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RESUMEN

Objetivo: estudiar la frecuencia de las mutaciones en el gen
HFE (C282Y, H63D, S65C) en un grupo de 54 pacientes con
porfiria cutanea tarda (PCT) y en un grupo de controles sanos (do-
nantes de sangre) en Guiptizcoa. También analizar su relaciéon con
los virus de la hepatitis B y C (VHB, VHC), alcohol y otros facto-
res de riesgo reconocidos.

Meétodos: el anélisis de las mutaciones se hizo mediante PCR.
Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas. Se determi-
naron la probabilidad y el test de Chi cuadrado.

Resultados: no encontramos asociacion entre C282Y y PCT
(5,76 vs. 5% controles). Se observé una alta frecuencia alélica en
la mutacion H63D en PCT (34,25%), pero sin ser estadisticamen-
te significativa (controles 29,31%), debido a la alta prevalencia de
esta mutacion en la poblacion vasca. La mutaciéon S65C fue me-
nor en PCT que en controles. Encontramos una idéntica presen-
cia de H63D en heterocigosis en ambos grupos (38,8 vs. 38,8%).
La asociacion con el VHC se objetivd en el 35,18% de los pacien-
tes y la infeccién por VHB en el 7,4%. Un 55,55% de los pacien-
tes tenia un habito alcoholico de méas de 60 g etanol dia. Todos
eran negativos para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
y 1 de las 5 mujeres con PCT tomaba estrogenos.

Conclusion: las mutaciones C282Y y H63D no tienen un pa-
pel relevante en los pacientes con PCT en GuipUzcoa. Los facto-
res externos (consumo importante de alcohol y VHC) parecen ju-
gar un papel fundamental en el desarrollo de la PCT en nuestra
poblacion.

Palabras clave: Porfiria cutanea tarda. Enfermedades hepaticas.
Gen HFE.
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ABSTRACT

Aim: to study the frequency of HFE gene mutations (C282Y,
H63D, S65C) in a group of 54 sporadic PCT patients and in a
group of healthy controls (blood donors) from Guiptzcoa, Spain.
We studied the association of PCT with HCV, HBV, alcohol abu-
se, and other established risk factors.

Methods: the analysis of mutations was made by PCR. Allelic
and genotypic frequencies were compared. Probability was deter-
mined and a Chi-squared test was performed.

Results: no association was observed between C282Y muta-
tion and PCT (5.76 vs. 5% in controls). A high H63D mutation
frequency was observed in PCT (34.25%) but was not statistically
significant (controls 29.31%) because of the high prevalence of
this mutation in the Basque general population. The S65C muta-
tion was lower in PCT than in controls. There is a similar presen-
ce for H63D heterozygosis in PCT (38.8 vs. 38.8%). HCV asso-
ciation was observed in 35.18% of patients with PCT. HBV
infected 7.4% of patients. Heavy alcohol intake (> 60 g/day) was
present in 55.55% of patients. No HIV-infected patients were de-
tected. The study of other risk factors revealed only one of the five
women with PCT taking estrogens.

Conclusion: our results found no relevant role for C282Y
and H63D mutations. External factors such as HCV and alcohol
could be determinant in the development of PCT in the Basque
population.
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INTRODUCCION

La porfiria cutdnea tarda (PCT) constituye el trastorno
en el metabolismo de las porfirinas que ocurre con mayor
frecuencia. La enfermedad estd originada por un déficit en-
zimatico en la sintesis del heme. Generalmente, las PCT
son esporadicas o adquiridas, debidas a un defecto adquiri-
do en la uroporfirinogeno descarboxilasa (1). La forma fa-
miliar de la enfermedad se observa en un 20% de los casos
(2). En la forma esporddica, la actividad de la enzima estd
disminuida al 50% sélo en los hepatocitos, mientras que en
la familiar el defecto estd también presente en otros tipos
de células como los eritrocitos (3). Desde el punto de vista
clinico, esta enfermedad se caracteriza por provocar lesio-
nes en la piel en las zonas expuestas al sol, alteraciones he-
paticas y elevados niveles de porfirinas en plasma y orina.
El consumo de alcohol, los estrogenos, la exposicion a pes-
ticidas, la sobrecarga férrica y las infecciones virales pue-
den ser factores “gatillo”, detonantes que precipiten un de-
fecto enzimdtico latente y hagan que se manifieste
clinicamente la PCT (1,4).

La asociacién de la PCT con el virus de la hepatitis C
(VHC) esté claramente reconocida (3), si bien la preva-
lencia es menor segun las regiones. Se piensa que el VHC
seria importante en los paises mediterraneos. Se ha obser-
vado con frecuencia sobrecarga férrica en pacientes con
PCT y en pacientes con hepatitis C. Se desconoce la ra-
z6n exacta por la que se acumula hierro en estos pacien-
tes, pero la mayoria de los pacientes con PCT tienen evi-
dencia analitica de sobrecarga férrica, siderosis hepética
e incremento en los depdsitos de hierro. Las causas de so-
brecarga férrica parecen ser heterogéneas. Pueden inter-
venir cofactores como el alcohol y la infeccién crénica
por VHC, que se asocian con frecuencia con la PCT. Los
hallazgos clinicos y experimentales sugieren un proceso
hierro-dependiente reversible que inactivaria la uroporfi-
rinogeno descarboxilasa (5). La siderosis hepatica suele
ser, sin embargo, leve o moderada y alcanza el rango bajo
de la hemocromatosis en menos del 10% de los casos (2).

Desde que en 1996 Feder (6) descubriera el gen HFE y
las mutaciones responsables del desarrollo de la hemo-
cromatosis genética, se han publicado numerosos traba-
jos (1,2) relacionando dichas mutaciones con el desarro-
llo de la PCT.

Al existir diferencias en la prevalencia del VHC y en
la frecuencia de las mutaciones HFE en diferentes pobla-
ciones, hemos querido estudiar la asociacion de infeccidn
por el VHC y la PCT y la frecuencia de mutaciones en el
gen HFE en un grupo de pacientes con PCT y en un gru-
po control (donantes de sangre) de Guiptzcoa.
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PACIENTES Y METODOS

Estudio retrospectivo en el que revisamos las historias
clinicas de los pacientes diagnosticados de PCT y en segui-
miento en los Servicios de Digestivo de los Hospitales de
Mendaro, Donostia, Bidasoa, Mondragén y Zumérraga
(Guiptizcoa). El diagnéstico de la PCT se realizo por los
sintomas clinicos tipicos y se confirmé mediante porfirinas
en orina. Se obtuvieron los siguientes pardmetros clinico-
analiticos: edad, sexo, porfirinas en orina, hierro sérico, sa-
turacion de transferrina, ferritina, ALT, AST, GGTP, sero-
logia VHB y C, serologia VIH, biopsia hepitica,
mutaciones del gen HFE (C282Y, H63D, S65C), consumo
de alcohol, toma de estrégenos o exposicioén a pesticidas.
El grupo control para el estudio de mutaciones HFE estaba
constituido por 116 donantes de sangre sanos (7).

Analitica hepdtica, perfil férrico y porfirinas en orina:
se analizaron segtin métodos habituales.

—Serologia viral: anti-VHC (ELISA). HBsAg, Anti
HBc y Anti HBs (ELISA). Confirmacion mediante RNA-
VHC y DNA-VHB por PCR. Anti-VIH (ELISA).

Andlisis de las mutaciones del gen HFE: se realizé me-
diante PCR siguiendo el método descrito previamente (7,8).

—Biopsia hepdtica: biopsia hepética guiada por eco-
grafia en el 16bulo derecho hepatico con una aguja Tru
cut 14G (Allegiance Healthcare, 111). Se obtuvo un espé-
cimen que se fijé durante 12-24 horas en formaldehido
tamponado al 4%y se procesé de forma rutinaria para es-
tudio histolégico. Se utilizaron las tinciones hematoxilina
eosina, tricromico de Masson y Perls azul prusia. En los
casos en que se determind la concentracion de hierro he-
patico (CHH), se obtuvo otro espécimen que se envid a
Laboratorio Reference, Barcelona, para medicion por es-
pectrofotometria de absorcién atémica/cdmara de grafito.
Las biopsias fueron expuestas a luz ultravioleta para ob-
servar fluorescencia roja.

—Andlisis estadistico: 1a comparacién de las frecuen-
cias de las mutaciones HFE entre los pacientes con PCT y
el grupo control se realizé mediante anélisis Chi cuadra-
do. Se estudiaron probabilidad, test Chi cuadrado y signi-
ficacidn estadistica.

RESULTADOS

Estudio retrospectivo de 54 pacientes con PCT (49
hombres, 5 mujeres). Periodo: 1978-2005. Edad media
49,74 (rango: 23-78). Las caracteristicas clinicas y demo-
gréificas se presentan como media + desviacidn estandar
y rango (Tabla I). Se llevé a cabo estudio del gen HFE en
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Tabla I. Caracteristicas clinicas y demograficas

Media Desviacion Méximo — Minimo
Estandar

Edad (arios) 49,9 11,79 78 23
ALT (U/) 74,2 116 793 24
AST (U/l) 57 40 224 19
GGT (U 84,4 276 1943 20
Fe (ug/d) 142 47 270 46
SatTransferrina (%) 84,32% 21,32% 95,5% 12,4%
Ferritina (ng/dl) 632,6 586,9 2651 19
Porfirinas (ug/24 h) 7439 823,26 3759 104
Uroporfirinas (ug/24 h) 401,64 730,96 3547 61,6
Coproporfirinas (ug/24 h) 259,15 252,87 1167,6 15

los 54 pacientes: treinta y cuatro presentaron algin tipo
de mutacidén (62,96%) y 20 ninguna (37,04%), similar al
grupo control (62,93%), por lo que no se obtuvieron dife-
rencias estadisticamente significativas (Tabla II). Seis te-
nian la mutaciéon C282Y, en forma heterocigota (2
C282Y/wty 4 C282Y/H63D), con una frecuencia alélica
del 5,76%, frente al 5% de los controles. Entre estos pa-
cientes, 3 (50%) estaban también infectados por el VHC.
Treinta y un pacientes presentaron la mutacién H63D.
Seis homocigotos, 4 C282Y/H63D y 21 H63D/wt. La
frecuencia alélica de H63D se encontr6 aumentada
(34,25%) pero sin alcanzar significacidn estadistica res-
pecto a controles (29,31%). Al estudiar si la presencia de
la mutacidn en heterocigosis podria presentar diferencias
con controles nos encontramos que ambos grupos presen-
taron idéntica prevalencia (38,8%). Doce pacientes esta-
ban infectados por el VHC. Sélo un paciente presentd la
mutaciéon S65C en heterocigosis, siendo menor que en
controles (0,9 vs. 3%). Se estudiaron otros factores de
riesgo como asociacion con VHC, VHB, ingesta alcohd-
lica > 60 g etanol/dia, estrégenos, etc. (Tabla III); destacé

Tabla Il. Porcentaje de mutaciones de HFE en PCT vs.

controles
Mutacién Mutacion Heterocigosis
Q82y H63D
PCT 5,76% 34,25% 38,8%
Control 5% 29.31% 38,8%
p > 0,05 >0,05 > 0,05

Tabla Ill. Distribucion de factores de riesgo en pacientes

con PCT
Factor de riesgo Porcentaje pacientes
Asociacion VHC 35,18
Infeccion por VHB 7.4
Consumo alcohol (> 60 g/dia) 55,55
Estrogenos 1,85
Otros: VIH, insecticidas 0

REV Esp ENFERM DIG (Madrid)

la asociacién de la PCT con la infeccién por el VHC con
el 35% (19 pacientes RNA-VHC positivos) y un 55% de
bebedores importantes (> 60 g etanol/dia). La frecuencia
de portadores del VHC en la poblacién general de Gui-
puzcoa es del 2,85% y del 0,5% entre los donantes de
sangre (9).

También estudiamos la relacién entre los diferentes
factores de riesgo para valorar si se potencian entre si
(Tabla IV). De los 34 con mutaciones en el gen HFE
(C282Y,H63D, S65D), 13 estaban ademds infectados por
el VHC (35%) y de los 30 consumidores de mds de 60 g
etanol/dia (55,5%), 19 presentaron mutaciones (63,3%).
Los marcadores de infeccion por el VIH fueron negativos
en todos los casos. S6lo una de las 5 mujeres estaba sien-
do tratada con estrégenos (sin otros factores de riesgo
anadidos). El 7,4% de los pacientes (4/54) estaba infecta-
do por el VHB, confirmandose mediante DNA-VHB. La
prevalencia de anti HBc positivos fue del 20,37%. No en-
contramos ningln paciente expuesto a insecticidas.

Tabla IV. Genotipos HFE, VHC y otros factores de riesgo en
pacientes PCT

Mutaciones e ViM RNA VHC+  Alcohol  Estrégenos
HFE > 60 g/dia
C282Y/C282Y

C282YMWT 2 2/0 1 1

C282Y/H63D 4 4/0 2 3

H63D/H63D 6 472 2 2 1
H63D/WT 21 201 8 12

S65C/WT 1 1/0 1

WT/WT 20 1812 6 11

En los 43 pacientes en los que se determind indice de
saturacion de transferrina, esta fue mayor del 45% en 23
(53.4%). De los 23, 15 presentaron diferentes mutaciones
(C282Y/H63D 2, H63D homocigosis 3, H63D heteroci-
gosis 9 y S65C heterocigosis 1). En los 51 pacientes en
los que se dispuso de ferritina pre-tratamiento (normal
10-291 ug/dl mujer/22-322 hombre), 41 tuvieron concen-
traciones elevadas (80,38%).

En 14 pacientes se llevé a cabo biopsia hepatica, obte-
niéndose 4 casos de pre-cirrosis/cirrosis y 10 de lesion leve-
moderada (fibrosis grado 1-2, sistema Scheuer); Perls con
siderosis III/IV en 4 casos y O-II/IV en el resto; la CHH se
determiné en 6 casos (media 4081,16; rango 2016-5938
ug/g), el indice de hierro hepdtico fue 1,23 de media (rango
0,69-1,86); esteatosis leve-moderada en 5 casos. En todos
se obtuvo fluorescencia roja con luz ultravioleta.

DISCUSION
Existe una importante variedad geogréfica en la preva-

lencia de la infeccién por el VHC en pacientes con PCT,
con elevadas tasas en paises mediterrdneos y Sudamérica

REV Esp ENFERM DIG 2008; 100 (12): 774-778
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(70-90%) (4,10-12), baja o intermedia (0-44%) en Euro-
pa Central y del Norte y en Australia (13-17). En Nortea-
mérica, encontraron su asociacioén con el VHC en el 56%
de los pacientes (18). Recientemente, Gisbert y cols. (3)
realizaron una revision sistemdtica y meta-andlisis de los
diferentes trabajos que estudian esta asociacion, conclu-
yendo que la prevalencia aproximada de VHC en pacien-
tes con PCT es del 50%, mucho mayor que la publicada
en la poblacién general, lo que sugiere un posible papel
etiopatogénico del virus C en la PCT. Las importantes va-
riaciones geogréficas sugieren que factores genéticos o
ambientales deben de jugar también un papel en esta en-
fermedad.

En nuestra serie el 35% de los pacientes estuvieron in-
fectados por el VHC, siendo esta cifra claramente supe-
rior a la publicada en la poblacién guipuzcoana en pobla-
cién general (2,8%) o en donantes de sangre (0,5%), y
similar a la encontrada en paises como Francia, si bien
algo inferior a la de otras series publicadas en Espafia
(40-80%) (19,20).

El 74% de los pacientes presentaron infeccion activa
por VHB. En Guiptizcoa la prevalencia de portadoras en
embarazadas era del 0,43% en 1991 (21), por lo que pare-
ce claro que el VHB puede jugar también un papel como
factor de riesgo desencadenante.

En cuanto al abuso de alcohol, considerando como be-
bedores importantes a aquellos con un consumo diario de
mads de 60 g de etanol, hemos encontrado una asociacién
del 55,55%, por lo que parece que el etilismo crénico
constituye un claro factor exdgeno que influye en el desa-
rrollo de la PCT. Es conocido que el alcohol actda sinér-
gicamente con el VHC en la patogénesis de la lesion he-
patica, produciendo estrés oxidativo en los hepatocitos
(22). También se ha sugerido que el VHC podria incre-
mentar la captacién de hierro en los pacientes con PCT,
actuando sinérgicamente con las mutaciones HFE, aun-
que sea una tnica mutacién (17,23). El mecanismo por el
que el alcohol incrementa el desarrollo y la gravedad de
la PCT es desconocido (1). Se piensa que el efecto del
etanol para producir un fenotipo de PCT estaria mediado
por los efectos del alcohol en el metabolismo férrico,
aumentando el hierro intrahepatocitario especificamente
(24).

En los pacientes con PCT, la presencia de mutaciones
del gen HFE estd reconocida como la causa principal en
el aumento del hierro intrahepético, con el alcohol jugan-
do un papel secundario (1). Investigadores de Gran Bre-
tafia reportaron un 44% de pacientes frente a un 11% en
controles para la mutacién C282Y (25). La mutacién
H63D fue aproximadamente del 15% en ambos grupos.
También se ha visto una alta frecuencia de homocigosis
C282Y en PCT (17%). Bonkovsky y cols. (18) encontra-
ron en Norteamérica que el 73% de los pacientes con
PCT tenian una o mds mutaciones en el gen HFE (23%
heterocigotos, 19% homocigotos C282Y; para H63D
23% heterocigotos y 8% homocigotos). Se han publicado
hallazgos similares por otros autores (16,26-28). En con-
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traste Sampietro y cols. (29) estudiaron pacientes del nor-
te de Italia y obtuvieron una asociacidn significativa en-
tre PCT y la presencia de H63D (50 vs. 24% controles) y
no encontraron asociacién con C282Y. No existi6 una co-
rrelacion positiva entre H63D y el estado férrico de los
pacientes (variables séricas o histopatoldgicas). Es por
ello que especularon con la posibilidad de que la presen-
cia de la mutacién H63D causara una sutil anomalia del
metabolismo férrico que podria interactuar con el VHC o
con el alcohol, provocando la inhibicién final de la enzi-
ma uroporfirinogeno descarboxilasa.

Diferentes estudios han investigado la relacién entre la
PCT, el hierro y las mutaciones HFE. La relacién entre
mutaciones HFE con los indices séricos férricos, la con-
centracion férrica hepdtica y la fibrosis varia de unos tra-
bajos a otros (2,4,16,18,25,26,28,30,31). En nuestra serie
el 80% de los pacientes presentaron elevacién de ferriti-
na.

En Espafia, Gonzélez-Hevilla y cols. (32) comproba-
ron que la PCT esporddica no tiene una asociacion signi-
ficativa con H63D, si bien la mutacion es mas frecuente
que en controles; sin embargo la mutacién C282Y/H63D
si parece ser un riesgo significativo para el desarrollo de
PCT. Las frecuencias alélicas de C282Y (y no de H63D)
mostraron una asociacién significativa. Mds reciente-
mente, Toll y cols. (33) investigan el papel de las muta-
ciones C282Y y H63D y del VHC en Barcelona, obser-
vando que hay una elevada frecuencia de C282Y en
pacientes con PCT y su relacién con la sobrecarga férri-
ca. La mutacién C282Y tiene un papel relevante en la
PCT no asociada a VHC, mientras que la mutacién H63D
no estd aumentada en pacientes con PCT. Cruz-Rojo y
cols. (34), en una serie de 116 pacientes con PCT, deter-
minaron que la ingesta importante de alcohol era en su
medio el principal factor de riesgo para el desarrollo de
PCT. Encontraron la mutacién H63D como la mds fre-
cuente, pero ambas mutaciones C282Y y H63D parecen
jugar un papel como factores precipitantes en la PCT es-
poradica cuando se asocian con el VHC y un abuso de al-
cohol.

La distribucién de los factores predisponentes a la
PCT tiene relevantes diferencias geograficas. Parece cla-
ro que la mutaciéon C282Y es mds frecuente en casos de
origen celta o vikingo, disminuyendo la prevalencia de
esta mutacion en los paises del sur de Europa (1,7,8,35).
La distribucién de las mutaciones es muy similar a la que
tiene lugar en la hemocromatosis genética, con un predo-
minio de C282Y en los paises nérdicos y una relativa im-
portancia de H63D en las dreas mediterrdneas (30). El
VHC es mds frecuente en paises mediterrdneos y el alco-
holismo en los paises nérdicos (2).

En nuestra serie, la frecuencia de mutaciones entre los
pacientes con PCT fue similar a la del grupo control. No
encontramos diferencias significativas entre ambos gru-
pos para las diferentes mutaciones, si bien existia una
mayor frecuencia alélica de H63D en el grupo PCT. La
elevada frecuencia de la mutacién H63D en poblacién
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general vasca podria explicar este fendmeno (7). Tam-
bién es conocida la menor presencia de la mutacidn
C282Y en pacientes con HH y origen vasco (7,35); la fre-
cuencia alélica de C282Y fue pricticamente igual para
ambos grupos en nuestro estudio (5,7 vs. 5%).

Por ello concluimos que las mutaciones C282Y y

H63D no juegan un papel relevante en los pacientes con
PCT de Guiptizcoa. Los factores externos como el eleva-
do consumo de alcohol y la infeccién por el VHC pare-
cen jugar un papel fundamental en el desarrollo de la
PCT en nuestra poblacion.
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