was completed on exons 2, 3, 4 of 

the HFE gene and exons 2, 3 HAMP gene through the SSCP (Single Stranded 

Conformation Polymorphism) technique. Using RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism) and sequencing the alleles have been identified. A 



 x

research conducted on 19 patients found the H63D allele in 26.3% of the tested 

subjects, while 21.1% presented the C282Y allele. No other alleles of HFE and 

HAMP genes have been identified. Therefore, the results of this research do not 

confirm the hypothesis. However, nothing suggests that other alleles of HFE and 

HAMP genes could not be found in other Chilean patients with HH. The tested 

patients could also present other alleles in other genes of iron metabolism, such 

as TFR2 and HJV that could explain their clinical phenotype. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 xi

 
ABREVIATURAS 

 

DMT1 Divalent Metal Transporter 1  Transportador de Metales Divalentes 1 

HAMP Hepcidin Antimicrobial Peptide Péptido Antimicrobiano Hepcidina 

HH Hereditary Hemochromatosis Hemocromatosis Hereditaria 

HJ Hemocromatosis juvenil  

Hjv Hemojuvelin Hemojuvelina 

IHH    Indice de Hierro Hepático  

IRE Iron Regulatory Elements Elementos de Respuesta al Hierro 

IRP Iron Regulatory Proteins Proteínas Reguladoras del Hierro 

MHC Major Histocompatibility Complex Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

PCR Polymerase Chain Reaction Reacción en Cadena de la Polimerasa 

RFLP Restriction Fragment Length 
Polymorphism 
 

Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de 
Restricción 

SSCP Single Strand Conformation 
Polymorphism 
 

Polimorfismo de Conformación de la Hebra 
Simple 

Tf Transferrina  

Tf-Fe2 Transferrina Diférrica  

TfR1 Transferrin Receptor 1 Receptor de la Transferían 1 

TfR2 Transferrin Receptor 2 Receptor de la Transferían 2 

UTR Untranslated Region Región no Traducida 

Wt Wild Type Tipo Silvestre 

 



 1

 
INTRODUCCIÓN 

 

      1.  Metabolismo del hierro. 

      a.  Propiedades Bioquímicas del Hierro. 

El hierro (Fe),  elemento fundamental para la mayoría de las formas de 

vida, juega un papel crucial en una variedad de procesos biológicos. El 

transporte de oxígeno, la producción de energía, la función de numerosas 

proteínas esenciales y la síntesis de DNA dependen de esta molécula 

(Arredondo y Nuñez, 2005).  En la materia viva el hierro existe en dos estados 

de oxidación, ferroso (Fe2+) y férrico (Fe3+). En un medio acuoso como el líquido 

extracelular, Fe2+ es espontáneamente oxidado a Fe3+ formando Fe(OH)3. A pH 

7 la máxima solubilidad de la forma férrica es muy baja (10-17 M) mientras que la 

solubilidad de la forma ferrosa es mayor (10-1 M) (Arredondo y Nuñez, 2005). 

 

En los procesos biológicos, la esencialidad del hierro radica en su 

capacidad de aceptar o donar un electrón (Frazer y Anderson, 2005). Sin 

embargo, la actividad  rédox del hierro genera radicales libres de oxígeno, 

moléculas muy reactivas e inicuas para las células (Gutteridge y Halliwell, 

2000). Frente a esta paradoja se requiere que los niveles de hierro celulares se 

ajusten,  satisfaciendo las necesidades de las células y reduciendo la toxicidad 

asociada a su exceso. Nuestro organismo carece de un mecanismo definido 
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para la excreción activa de hierro, por tanto su nivel debe ser regulado 

especialmente en la absorción intestinal (Frazer y Anderson, 2005).  

 

      b.  Absorción y Transporte de Hierro. 

El hierro de la dieta, en la forma no hemo, es absorbido por los 

enterocitos de las vellosidades del duodeno y yeyuno proximal. En el lumen del 

intestino el hierro se encuentra en su forma férrica. Antes de ingresar al 

enterocito este hierro es reducido a Fe2+ por Dcytb, una reductasa férrica 

localizada en la membrana plasmática de la zona apical (Mckie et al., 2001). El 

hierro en su forma ferrosa es transportado al interior del enterocito por un 

transportador de metales divalentes  (DMT1)  (Gunshin et al., 1997). El tránsito 

de Fe2+ desde la zona apical a la basolateral no está del todo claro. Se ha 

sugerido que el hierro podría unirse a moléculas chaperonas para mantenerse 

soluble (Arredondo y Nuñez, 2005).  

 

La salida de Fe2+ del enterocito es a través de su membrana basolateral. 

Este paso es mediado por la proteína transportadora de hierro, ferroportina 1 

(Ireg 1), la cual también está involucrada en la exportación de hierro desde los 

macrófagos (Donovan et al., 2005). Previo a su paso a la sangre, Fe2+ es 

oxidado a Fe3+ por la enzima hefaestina ferroxidasa (Frazer et al., 2001).  
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En la sangre, el hierro requiere un vehículo para mantenerse 

termodinámicamente estable y a la vez cinéticamente disponible para los 

procesos biológicos. La proteína plasmática transferrina (Tf) cumple esta 

función. La Tf posee dos sitios de unión para Fe3+  (Aisen y Listwsky, 1980) y en 

el plasma circula en su forma apo, o unida a uno o a dos átomos de Fe3+ 

(Williams y Moreton, 1980). 

 

En el enterocito y en todas las células, excepto las eritroides maduras, 

existe un receptor para la transferrina, TfR1. Este receptor es una glicoproteína 

de transmembrana que media la entrada de hierro por endocitosis de la 

transferrina diférrica (Tf-Fe2). A pH ligeramente básico del fluido extracelular (~ 

7.4) la afinidad de TfR1 por Tf-Fe2 es alta (Dautry-Varsat et al., 1983). El 

complejo formado entre TfR1 y Tf- Fe2 en la membrana plasmática es 

endocitado por la célula. En el endosoma y por efecto del pH ácido, disminuye 

la afinidad de la transferrina  por el hierro (Baldwin et al., 1982). El hierro 

liberado (Fe3+) es reducido a Fe2+ por la reductasa férrica Dcytb de la 

membrana del endosoma. Este hierro (Fe2+) es transportado al citoplasma 

(Nuñez et al., 1990), donde parte de él llega a un reservorio de hierro lábil  

(Epsztejn et al., 1997). El exceso de hierro es almacenado por la ferritina, una 

proteína capaz de aceptar 4500 átomos de Fe3+ (Arredondo y Nuñez, 2005). 

Por otra parte la apo transferrina  permanece unida a TfR1 en el endosoma y es 
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reciclada a la superficie celular. El pH básico de la sangre gatilla la disociación 

de TfR1 y la apo Tf (Figura 1) (Arredondo y Nuñez, 2000). 

 

 
Figura 1: Modelo de la absorción de hierro en el enterocito (Arredondo y 

Nuñez, 2005). 

 

      c.  Regulación de la Absorción de Hierro. 

La cantidad de hierro absorbido por los enterocitos depende de algunos 

factores, como las variaciones en el almacenaje de hierro en el cuerpo, los 

cambios en la velocidad de la eritropoiesis, la hipoxia, la inflamación y el 

embarazo. Como resultado se producen cambios en la expresión de los 

productos génicos de DMT1, TFR1 y de los genes de  L y H ferritina (FTL y 

FTH, respectivamente), entre otros. Estos cambios se controlan post 

transcripcionalmente por la actividad de las proteínas citoplasmáticas 
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reguladoras del hierro, IRP. Las IRP se unen a los elementos de respuesta al 

hierro (IRE). Los IRE se encuentran en las regiones no traducidas (UTR) 5’ o 3’ 

de los RNAms  de la mayoría de las proteínas que regulan la homeostasis del 

hierro. La interacción de las IRP con los IRE depende de la concentración 

celular de hierro (Rouault, 2006).     

                    

Tanto la principal isoforma de DMT1 expresada en los enterocitos            

(Hubert y Hentze, 2002) como TfR1, contienen un IRE en la región 3’ UTR. La 

unión de las IRP a los IRE de estos RNAms, cuando los niveles de hierro son 

bajos, estabilizan al transcrito incrementando su vida media. De modo contrario, 

cuando se elevan los niveles de hierro, las IRP no se unen a los IRE y la zona 

de los IRE queda vulnerable a la acción de las endonucleasas. El RNAm de la 

ferritina, en cambio, contiene IRE en la región 5’ UTR y cuando los niveles de 

hierro citoplasmáticos son bajos, las IRP se unen a los IRE del RNAm 

inhibiendo la traducción. El aumento de hierro deja a los IRE libres de las IRP 

permitiendo la traducción (Rouault, 2006). 

 

La regulación sistémica de la absorción de hierro es pivotada por un 

pequeño péptido antimicrobiano sintetizado y secretado por el hepatocito, 

denominado hepcidina (Park et al., 2001). La función hormonal de la hepcidina 

es inhibir la absorción de hierro y retener el hierro de los macrófagos y otros 

tipos celulares (Figura 2) (Frazer y Anderson, 2005). La producción de la 
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hepcidina disminuye por estímulos que incrementan la absorción de hierro 

(deficiencia de hierro, eritropoiesis aumentada) y aumenta en condiciones de 

absorción  disminuida  (la inflamación) (Nicolas et al., 2002). Se ha demostrado 

en la línea celular HEK-293, que la hepcidina interactúa directamente con la 

ferroportina 1, conduciendo a su internalización y degradación (Nemeth et al., 

2004). Esto también ocurre en la membrana basolateral del enterocito y explica 

la inhibición de la transferencia de hierro al organismo por la reducción de la 

expresión de la ferroportina 1 en la membrana (Frazer y Anderson, 2005). 

 

 

Figura 2: Esquema de la función de la hepcidina en la homeostasis del hierro. El hierro de la 

circulación disminuye por acción de la hepcidina. La hepcidina conduce a la internalización y 

degradación de la ferroportina 1 (no representada en el esquema) en enterocitos y macrófagos e 

inhibe el ingreso de Fe al enterocito (Frazer y Anderson, 2005).   

 

El descubrimiento de la hepcidina y sus efectos sobre la absorción 

intestinal del hierro representa uno de los principales avances en el 

entendimiento de la homeostasis del hierro. Sin embargo, se mantiene la 
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pregunta cómo la expresión de la hepcidina responde a los requerimientos de 

hierro del organismo. Últimamente, el estudio de pacientes con enfermedades 

hereditarias de la carga de hierro permitió la identificación de tres moléculas 

fundamentales en esta vía de regulación: la Hfe, el receptor de la transferrina 2 

(TfR2) y la hemojuvelina (Hjv) (Frazer y Anderson, 2005). 

 

  Hfe es una glicoproteína de transmembrana tipo MHC clase I no 

presentadora de antígenos (Feder et al., 1996).  Esta proteína se expresa en los 

hepatocitos (Zhang et al., 2004) y en las células de la cripta duodenal (Grifiths y 

Cox, 2003). Hfe está alterada en la HH y los pacientes que la presentan tienen  

la absorción de hierro y el nivel de su almacenaje elevados. Se ha reportado 

que las variantes de la proteína Hfe conducen a una disminución inadecuada de 

los niveles de hepcidina tanto en humanos como en ratones, sugiriendo que la 

Hfe está involucrada en la regulación de la expresión de la hepcidina. La 

proteína Hfe es altamente expresada en los hepatocitos y se sugiere que es en 

estas células donde ejerce su efecto sobre  la hepcidina (Bridle et al., 2003). 

 

TfR2, una proteína homóloga a TfR1 (Kawabata et al., 1999), es 

altamente expresada en los hepatocitos (Fleming et al., 2000) células 

hematopoyéticas y en células de la cripta duodenal (Griffiths y Cox, 2003). La 

afinidad de TfR2 por Tf - Fe2 es 25 a 30 veces menor que la afinidad de TfR1 

(West et al., 2000). Algunas de las variantes del gen TFR2 se relacionan con 
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una disminución en los niveles de hepcidina  y  una sobrecarga del hierro con 

signos clínicos similares a la hemocromatosis asociada al gen HFE 

(Camaschella et al., 2000). Esto sugiere que Hfe y TfR2 son parte de la misma 

ruta reguladora (Nemeth et al., 2005). 

 

Aún no se conoce a cabalidad cómo estas moléculas monitorean los 

requerimientos de hierro corporal y cómo se regula directamente la expresión 

de la hepcidina. A través de alguna ruta de regulación los hepatocitos detectan 

la demanda de hierro del organismo. Algunos estudios realizados en ratas, 

demostraron una estrecha correlación  entre los niveles de Tf-Fe2 y la expresión 

de RNAm de hepcidina hepática. El nivel de Tf-Fe2 en la sangre es un buen 

indicador de la demanda de hierro, porque la proteína es preferentemente 

tomada por las células que requieren hierro. Si la demanda de hierro aumenta 

los niveles de Tf-Fe2 decrecen y viceversa (Frazer y Anderson, 2005).  

 

 Frazer y Anderson (2003) han propuesto un mecanismo de regulación 

de la expresión de la hepcidina en el hepatocito. La proteína Hfe y la Tf-Fe2 

compiten por interaccionar con los sitios de unión de TfR1. Así la Tf-Fe2 podría 

desplazar a Hfe de la unión con TfR1, de manera que altos niveles de Tf-Fe2 

conducirían a un incremento en la cantidad de Hfe libre en la superficie celular. 

Este Hfe libre sería capaz de estimular una señal de transducción para 

aumentar la expresión del gen de la hepcidina (HAMP) (Frazer y Anderson, 
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2003). La alta afinidad que se ha encontrado entre las proteínas Hfe y TfR1 

sugiere que el complejo formado por ambas podría ser importante para la 

regulación de la homeostasis del hierro. Por otra parte, la proteína TfR2 jugaría 

un rol similar a Hfe en la regulación de la expresión génica de HAMP, en 

respuesta a la Tf-Fe2 circulante. Existe evidencia que la proteína TfR2 se 

estabiliza por la unión de Tf-Fe2 (Jhonson y Enns, 2004), de esta forma si TfR2 

produce una señal que incrementa la expresión génica de HAMP, su 

estabilización por Tf-Fe2 podría mantenerla. La disminución de Tf-Fe2 

disminuiría esta señal reduciendo la expresión de la hepcidina e incrementando 

la absorción de hierro (Frazer y Anderson, 2005).  

 

En algunos experimentos realizados in vitro no se detectó interacción 

entre las formas solubles de TfR2 y de Hfe (West et al., 2000). Esto podría ser 

un indicio de la existencia de dos rutas paralelas en la regulación de la 

expresión de la hepcidina, una que involucra a Hfe y la otra a TfR2 (Frazer y 

Anderson, 2005). 

 

 Goswami y Andrews (2006) han propuesto otro mecanismo de 

regulación. Sus estudios realizados en ratones demostraron que Hfe y TfR2 

interactúan en la superficie celular. Proponen que en un estado basal de 

saturación de la transferrina o en condiciones de bajo hierro sérico, TfR1 con 

Hfe existen como un complejo en la membrana plasmática. El aumento en los 
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niveles séricos de Tf-Fe2 provocaría el desplazamiento de Hfe del complejo Hfe-

TfR1. Además se elevaría la expresión de TfR2 por estabilización de su RNAm, 

concomitantemente con la reducción de la expresión de TfR1 en los hepatocitos 

(Robb y Wessling-Resnick, 2004). De esta manera la formación del complejo 

Hfe-TfR2 es favorecido por sobre el complejo Hfe-TfR1. La proteína Hfe 

actuaría como un sensor del estatus de hierro en el organismo y el complejo 

Hfe-TfR2 como un efector de la transducción de señal que induciría la expresión 

del gen HAMP. En la hemocromatosis, el complejo formado por Hfe y TfR2 se 

encontraría alterado y por consiguiente afectaría la inducción del gen HAMP 

(Figura 3) (Goswami y Andrews, 2006).  

 

 

Figura 3: Mecanismo de regulación de la absorción de hierro en el 
hepatocito.                               A en la homeostasis y  B en la hemocromatosis. 

(Goswami y Andrews, 2006). 
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Por otra parte, Hjv es una proteína que pertenece a la familia de las 

glicosilfosfatidilinositol ancladas (RGM) (Niederkofler et al., 2004). Hjv se 

expresa en el hígado, particularmente en los hepatocitos de la región periportal. 

La función de la proteína Hjv en el mecanismo de regulación aún no está 

dilucidada. Las evidencias apuntan a que Hjv es un componente esencial de la 

regulación de la homeostasis del hierro. En ratones mutantes Hjv -/- la 

producción de hepcidina, en respuesta al hierro de la dieta, se encuentra 

disminuida. Esto resulta en una severa sobrecarga de hierro (Niedekofler et al., 

2005). En humanos, cuando Hjv está mutada conduce a una sobrecarga de 

hierro rápida y severa, denominada hemocromatosis juvenil (HJ). Los pacientes 

con HJ no producen niveles perceptibles de hepcidina a pesar de la alta carga 

de hierro. Se ha propuesto que Hjv actuaría como un sensor del hierro 

proveniente especialmente de la dieta, en una  ruta de regulación paralela a 

TfR2 y Hfe. De esta manera Hjv estaría relacionada con una señal río abajo 

para la inducción del gen HAMP (Niedekofler et al., 2005). 

 

2. Aspecto Clínico  de la Hemocromatosis Hereditaria. 

La hemocromatosis hereditaria es una patología del metabolismo del hierro, 

se caracteriza por un progresivo incremento de los niveles plasmáticos de 

hierro, que puede conllevar a una sobrecarga de este elemento principalmente 

en el parénquima hepático. El término hemocromatosis fue concebido por Von 

Recklinghauen (1889), para describir la asociación entre el anormal depósito de 
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hierro en los tejidos y el síndrome clínico de cirrosis, diabetes mellitus y 

pigmentación de la piel, reportada por Trousseau  en 1865.  

La hemocromatosis hereditaria se expresa preponderantemente en los 

hombres y puede presentarse en estos después de los 35 años. En cambio, en 

el sexo femenino se presenta después de la menopausia. La primera 

manifestación fenotípica de la HH es la sobrecarga de Fe. Esta se observa por 

una elevación sostenida del porcentaje de saturación de la transferrina  (> 45 

%) y de la ferritina plasmática (> 1000 µg/L), trastornos que preceden al 

depósito de Fe en los tejidos. La prueba definitiva para el diagnóstico de la 

enfermedad es la biopsia hepática acompañada de la cuantificación tisular de 

Fe (en µg / g de peso seco) y el cálculo del índice de hierro hepático (IHH). El 

IHH es el cuociente entre la concentración hepática de Fe y la edad en años del 

paciente. En personas normales el IHH es menor  a 1.1 y en el 85% a 90% de 

los casos con HH es mayor a 1.9 (Wolff et al., 2004). 

 

3. Base Genética de la Hemocromatosis Hereditaria. 

En 1935, Sheldon  sugirió que la hemocromatosis podría tener una base 

genética. Tras sus estudios clasificó la enfermedad como “un error innato del 

metabolismo”. Cuarenta años más tarde se determinó que la hemocromatosis 

es una patología autosómica recesiva (Saddi y Feingold, 1974). Simon et al. 

(1976) reportaron el ligamiento del locus de la hemocromatosis con el alelo 

HLA-A3  del  sistema MHC clase I (HLA). En 1996 Feder et al. identificaron el 
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gen de la hemocromatosis HFE, junto con dos de sus variantes: una transición 

en el nucleótido 845 G>A codifica para el alelo C282Y y una transversión en el 

nucléotido 187 C>G codifica para el alelo H63D. Con posterioridad se han 

descrito otras variantes para el gen HFE (Figura 4) (Robson et al., 2004).  

   

 

Figura 4: Diagrama de la proteína Hfe y de las posiciones de sus variantes 

(Robson et al., 2004). 

 

 Cuando existe el alelo C282Y desaparece el puente disúlfuro del 

dominio α3  de Hfe impidiendo la asociación normal con β2M, de esta forma se 

reduce la expresión de la proteína en la superficie celular (ver Figura 4) (Feder 

et al., 1997, Waheed et al., 1997). El residuo involucrado en la variante H63D se 

localiza en un loop dentro del dominio α1 de Hfe. Esta mutación puede alterar la 

estructura de la proteína localmente, por un reordenamiento del loop, evitando 

la yuxtaposición del aspartato sustituto con el aspartato de la posición 95, un 
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residuo con el cual la histidina 63 interactúa normalmente (Waheed et al., 

1997).  

La interacción normal de Hfe con TfR1 reduce la afinidad de este 

receptor por la Tf-Fe2. La presencia de la variante C282Y implica la disminución 

de la expresión de Hfe en la superficie celular eliminando la interacción entre 

Hfe y TfR1. De esta manera, disminuye la señal involucrada en la inducción del 

gen HAMP. Aunque la variante H63D altera la capacidad de Hfe para reducir la 

afinidad de TfR1 por Tf-Fe2, la inducción de HAMP no es completamente 

afectada (Waheed et al., 1997). 

 

 Feder et al. (1996) reportaron que más del 80% de los pacientes que 

presentan HH son homocigotos para la variante C282Y y entre el 4 y 7% son 

heterocigotos compuestos C282Y/H63D. Este alto porcentaje es observado 

principalmente en las poblaciones del norte de Europa, donde la frecuencia 

alélica de C282Y alcanza un 14% en la población irlandesa (Ryan et al., 1998). 

La frecuencia de la variante C282Y decrece desde el norte al sur de Europa 

(Merryweather-Clarke et al., 2000). En el sur de Europa, una gran proporción 

(35-45%) de individuos con fenotipo HH no presentan el genotipo C282Y/C282Y 

ni C282Y/H63D (Camaschella et al., 2000). Esta dicotomía ha conducido a 

pensar que la penetrancia incompleta y el fenotipo variable de la HH están 

relacionados con la existencia de modificadores genéticos (Beutler, 2003). 
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 Algunas pistas han surgido de las recientes investigaciones en pacientes 

con hemocromatosis y genotipo  C282Y/wt. Se ha encontrado que algunos de 

estos pacientes son heterocigotos para algún alelo del gen HAMP (Biasiotto et 

al., 2003, Merryweather-Clarke et al., 2003). La variante Met50del IVS2+1(-G)  

del gen HAMP se relaciona con un cuadro severo de sobrecarga de hierro. 

Consiste en la deleción de 4 nucléotidos ATGG en el  terminal 3’ del exón 2  la 

cual remueve un dinucleótido GT del sitio de consenso para el procesamiento 

creando uno nuevo sitio de procesamiento y conduciendo a dos marcos de 

lectura abiertos en el exón 3 (Merryweather-Clarke et al., 2003). El exón 3 del 

gen HAMP codifica completamente al péptido maduro de hepcidina (Pigeon et 

al., 2001). El genotipo Met50del IVS2+1(-G)/wt, C282Y/wt resulta en 

hemocromatosis juvenil. Tales pacientes presumiblemente tienen la mitad de 

los niveles de proteína Hfe y hepcidina funcional (Merryweather-Clarke et al., 

2003).  

 

Se ha reportado otra variante del gen HAMP, G71D. Los dobles 

heterocigotos  para C282Y del gen HFE y G71D del gen HAMP exhiben un 

fenotipo de sobrecarga de hierro suave, semejante a la hemocromatosis 

asociada al gen HFE (Biasiotto et al.,  2003, Merryweather-Clarke et al., 2003, 

Jacolot et al., 2004). Por lo tanto, el fenotipo clínico de HH de heterocigotos y 

homocigotos  para C282Y puede ser modificado por la presencia de las 

variantes del gen HAMP (Biasiotto et al., 2003). 
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4. Hipótesis. 

Se ha observado en un grupo de pacientes chilenos con fenotipo clínico 

de HH, que un alto porcentaje no presentan el alelo C282Y ni H63D del gen 

HFE. Esta observación ha conducido a la hipótesis que: 

“algunos pacientes chilenos con fenotipo clínico de HH podrían presentar 

otros alelos no usuales del gen HFE y  del gen HAMP”. 

 

5. Objetivos. 

Objetivo General. 

Pesquisar nuevas variantes genéticas en los genes HFE y HAMP en 

pacientes chilenos que presentan fenotipo clínico de HH. 

 

Objetivos Específicos. 

-. Tamizar la presencia de algunas variantes no usuales en los exones 2, 3 y 4 

del gen HFE,  2 y 3 del gen HAMP incluyendo 40 a 80 pares de base (pb) de los 

intrones adyacentes a cada exón señalado. Para lograr este objetivo se utilizan 

las técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) y SSCP (Single Strand 

Conformation Polymorphism). 



 17

-. Identificar los alelos correspondientes a las variaciones detectadas por SSCP, 

mediante las técnicas de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y 

secuenciación automatizada. 

-. Asignar el genotipo identificado a cada paciente en estudio. 

 Cabe señalar que el gen HFE se encuentra en el cromosoma 6 y está 

constituido por seis exones que codifican para la proteína madura. El mayor 

porcentaje de variantes descritas a la fecha para este gen se concentran en los 

exones 2, 3 y 4. En tanto el gen HAMP se encuentra en el cromosoma 19 y está 

constituido por tres exones. El exón 3 de este gen codifica al péptido maduro de 

hepcidina (Biasiotto et al., 2003).   
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MATERIALES Y METODOLOGÍA 

 

1. Lista de Reactivos. 

Tabla 1: Reactivos para biología molecular. 
Reactivo Marca Reactivo Marca 

Agua desionizada  Enzima de restricción Bcl I NEB 

dNTPs 10 mM NEB Enzima de restricción Rsa l NEB 

DNA polimerasa Taq NEB Tampón 10 X para la enzima Bcl l NEB 

100 pb DNA ladder NEB Tampón 10 X para la enzima Rsa l NEB 

Enzima proteinasa K SIGMA Tampón de PCR 10 X   NEB 

NEB: New England Biolabs.  

 

Tabla 2: Reactivos generales. 
Reactivo Marca Reactivo Marca 

Ácido acético glacial Vetec formaldehído Vetec 

Ácido bórico Vetec Formamida Vetec 

ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA) 

    Vetec Glicerol Sigma 

Ácido nítrico                   Vetec Metilenbisacrilamida Vetec 

Acrilamida Vetec Nitrato de plata J.T.Baker 

Agarosa Fermelo Persulfato de amonio Merck 

Azul de bromofenol Sigma Sacarosa  Merck 

Bromuro de etidio Sigma Sodio dodecil sulfato (SDS) Vetec 

Carbonato de sodio         Merck N’, N’,N’,N’- tetrametilenetilendiamina  
TEMED 

Vetec 

Cloruro de magnesio            Sigma Tris  Vetec 

Cloruro de sodio                  Scharlau Tritón X-100 Sigma 

Etanol Vetec Xilen cianol Sigma 
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2.  Procedimientos. 

a. Pacientes. 

El estudio se realizó en 19 pacientes, 10 hombres y 9 mujeres, que 

presentan signos clínicos de HH. Estos pacientes fueron diagnosticados por el 

equipo médico del Dr. Humberto Reyes del Hospital Salvador. Las muestras de 

sangre de los 19 pacientes se obtuvieron después del consentimiento 

informado, para realizar un estudio genético de las variantes H63D y C282Y del 

gen HFE, en el Laboratorio de Epidemiología Genética de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile.  

 

 b. Extracción de DNA. 

La extracción de DNA de las muestras sanguíneas se efectuó de acuerdo al 

método de Miller et al. (1988): A 5 ml de muestra sanguínea se agrega solución 

A (ver Tabla 3) hasta un volumen final de 35 ml. Se mezcla y se deja en hielo 

por 30 minutos. Se centrifuga (Centrífuga Kubota 5100) por 15 minutos a 1800 

g. Luego se elimina el sobrenadante y se resuspende el precipitado con 

solución A hasta 35 ml, se coloca en hielo por 20 minutos. Se centrifuga por 15 

minutos a 1800 g. Posteriormente se elimina el sobrenadante y se resuspende 

el precipitado con 1,5 ml de solución B (ver Tabla 3). Se agrega 50 µl de SDS 

20% y 300 µl de solución de proteinasa K (2 mg/ml en SDS al 1%). Se incuba a 

37 ºC por toda la noche agitando ocasionalmente durante la primera hora en el 

baño.  
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Se agrega 0,5 ml de NaCl saturado (~ 5 M) y se agita vigorosamente 

durante 15 segundos. Se centrifuga por 15 minutos a 1800 g. Después se 

transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo de 15 ml evitando remover las 

proteínas precipitadas. Al sobrenadante se agrega 2 volúmenes de etanol 95% 

(v/v) y se invierte varias veces para lograr que precipite el DNA. El DNA 

precipitado se centrifuga por 5 minutos a 1800 g. Se elimina el sobrenadante y 

el DNA se lava de con etanol 70% (v/v). Se centrifuga y se elimina el 

sobrenadante. El precipitado final se deja secar al aire. Una vez seco, el 

precipitado se resuspende en 300 µl de solución TE (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Soluciones para la extracción de DNA. 

Solución 
A 

 
Solución 
B 

 
TE 

 

Sacarosa  0,32 M Tris 10 mM pH 

7,5 

Tris 10 mM pH 8 

Tris  10 mM pH 

7,5 

NaCl 0,4 M EDTA 0,1 mM pH 8 

MgCl2  5 mM EDTA 2 mM pH 8   
Triton X-100  1%     

 

c. Amplificación de los exones 2, 3 del gen HAMP y de los exones 2, 3, 4            

del gen HFE mediante PCR. 

Para amplificar los exones 2, 3 del gen HAMP y de los exones 2, 3, 4            

del gen HFE se utiliza la técnica PCR. Cada reacción de PCR se realiza en 25 
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µl de volumen total que contiene 100 ηg de los partidor definidos para cada 

exón y zonas adyacentes (Tabla 4 y Figura 5), tampón de PCR 1 X, 200 µM de 

cada dNTP, 50 ηg de DNA y 0,5 U de DNA polimerasa Taq. Las condiciones de 

la PCR se detallan en la tabla 5.  

 

Tabla 4: Secuencias de los partidores usados para las PCRs. 
Gen 

 
Exón Partidor  5’→ 3’ Amplificado  

(pb) 
 

Referencia Sintetizado 
en: 

HAMP 

 
2 F1 : CAGTCTCAGAGGTCCACT 

R1: AATGTGAGCAGGGACCC 
 

192 Roetto et al., 
2004    

GENYTEC 

HAMP 
 

3 F2 : CAGTGATGCCTTTCCTAGC 
R2: AAGGCAGGGTCAGGACAA 

352 Roetto et al., 
2004.  

FERMELO 

HFE   
 

2 F3 : ACTGGTTAAGGCCTGTTGC 
R3: GCCACATCTGGCTTGAAATT  
             

208 Lynas, 1997 FERMELO 

HFE   3 F4 : GGACCTATTCCTTTGGTTGCA 
R4: TCCACTCTGCCACTAGAGTA 
 

371 Biasiotto et al., 
2003       

GENYTEC 

HFE   4 F5 : TGGCAAGGGTAAACAGATCC       
R5: CTCAGGCACTCCTCTCAACC        

390 Lynas, 1997 FERMELO 

 

 

 

Figura 5: Esquema de los genes HAMP y HFE. A-. Exones (E) e intrones (In) del gen HAMP, la 

zona aumentada corresponde  a los exones 2 y 3 del gen HAMP y a los intrones adyacentes.  

B-. Exones (E) e intrones (In) del gen HFE, la zona en aumento corresponde a los exones 2, 3 y 4 

del gen HFE y a los intrones adyacentes. En A y en B están representados los partidores utilizados 

para las PCRs de la tabla 4: F partidor Forward y R partidor Reverse. 
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Tabla 5: Condiciones para las PCRs. 
Gen / Exón 
 

Ciclos Denaturación
°C (tiempo) 

Alineamiento
°C (tiempo) 

Extensión 
°C (tiempo) 

Referencia 

HAMP / 2 y 3 32 94  (30 s) 62 (30 s) 72 (45 s) Roetto et al., 2004 

HFE / 2 y 4 35  94 (1 min.)   62 (1 min.)    72 (1 min.) Lynas, 1997 

HFE / 3 35 94  (30 s) 59 (45 s) 72 (45 s) Biasiotto et al., 2003 

 

Los productos de PCR se separan mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% p/v en tampón TBE 0,5 X (Tabla 6) y se tiñen con bromuro de 

etidio (concentración final 0,5 µg/ml). 

 

Tabla 6: Solución tampón TBE 5 X para la electroforesis. 

Solución  Reactivos  
 

Referencia 

Tampón TBE 5 X Tris base 

Ácido bórico 

EDTA 0,5 M (pH 

8) 

54 g 

27,5 g 

20 ml 

Sambrook et al., 

1989 

 

     d. Tipificación de las variantes H63D y C282Y del gen HFE mediante          

RFLP. 

Para identificar las variantes H63D del exón 2 y C282Y del exón 4 del 

gen HFE se utilizan las enzimas de restricción  Bcl I y Rsa I, respectivamente 

(Figura 6). La digestión enzimática se realiza en 20 µl de reacción, que contiene 

H2O c.s.p, 10 µl de producto de PCR correspondiente, tampón de reacción 1 X 
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(NEBuffer 3 para Bcl l y NEBuffer 1 para Rsa l) y 2 U de la enzima de 

restricción,  Bcl I o Rsa I. Se incuban por 3 horas a 37ºC (Lynas, 1997). Los 

productos de la digestión se separan en un gel de agarosa al 3%. 

 

Figura 6: Diagrama del exón 2 (A y B) y exón 4 (C y D) del gen HFE y los respectivos sitios 
de restricción para las enzimas  Bcl l y Rsa l. Las puntas de flecha indican los sitios de corte de 

las enzimas Bcl l (A y B) y Rsa l (C y D). A-. El alelo wt tiene un sitio de restricción para Bcl l que 

genera fragmentos de 138 y 70 pb. B-. El alelo H63D pierde el sitio de restricción por el cambio de 

base C>G (fragmento de 208 pb). C-. El alelo wt tiene un sitio de restricción para Rsa l que genera 

fragmentos de 250 y 140 pb. D-. El alelo C282Y presenta dos sitios de restricción, el segundo sitio 

es producido por el cambio de base G>A que genera fragmentos de 250, 111 y 29 pb. En las 

figuras están representados los partidores utilizados para las PCRs indicados en la tabla 4. F 

partidor Forward y R partidor Reverse. 

 

       e. Tamiz de los exones 2, 3 y 4 del gen HFE y de los exones 2 y 3 del gen 

HAMP mediante SSCP. 

  Técnica SSCP: En condiciones apropiadas de temperatura (4°- 20°C) y 

en una matriz no denaturante, las hebras de DNA simple se pliegan en 

estructuras dependientes de sus secuencias. Bajo un campo eléctrico estas 
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hebras simples de DNA migran a través del gel no denaturante de acuerdo a la 

forma que adoptan (Sunnucks et al., 2000). 

 

Preparación del gel de poliacrilamida no denaturante para SSCP: La 

solución  de poliacrilamida a utilizar se prepara a partir de la solución stock de 

poliacrilamida 30 % (Tabla 7). La concentración final de la solución para el gel 

SSCP contiene poliacrilamida 8%,  glicerol 5%, tampón TBE 0,5X. Antes de 

verter el gel en el molde de placas de vidrio, se requiere agregar 25 µl de 

TEMED y 210 µl de persulfato de amonio al 10% para 30 ml de solución de 

poliacrilamida no denaturante (Sambrook et al., 1989). 

 

Preparación de las muestras: 2,5 µl de producto de PCR más 2,5 µl de 

tampón de carga para SSCP (Tabla 7) se denaturan a 95ºC por 5 minutos, 

inmediatamente se colocan las muestras en hielo para evitar la renaturación. 

Las muestras se cargan en el gel y se someten a una electroforesis a 4 watts 

por 15 horas o bien a 15 watts por 4 horas con tampón TBE 0,5X, a temperatura 

ambiente (Sunnucks et al., 2000). 
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Tabla  7: Soluciones para la electroforesis en poliacrilamida. 
Solución  Reactivos   Referencia 

Poliacrilamida 30 % (stock) 

 

 

 

Acrilamida 

Metilenbisacrilamida 

H2O 

29 g 

  1 g 

c.s.p 100 ml 

Sambrook 

et al., 1989 

Tampón de carga para gel de 

poliacrilamida (SSCP) 

 

 

 

Tampón TBE 5 X (ver Tabla 6) 

Formamida 

TBE 5 X 

Azul de bromofenol 

Xilen cianol 

95 % 

  3 % 

0,1 % 

0,1 % 

Sunnucks 

et al., 2000 

c.s.p: cantidad suficiente para 

 

Tinción y Revelado: El  gel  se deja en etanol 10% por 10 minutos, luego 

se elimina el etanol y se fija con HNO3 1% por 3 minutos. Se desecha el HNO3 y 

se lava con agua dos veces durante 5 minutos. Se deja 20 minutos con la 

solución de tinción de AgNO3 0,2% p/v en oscuridad. A continuación se realiza 

un lavado de 1 minuto con agua, seguido se revela con la solución de  Na2CO3 

0,28 M y formaldehído 0,5 % v/v. Finalmente se detiene la reacción de revelado 

con ácido acético 10% por 10 minutos, más un lavado con agua para eliminar 

restos de ácido acético (Sambrook et al., 1989). 

  

Purificación de los productos de PCR: Previo a la secuenciación es 

requerido purificar los productos de PCR, para eliminar de la solución dNTPs, 
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oligonucleotidos, DNA genómico y MgCl2. Se utilizó un sistema comercial de 

purificación,  Microcon® Centrifugal Filter de Millipore.  

 

       f.  Secuenciación  y análisis de las secuencias en la base de datos. 

Los productos de PCR que son seleccionados por SSCP se enviaron a 

secuenciar a GENYTEC. En esta empresa  utiliza el secuenciador automatizado 

Applied Biosystem 310, que se basa en el método de secuenciación de Sanger. 

Los cromatogramas obtenidos de la secuenciación se analizan en base a la 

información existente en la base de datos Gen Bank del NCBI. A la información 

sobre las secuencias de los genes HFE y HAMP se accede con los números  

Z92910 y NM_021175, respectivamente. 
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RESULTADOS 

 

      1. Tipificación por RFLP de las variantes H63D y C282Y del gen HFE. 

         Para identificar el alelo H63D del gen HFE, los amplificados obtenidos 

para el exón 2 de este gen se digirieron con la enzima de restricción Bcl I. Para 

identificar la variante C282Y, los amplificados correspondientes al exón 4 del 

gen HFE se digirieron con la enzima de restricción Rsa I. En la figura 7 se 

observan los patrones de cortes  visualizados en un gel de agarosa al 3 %. 

 

 

Figura 7: Identificación de los alelos H63D y C282Y del gen HFE mediante RFLP.  

 

Por RFLP se identificó los siguientes genotipos: cinco heterocigotos 

H63D/wt (pacientes 5, 9, 11, 15 y 17), tres heterocigotos C282Y/wt (pacientes 3, 

5, 7) y un homocigoto C282Y/C282Y (paciente 8). De los pacientes estudiados, 

11 no presentan las variantes H63D y C282Y. En tanto el paciente 5 es 

heterocigoto compuesto para las dos variantes (H63D / wt, C282Y / wt). En la 
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tabla 8 se muestran los resultados obtenidos, se excluyen los pacientes que no 

presentan las variantes H63D y C282Y. 

 

Tabla 8: Resultados de la Tipificación de las variantes H63D y C282Y del gen 

HFE por RFLP. 
Paciente 
(código) 

Exón 2 gen HFE  
Variante H63D 

Exón 4 gen HFE 
Variante C282Y 

3 wt / wt C282Y / wt 

5 H63D / wt C282Y / wt 

7 wt / wt C282Y / wt 

8 wt / wt C282Y / C282Y 

9 H63D / wt wt / wt 

11 H63D / wt wt / wt 

15 H63D / wt wt / wt 

17 H63D / wt wt / wt 

 

  

      2. Tamiz de los exones 2, 3 y 4 del gen HFE y de los exones 2 y  3 del 

gen HAMP mediante  SSCP. 

 Con el fin de detectar las variantes en las secuencias de DNA, los 

amplificados de cada uno de los exones en estudio fueron sometidos a una 

electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante, de acuerdo a la técnica 

SSCP (descrita en Materiales y Metodología). 
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a.  Gen HFE.  

Mediante la técnica SSCP se encontró diferencias migratorias en los 

amplificados de los exones 2 y 4 de este gen que se observan en las figuras 8 y 

9. En cambio, los amplificados del exón 3 no exhibieron diferencias en la 

migración respecto al control silvestre (gel no mostrado). Para el exón 2, las  

diferencias migratorias se observan en los amplificados 5, 9, 11, 15 y 17 

coincidiendo con los tipificados H63D/wt, por RFLP. Cabe destacar que todos 

los heterocigotos H63D exhiben el mismo patrón migratorio (Figura 8). El resto 

de los amplificados del exon 2  no difieren respecto al control silvestre. 

 

 

Figura 8: Análisis del exón 2 del gen HFE mediante SSCP. C1 control silvestre. De 1 a 19 

corresponden a los amplificados de los pacientes con fenotipo clínico de HH. Las flechas 

indican las muestras con un patrón migratorio distinto al control silvestre.  

 

Se observan diferencias migratorias respecto al control en los 

amplificados del exón 4 del gen HFE,  correspondientes a las muestras 3, 5, 7, 

8, 9 y 12 (Figura 9). Las tres muestras tipificadas, por RFLP, C282Y/wt exhiben 

el mismo patrón migratorio.  
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Figuras 9: Análisis del exón 4 del gen HFE mediante SSCP. C1 control silvestre. Los 

amplificados 3 a 13 corresponden a los pacientes con fenotipo HH. Las flechas indican los 

amplificados variantes respecto al control (C1). Pacientes1, 2 y 14-19 (no mostrados) presentan 

patrón migratorio idéntico al control silvestre C1.  

 
 
 

Las dos bandas de los heterocigotos coinciden con la banda silvestre (wt) 

del control y con la banda correspondiente al homocigoto C282Y/C282Y de la 

muestra 8 (Figura 10). 

 

          
Figura 10: Patrón migratorio de la variante silvestre (wt) y de la variante C282Y del gen 
HFE en gel de poliacrilamida no denaturante. C1 control homocigoto silvestre. Muestra 7 

heterocigoto C282Y/wt.  Muestra 8 homocigoto C282Y/C282Y. 
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El amplificado 7 (C2822/wt) se secuenció para tener un control de 

secuenciación de un heterocigoto. En el cromatograma (Figura 11) se observa 

la secuencia parcial del exón 4 del gen HFE que incluye al codón 282. El 

cambio de base se produce en el nucleótido 845 de la secuencia codificante. El 

codón silvestre es TGC y codifica para cisteína, mientras que el codón mutante 

TAC codifica para aspartato.  

 

Los cromatogramas se pueden visualizar, modificar y obtener utilizando el 

programa de Chromas Pro disponible en el sitio web: 

http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html 
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Figura 11: Cromatograma de los controles  C282Y/wt y silvestre (wt/wt) del exón 4 del 
gen HFE. A.- Muestra la hebra 5 → 3’ del heterocigoto C282Y/wt, la flecha indica la posición 

del cambio  de base  G>A; se observa que el peak de la base A se superpone  con el peak de 

la base G. B.- Hebra 5 → 3’ de la misma zona secuenciada en A para el homocigoto wt/wt. 

C.- Muestra la hebra 3’ → 5’ del heterocigoto C282Y, la flecha indica la posición del cambio 

de base C>T. D.- Hebra 3’ → 5’ de la misma zona secuenciada en C para el homocigoto 

wt/wt. Las secuencias mostradas en A y en C son complementarias al igual que la secuencia 

B con la D. 

 
 

Las muestras 9 y 12 se secuenciaron para determinar si existe alguna 

variante. El resultado de la secuenciación fue negativo y es muy probable que 

las bandas disímiles observadas en estas dos muestras sean artefactos de la 

amplificación. 
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  b. Gen HAMP. 

 No se observó diferencias en la migración de los 19 productos 

amplificados del exón 2  (gel no mostrado). Se encontró dos variantes en los 

amplificados del exón 3 del gen HAMP con respecto a la muestra control 

silvestre. Estos amplificados variantes  corresponden a los pacientes  11 y 14 

(Figura 12).  

 

 

Figura 12: Análisis del exón 3 del gen HAMP mediante SSCP. Las flechas indican los 

amplificados variantes (11 y 14)  respecto al control silvestre (C1). 1-19 amplificados de los 

pacientes con fenotipo HH. 

 

Los amplificados de las muestras 11 y 14 fueron secuenciados para 

identificar los  alelos implicados en las diferencias migratorias, visualizadas en 

el gel de poliacrilamida (SSCP). En este caso los resultados de la 

secuenciación no fueron suficientemente claros para poder asignar los alelos. 

Cabe la posibilidad que las diferencias migratorias de estos productos (11 y 14) 

se deban a algunos artefactos producidos en la amplificación.  
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Los resultados obtenidos por RFLP, SSCP y secuenciación se resumen a 

continuación (Tabla 9). 

  

3. Resumen de los Resultados. 

En los geles de poliacrilamida (SSCP), de los 5 exones estudiados en 

total, se observó que 13 amplificados exhibieron un patrón de migración distinto 

al control silvestre. En 4 de estos 13 amplificados no se identificó la variante. De 

esta manera un 31 % de los positivos para SSCP podrían ser artefactos de la 

amplificación. En tanto un 69 % de los positivos para SSCP se corresponden 

con las variantes identificadas (Tabla 9). 

 

Las variantes identificadas por RFLP fueron H63D y C282Y. De los 

pacientes estudiados un 26,3 % presentan la variante H63D y un 21,1 % 

presentan la variante C282Y. El paciente 5 es heterocigoto compuesto para 

H63D y C282Y (H63D/wt, C282Y/wt) y el paciente 8 es homocigoto para C282Y 

(C282Y/C282Y). El genotipo de estos dos pacientes puede explicar el fenotipo 

clínico de HH que ambos presentan. En cambio un 89,5 % de los pacientes 

estudiados no presentan variantes en los genes HFE y HAMP que permitan 

explicar su fenotipo clínico. 
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Tabla 9: Resumen de los Resultados. 
Paciente SSCP  Gen ( exón )      Variante identificada Gen ( exón ) 

 HAMP( 3 ) HFE ( 2 ) HFE ( 4 ) HAMP( 3 ) HFE ( 2 ) HFE ( 4 ) 

3 - - +   C282Y 

5 - + +  H63D        C282Y 

7 - - +   C282Y 

8 - - +   C282Y 

9 - + +  H63D        NI 

11 + + - NI H63D         

12 - - +   NI 

14 + - - NI   

15 - + -  H63D         

17 - + -  H63D         

 En la tabla 9 se muestran aquellos amplificados que exhibieron un patrón de migración distinto al       

control por SSCP (+). Se señalan los alelos identificados H63D y C282Y. NI alelos no identificados.     

En tanto 9 de los 19 pacientes estudiados fueron silvestres (wt) para las variantes analizadas (no   

mostrados en la tabla). No se encontró variantes en los 19 pacientes en los exones 3 del gen HFE     

y 2 del gen HAMP  (datos no mostrados en la tabla).    
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DISCUSIÓN 

 

Desde los estudios de Feder et al. (1996) en pacientes caucásicos, la 

hemocromatosis hereditaria ha sido asociada principalmente al genotipo 

C282Y/C282Y y en menor proporción al genotipo C282Y/H63D. Algunos 

estudios relacionados encontraron pacientes con el fenotipo clínico de HH que 

no presentan la variante C282Y o H63D como describió Feder. De ciertos 

estudios genéticos ha surgido una dicotomía: por una parte existen individuos 

homocigotos para C282Y sin signos de sobrecarga de hierro y por otra, ciertos 

pacientes heterocigotos para las variantes del gen HFE manifiestan un inusual 

fenotipo severo de HH.   

 

  Los últimos estudios en HH han demostrado que la presencia de los 

alelos del gen HFE no es una condición suficiente para el desarrollo de la 

enfermedad. Al respecto estudios comparativos en ratones que pierden Hfe 

proveen evidencia sobre la existencia de otros factores contribuyentes a la 

sobrecarga de hierro (Fleming et al., 2001). De acuerdo a Beutler (2003), uno 

de los aspectos potenciales para explicar la penetrancia incompleta de la HH, 

es precisamente la existencia de los modificadores genéticos: aquellos genes 

que por interacción afectan la expresión fenotípica de genes de otros loci 

(Bridges, 1919). Por ejemplo, se ha demostrado que algunas variantes de los 
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genes HAMP y HJV contribuyen al fenotipo heterogéneo de pacientes 

homocigotos y heterocigotos para  C282Y (Biasiotto et al., 2004). 

 

 Recientemente Babitt et al. (2006) comprobaron que la expresión de la 

hepcidina es inducida por la vía de señalización de la proteína morfogénica del 

hueso (BMP). Esta ruta involucra a las proteínas BMP2, BMP4 y a Hjv 

(correceptor de las BMP). Los estudios de Milet et al. (2007) encontraron una 

asociación significativa entre los niveles de ferritina y una variante común del 

gen BMP2. Sus resultados sugieren que la expresión de la HH asociada al gen 

HFE, está ligada a la expresión alterada de la hepcidina, no solo a través de la 

función de Hfe sino también por medio de la modulación de la ruta BMP. 

 

Por otra parte, algunos estudios genéticos de la HH realizados en el sur 

de Italia y Japón (Camaschella et al., 2000, Hayashi et al., 2006), demuestran 

que esta enfermedad está también asociada al gen TFR2. Al respecto las 

variantes no usuales del gen TFR2 (Camaschella et al., 2000 y Roetto et al., 

2001)  se relacionan con la manifestación de la HH en pacientes que presentan 

alguna variante no usual del gen HFE (Beutler, 2003) o del gen HAMP (Roetto 

et al., 2003).  

 

Otro de los aspectos  para entender el fenotipo variable de la HH está 

referido a los factores ambientales. La ingesta excesiva de alcohol, la existencia 
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de hepatitis viral, el suplemento de Fe y las transfusiones de sangre repetidas, 

pueden exacerban el síndrome de sobrecarga de hierro (Beutler, 2003). Por 

todo esto el diagnóstico de la hemocromatosis no es simple. Las pruebas 

bioquímicas de la saturación de la transferrina y de la concentración de la 

ferritina no son determinantes para el diagnóstico de la enfermedad. Al respecto 

se precisa el diagnóstico de la HH con el cálculo del IHH, mediante la biopsia 

hepática.  

 

La biopsia es un procedimiento invasivo de alto costo y que se realiza 

cuando la enfermedad está manifiesta. Por esto las pruebas genéticas 

permitirían un diagnóstico temprano de la HH y no invasivo. Sin embargo, aún 

no es del todo factible el diagnóstico genético de la HH, porque los factores que 

definen la penetrancia exacta de las variantes implicadas en la expresión de la 

enfermedad, permanecen ignotos. Entonces, el desafío de los próximos 

estudios genéticos consistirá en entender las diferencias en la expresión de la 

enfermedad a través de una mejor comprensión de los factores genéticos que la 

modifican. 

 

Para realizar el estudio genético de la HH fueron necesarias  algunas 

técnicas de biología molecular como SSCP, RFLP y secuenciación. SSCP 

permite tamizar la presencia de variaciones en las secuencias  y disminuir los 

costos de tipificación, sobre todo cuando se trabaja con un gran número de 
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muestras o genes.  Los resultados obtenidos por medio de esta técnica deben 

realizarse en conjunto con la secuenciación y RFLP, para así determinar la 

variante genética. SSCP también se puede utilizar para identificar una variante 

conocida, esto porque las hebras de DNA de una determinada secuencia tienen 

el mismo patrón de migración.  

 

La implementación de la técnica SSCP resultó relativamente simple y 

accesible. En poliacrilamida al 8% se logró una buena resolución, la que puede 

ser mejorada. Está claro que se requiere tener amplificados específicos y con 

baja concentración de DNA genómico, para evitar las interferencias del DNA no 

deseado. Para mejorar la técnica, una posibilidad es estandarizar la 

concentración de glicerol que lleva la solución de gel de poliacrilamida. La 

sensibilidad de SSCP es afectada por el alto pH (~8) del tampón TBE. Al 

respecto, Kukita et al. (1997) encontraron que incluir glicerol en la poliacrilamida 

baja el pH de la electroforesis. Esto permite optimizar la detección cuando 

existen amplificados sobre los 400 pares de base. 

 

De acuerdo a la literatura entre un 80 y 90% de los cambios de bases 

son detectables con la técnica SSCP, siempre que las condiciones sean 

óptimas en cuanto a temperatura baja y voltaje estable. Al respecto, se 

desconoce la sensibilidad lograda para esta técnica en este estudio. Es posible 

que existan falsos negativos, debidos por una parte a que ciertas hebras de 
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DNA variante adopten la misma conformación que las hebras de DNA silvestres 

y por otra, a que la resolución obtenida con la poliacrilamida no sea óptima. Por 

esto, no se descarta no haber detectado la presencia de alguna variante en los 

exones de los genes estudiados.  

 

Posiblemente el 31 % de los amplificados, detectados como positivos en 

SSCP y de los cuales no se identificó alelo, sean falsos positivos por efecto de 

algún artefacto de la técnica. A diferencia de tener falsos negativos, por los 

cuales se pierde información, la existencia de falsos positivos, sólo implica un 

costo extra de tipificación. Los falsos positivos pueden disminuir con una buena 

resolución. 

 

  Por otra parte, se pudo constatar que los resultados de secuenciación 

algunas veces no son fáciles de interpretar, especialmente cuando existen 

heterocigotos. La muestra 7, C282Y/wt, se secuenció como control de 

secuenciación de un heterocigoto. En el cromatograma de la figura 11-A se 

visualiza la presencia de las dos bases G y A superpuestas. En cambio en el 

cromatograma de la figura 11-C  el peak correspondiente al cambio de base 

está en la base de ruido. Muchos artefactos producidos en la secuenciación 

pueden ser confundidos con una mutación y viceversa. Por esto es necesario 

secuenciar ambas hebras y repetir la secuenciación o comprobar el resultado 

por medio de RFLP cuando los resultados no son claros.  
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Los estudios genéticos que se han realizado en pacientes chilenos con 

HH, han sido enfocados principalmente en la tipificación de las variantes H63D 

y C282Y. Teniendo en cuenta los antecedentes genéticos que han aportado las 

recientes investigaciones en otros genes del metabolismo del hierro, el trabajo 

aquí iniciado es el primer paso para elucidar la etiología genética de la HH en 

pacientes chilenos. Entonces, una mejor comprensión de la enfermedad 

permitirá optimizar su diagnóstico y tratamiento. 
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CONCLUSIÓN 

 

 En este estudio en pacientes chilenos con fenotipo clínico de HH, se 

encontró un  26%  y un 21,1% que presentan la variante H63D y C282Y del gen 

HFE, respectivamente.  

 

No se identificaron otras variantes en los genes HFE y HAMP.  

 

Con los resultados obtenidos no se demuestra la hipótesis. Sin embargo, 

restan ser estudiados algunos exones de los genes HFE y HAMP. No se 

descarta la identificación de variantes  para estos genes en otros pacientes que 

exhiban el fenotipo clínico de HH.  

 

Considerando los antecedentes expuestos y discutidos, la expresión 

fenotípica de la HH depende de la expresión de varios genes. Los pacientes 

objeto de este estudio podrían presentar variantes explicativas de su 

enfermedad en otros genes involucrados en el metabolismo del hierro, como 

TFR2, HJV entre otros.  

 

La información que se obtenga del entorno genético de la HH  contribuirá 

a un diagnóstico más certero en los pacientes que la padecen.    
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