
INTRODUCCIÓN

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el cuarto cáncer
más frecuente en el mundo, con una incidencia de 3 a 80
casos por 100.000 habitantes/año (1) que está en aumen-
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RESUMEN

Objetivo: comprobar si las mutaciones del gen HFE, que pue-
den inducir sobrecarga hepática de hierro, guardan relación con
el riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular (CHC) en sujetos
predispuestos a sufrir este tumor.

Material y métodos: se han incluido 196 pacientes (161 va-
rones) diagnosticados de CHC. Ninguno estaba diagnosticado de
hemocromatosis. El grupo control estaba constituido por 181 su-
jetos sanos. Todos los sujetos eran españoles de raza blanca.

Las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE se identificaron
mediante reacción en cadena de polimerasa (PCR) sobre ADN ge-
nómico leucocitario utilizando enzimas de restricción específicas.

Resultados (casos/controles): 1. Distribución genotípica:
a) mutación C282Y: 1/0 homocigotos, 12/23 heterocigotos,
183/158 normales (p = 0,07, n.s.); y b) mutación H63D: 9/5
homocigotos, 85/52 heterocigotos, 102/124 normales (odds ra-
tio 2,00, IC95% 1,29-3,12, p = 0,002). Cuatro casos y seis con-
troles eran heterocigotos compuestos. 2. Frecuencias alélicas: a)
mutación C282Y: normales 378/339, mutados 14/23 (p =
0,11, n.s.); b) mutación H63D: normales 289/300; mutados
103/62 (odds ratio 1,72, IC95% 1,19-2,50, p = 0,004). No se
observaron diferencias en relación con el sexo, la edad o la etiolo-
gía (VHC, VHB, etílica o mixta) de la hepatopatía previa.

Conclusiones: la mutación C282Y no guarda relación con el
riesgo de desarrollar CHC en sujetos sin hemocromatosis conoci-
da. La posesión de la mutación H63D se asocia con un riesgo au-
mentado de desarrollar CHC independientemente de la etiología
de la hepatopatía crónica subyacente. 

Palabras clave: Gen HFE. C282Y. H63D. Carcinoma hepato-
celular. Etanol. Virus de hepatitis B. Virus de hepatitis C.

ABSTRACT

Aim: to disclose whether mutations in the HFE gene inducing
liver iron overload are related to the risk of hepatocellular carcino-
ma (HCC) in otherwise predisposed patients.

Patients and methods: one hundred and ninety-six patients
(161 males) diagnosed with HCC and 181 healthy controls were
included in the study. All subjects were white Spaniards.

C282Y and H63D mutations in the HFE gene were identified
in leucocyte genomic DNA using a polymerase chain reaction
(PCR) and specific restriction enzymes.

Results (cases/controls): 1. Genotype distribution: a)
C282Y mutation: homozygotes 1/0, heterozygotes 12/23, wild
type 183/158 (p = 0.07, non significant); b) H63D mutation: ho-
mozygotes 9/5, heterozygotes 85/52, wild type 102/124 (0dds
ratio 2.00, 95% C.I. 1.29-3.12, p = 0.002. Four cases and 6
controls were carriers of heterozygous mixed genotypes. 2. Allele
frequencies: a) C282Y mutation: wild type allele 378/339, mu-
tated allele 14/23 (p = 0.11, non significant); b) H63D mutation:
wild type allele 289/300, mutated allele 103/62 (0dds ratio
1.72, 95% C.I. 1.19-2.50, p = 0.004). Age at diagnosis, gender
and etiology of the underlying liver disease do not influence these
findings.

Conclusion: the C282Y mutation in the HFE gene is not re-
lated to the risk of HCC in non-hemochromatosis patients. The
H63D mutation is associated with a higher risk of HCC in cirrho-
tic patients irrespective of their underlying liver disease.

Key words: HFE gene. C282Y mutation. H63D mutation. He-
patocellular carcinoma. Hepatitis B. Hepatitis C. Ethanol abuse.
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to (2), aunque con grandes variaciones geográficas (3).
Ocupa el tercer lugar en las muertes por cáncer (4). Más
del 80% de los casos aparecen sobre hígados cirróticos (5)
proporción que en España se eleva al 90% (6). El riesgo
varía con la etiología de la cirrosis y es máximo en la se-
cundaria a hemocromatosis (7,8), aunque probablemente
menor de lo que se pensaba anteriormente (9). En Europa
el factor de riesgo más importante es la cirrosis por el virus
de la hepatitis C (VHC), solo o asociado a abuso de etanol
(10,11). En nuestro centro, el 68% de los CHC asientan so-
bre cirrosis por VHC (12).

La identificación por Feder y cols. (13) del gen de la
hemocromatosis (HFE) y de la mutación Cys282Tyr ha
permitido establecer la base genética de la mayoría de los
casos de hemocromatosis hereditaria en sujetos de raza
blanca de estirpe anglo-céltica (14), aunque en los países
europeos de la cuenca mediterránea la prevalencia de la
homocigosidad para la mutación C282Y en pacientes con
hemocromatosis genética es sólo del 64% (15). Además,
sólo el 50% de los homocigotos para la mutación C282Y
desarrollan fenotípicamente hemocromatosis y otro 25%
tienen sobrecarga de hierro sin repercusión clínica (16),
por lo que deben de existir otros factores que modulen la
patogenicidad de esta mutación. Uno de ellos es una se-
gunda mutación del gen HFE, denominada H63D, cuya
coincidencia en heterocigosis mixta con la mutación
C282Y puede inducir un síndrome clínico indiferenciable
del que desarrollan los homocigotos C282Y (17).

Las mutaciones del gen HFE pueden ser un cofactor
que agrave otras enfermedades crónicas del hígado (18).
Existen estudios sobre la posible relación de las mutacio-
nes del gen HFE con el riesgo y la evolución de diferen-
tes enfermedades hepáticas, como la infección crónica
por VHC (19-22), la hepatopatía alcohólica (23,24), la
porfiria cutánea tarda (25) o la esteatohepatitis no alcohó-
lica (26-28), con resultados controvertidos. La justifica-
ción que se esgrime para la práctica de estos estudios se
basa en la presunta sobrecarga férrica inducida por la po-
sesión de alguna mutación del gen HFE, capaz de inducir
daño hepático al aumentar el estrés oxidativo (29). En el
caso específico del CHC, que es el objeto de este estudio,
la sobrecarga hepática de hierro podría ser carcinógena a
través del estímulo directo de la proliferación celular (30)
y de la inducción de daño en el ADN, especialmente de
mutaciones en el gen p53 (31,32), pero además, de forma
indirecta, por el ya citado incremento del estrés oxidativo
que induciría peroxidación de los lípidos de las membra-
nas, daño del ADN por formación de adducts y estímulo
de la células estrelladas con la consiguiente aceleración
de la fibrogénesis (29,33). 

Está demostrado que los genotipos C282Y/C282Y y
C282Y/H63D se asocian generalmente a un cierto grado
de sobrecarga férrica, aunque con menor frecuencia a un
fenotipo hemocromatósico (16,17). Un reciente estudio
sobre una amplia casuística ha comprobado que la pose-
sión de cualquier mutación del gen HFE incrementa los
índices de hierro hepático en pacientes con infección cró-

nica por el VHC (34), lo que refrenda los hallazgos co-
municados previamente sobre series más cortas o basa-
dos únicamente en determinaciones de parámetros férri-
cos en sangre (35-41). Sin embargo, la repercusión de la
mutación H63D, tanto en homo- como en heterocigosis,
sobre el depósito de hierro en el organismo es controver-
tida y diversos grupos no han encontrado asociación en-
tre esta mutación y el contenido hepático de hierro (42-
45). Es destacable que la mutación H67D del ratón,
equivalente a la H63D humana, favorece el acúmulo he-
pático de hierro (46).

El gen HFE codifica la síntesis de una molécula de
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), cuyo surco de fijación de péptidos es demasiado
estrecho para permitir la presentación de antígenos (47),
pero las mutaciones del gen guardan relación con altera-
ciones funcionales de las moléculas clásicas de clase I del
MHC, lo que indica que el gen HFE puede intervenir en
la respuesta inmune (48), que es un elemento protagonis-
ta en la evolución de las hepatopatías crónicas sobre las
que se insertan la mayor parte de los casos de CHC. 

Este estudio se ha realizado para investigar la posible
relación entre las mutaciones C282Y y H63D del gen
HFE y el riesgo de desarrollar CHC en pacientes españo-
les diagnosticados de este tumor y su posible asociación
con otros factores etiológicos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se han incluido 196 enfermos consecutivos (161 varo-
nes, edad media 66,1 años, D.E. 9,7, intervalo 29-88), de
raza blanca y nacionalidad española, diagnosticados de
CHC en el Servicio de Aparato Digestivo del Hospital
Clínico San Carlos desde enero de 1994 hasta septiembre
de 2003. El diagnóstico de CHC se basó en los resultados
de la anatomía patológica o en una concentración de alfa
fetoproteína > 399 ng/dl en presencia de una masa hepáti-
ca identificada en un estudio de imagen. La tabla I mues-
tra las características demográficas y epidemiológicas de
los pacientes. Todos los enfermos dieron su consenti-
miento para la obtención de la muestra sanguínea tras ser
debidamente informados sobre la naturaleza del estudio.

El grupo control está constituido por 181 sujetos pre-
suntamente sanos, donantes de sangre, que autorizaron la
toma de la muestra sanguínea. Sólo se eliminaron aque-
llos cuya donación fuera descartada por cualquier motivo
y los que guardaran parentesco con otro sujeto control.
La reserva sobre los datos de estos sujetos es absoluta,
por lo que no se conoce su sexo ni su edad, aunque no se
seleccionaron muestras de personas de raza no blanca o
nacionalidad no española.

El ADN se obtuvo de leucocitos de sangre periférica
mediante un procedimiento de extracción estándar (49).
El análisis del gen HFE se llevó a cabo mediante PCR
(reacción en cadena de la polimerasa) del ADN genómi-
co, amplificando la región del gen portadora de cada mu-
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tación, empleando para ello oligonucleótidos previamen-
te descritos (13,50).

El producto amplificado, portador del codón 282, fue
un fragmento de 387 pares de bases (pb), el cual fue dige-
rido con la enzima de restricción Rsa I con una diana
GT↓AC localizada en el alelo mutado. En el caso de la
mutación H63D, el fragmento amplificado de 208 pb fue
digerido con la enzima de restricción Dpn II, cuya diana
(↓GATC) está localizada en el alelo normal.

El análisis estadístico se realizó aplicando tests para
variables continuas independientes (test t de Student o U
de Mann-Whitney, según procediera), y el criterio Chi
cuadrado (Mantel-Haenszel) para variables categóricas,
calculando el valor de odds ratio y el intervalo de con-
fianza al 95% en variables dicotómicas, aplicando ade-
más la Chi al cuadrado de tendencia lineal cuando era

pertinente (valoración de efecto dosis-gen) y la correc-
ción de Bonferroni en comparaciones múltiples. La posi-
ble influencia de otros factores de riesgo (edad, sexo,
etiología) se analizó mediante tablas de contingencia, ya
que al no haber un grupo control equiparable para estas
variables, no es posible realizar un análisis multivariante.
La hipótesis nula se descartó cuando p < 0,05 o cuando el
intervalo de confianza no incluía la unidad. Se emplearon
los paquetes informáticos EpiInfo 2000, de los Center for
Disease Control & Prevention (Atlanta) y SPSS 11.5.

RESULTADOS

La distribución de los genotipos HFE se muestra en la
tabla II, y la frecuencia alélica de las mutaciones en la ta-
bla III. Un paciente, que no estaba diagnosticado de he-
mocromatosis, era homocigoto para la mutación C282Y.
La frecuencia alélica y la proporción de heterocigotos
simples C282Y eran bajas en ambos grupos y no mues-
tran diferencias significativas. Cuatro pacientes y seis
controles eran heterocigotos mixtos C282Y/H63D. De
los 13 casos portadores de la mutación C282Y, cuatro
eran anti-VHC positivos, tres bebedores excesivos de eta-
nol y en seis coincidían ambos factores.

En el grupo de casos hay un exceso significativo de
portadores de la mutación H63D (48,0 vs. 31,5%) (Tabla
II) y de la frecuencia alélica de esta mutación (0,263 vs.
0,171) (Tabla III). Esta diferencia se mantiene al eliminar
del análisis a los 13 casos y 23 controles portadores de la
mutación C282Y, apreciándose un posible efecto dosis-
gen mediante el test de tendencia lineal (Tabla II, colum-
na derecha).
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Tabla I. Características de los 196 pacientes

Sexo (varones/mujeres): 161/35
Edad media: 66,1 años, DE 9,7 (intervalo: 29-88)
Diagnóstico:
Masa(s) hepática(s) y al menos uno de los siguientes: 
Confirmación anatomopatológica: 122 casos
Alfa-feto proteína > 399 ng/dl: 113 casos
Ambos criterios: 41 casos

Consumo de etanol excesivo (> 50 g/día): 93 casos (91 varones). 
HbsAg positivo/negativo/desconocido: 12/171/13*
Anti HBc positivo/negativo/desconocido: 71/114/11**
Anti VHC positivo/negativo/desconocido: 128/61/7***
*: En estos 13 casos anti-HBc negativo en 2 casos y desconocido en 11 casos;
VHC positivo en 6 casos, negativo en 3 y desconocido en 4; **: 6 de estos 11 ca-
sos tenían anti-VHC +; ***: 2 de estos 7 casos tenían algún marcador de VHB
positivo. Quince sujetos eran HbsAg, antiHBc y anti-VHC negativos y no habían
consumido alcohol.

Tabla II. Distribución de los genotipos HFE en casos y controles

Mutación Grupo Sin Portadores Estadística
HFE mutaciones Homocigotos/heterocigotos Total serie Sujetos sin C282Y

(%) compuestos/heterocigotos (estudio mutación H63D)
simples

C282Y Casos 183 (93,4) 13 (1/4/8) Odds ratio = 0,49 Genotipo H63D Casos (183) Controles (158)
Controles 158 (87,3) 23 (0/6/17) IC95% = 0,23-1,05 Wild type 93 107

Chi2 = 3,35 Heterocigoto 81 46
p = 0,07 Homocigoto 9 5

H63D Casos 102 (52) 94 (9/4/81) Odds ratio = 2 Odds ratio (portadores vs. wild-type) = 2,03
Controles 124 (68,5) 57 (5/6/46) IC95% = 1,29-3,12 IC95% = 1,25-3,28

Chi2 = 9,95 Chi2 = 8,63, p = 0,004
p = 0,002 Chi2 de tendencia lineal = 8,91; p = 0,003

Tabla III. Frecuencia alélica en casos y controles

Alelo HFE Grupo Normal Mutado Estadística
(frecuencia) (frecuencia) Odds ratio IC95% Chi2 p

C282Y Casos 378 (0,964) 14 (0,036) 0,55 0,26-1,13 2,55 0,11
Controles 339 (0,937) 23 (0,063)

H63D Casos 289 (0,737) 103 (0,263) 1,72 1,19-2,50 8,69 0,004
Controles 300 (0,83) 62 (0,17)
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Doce enfermos (11 varones) eran HbsAg positivos.
Ninguno de ellos era portador de la mutación C282Y,
pero 10 eran portadores de la mutación H63D (9 hetero-
cigotos y 1 homocigoto). Este exceso alcanza significa-
ción estadística (Chi al cuadrado 6,597, p = 0,01). En 6
de estos 12 pacientes coincidían otros factores de riesgo
(infección por VHC en 2 casos, abuso de etanol en 2 ca-
sos, ambos en 2 casos). 

No se encontraron variaciones significativas en la fre-
cuencia de las mutaciones del gen HFE en relación con el
sexo, la edad al diagnóstico, la positividad o negatividad
para antiVHC y antiHBc y el consumo excesivo de eta-
nol. 

DISCUSIÓN

En este estudio hemos detectado un exceso de portado-
res de la mutación H63D del gen HFE en pacientes con
CHC en comparación con un grupo de controles sanos de
la misma nacionalidad y origen étnico, reclutados en la
ciudad de Madrid. La prevalencia de la mutación H63D
en el grupo control (frecuencia alélica 0,171) es ligera-
mente inferior a la detectada en otro grupo de controles
de la misma nacionalidad y raza, aunque de una zona
geográfica diferente (Cataluña); los autores de este estu-
dio (51) señalan que en sus controles se detecta una de las
frecuencias más elevadas del alelo H63D comunicadas
en la literatura. En un estudio realizado por nuestro grupo
en sangre de cordón umbilical de 298 neonatos hijos de
españoles de raza blanca nacidos en Madrid, las frecuen-
cias alélicas fueron respectivamente de 0,018 para la mu-
tación C282Y y de 0,191 para la mutación H63D (52). Si
hubiéramos utilizado este grupo como control, se man-
tendría la significación estadística de las diferencias de-
tectadas en los porcentajes de portadores de la mutación
H63D (p = 0,006) y en la frecuencia alélica de esta muta-
ción (p = 0,017). Además, estos datos son muy similares
a los detectados por otros grupos en el área mediterránea
europea occidental (53).

La mutación C282Y del gen HFE está presente en
13 casos y 23 controles, con una frecuencia alélica de
0,036 y 0,063, respectivamente (Tabla III). Estos datos
confirman la baja prevalencia de esta mutación en la po-
blación española ya señalada por otros autores (51). Aun-
que esta diferencia no es significativa, apunta en sentido
contrario al que cabría esperar si la posible relación de
riesgo de esta mutación con el CHC se debiera a que in-
duce sobrecarga de hierro (54), algo indudable cuando
aparece en homocigosis (51) pero también comprobado,
aunque en grado mucho menor, cuando está en heteroci-
gosis (34). No hemos podido valorar el contenido hepáti-
co de hierro de nuestros pacientes, ya que la mayor parte
de los diagnósticos histológicos se alcanzaron mediante
estudio de citología obtenida con punción aspirativa con
aguja fina y la ferritinemia no refleja el contenido corpo-
ral de hierro en pacientes cirróticos con CHC. En un estu-

dio en 35 pacientes con CHC desarrollado sobre hígado
no cirrótico se detectó sobrecarga de hierro en el parén-
quima hepático en 19 de ellos, de los cuales 7 eran porta-
dores C282Y, mientras que los 16 pacientes sin sobrecar-
ga férrica no tenían ninguna mutación del gen HFE (55).
En la revisión bibliográfica efectuada algunos trabajos
detectan un exceso de mutación C282Y; especial interés
tiene el estudio de Lauret y cols. (56) realizado en Espa-
ña, que detectaron un exceso significativo de heterocigo-
tos C282Y en 43 pacientes con CHC sobre cirrosis alco-
hólica (20,9%) en comparación con 136 sujetos con
cirrosis alcohólica sin tumor añadido (4,4%), pero no en
34 pacientes con CHC sobre cirrosis por VHC. Haller-
brand y cols. (57), en un grupo de 137 enfermos con
CHC, no identificaron ningún homocigoto C282Y, pero
detectaron una proporción significativamente mayor de
heterocigotos (12,4%) en comparación con enfermos ci-
rróticos sin CHC (3,7%, p = 0,020) y con sujetos sanos
(4,8%, p = 0,031). Fargion y cols. (58) detectaron un ex-
ceso de la mutación C282Y en 81 pacientes con CHC
frente a controles (8,6 vs. 1,6%, p < 0,03), sugiriendo que
la posesión de esta mutación puede incrementar el riesgo
inherente a la cirrosis etílica o por VHC, pero la frecuen-
cia alélica de la mutación en sus controles es más baja
que en otra serie (53) estudiada en el mismo país (3,2%).
Francazani y cols. (59) y Shi y cols. (60) encontraron una
inequívoca relación entre el riesgo de padecer hepatoma
y el estado de portador de la mutación C282Y sólo en
aquellos enfermos con hepatitis crónica B y de sexo mas-
culino. Otros estudios confirman la relación de la muta-
ción C282Y con el riesgo de CHC sólo cuando está en
homocigosis (61,62), u ofrecen resultados negativos (63-
65). Beckman y cols. (66) han identificado una relación
significativa de riesgo cuando coinciden la mutación
C282Y del gen HFE y el genotipo Ser/Ser en posición
142 del gen del receptor de transferrina, aunque no si
aparecen por separado. Aunque estos autores no comen-
tan el hecho, destaca que el 22% de estos pacientes eran
portadores de la mutación C282Y. 

En este estudio hemos detectado un exceso significati-
vo de portadores la mutación H63D que no había sido se-
ñalado antes en la literatura. Esta diferencia es máxima
en portadores de HbsAg, pero afecta a todos los grupos
etiológicos y es independiente de variables como la edad
y el sexo. Tan sólo dos estudios (64,66) han detectado un
exceso cuantitativamente menor y que no alcanza signifi-
cación estadística debido al pequeño tamaño muestral.

Es difícil relacionar el riesgo asociado con la posesión
de la mutación H63D con una hipotética sobrecarga férri-
ca, que si bien puede existir, como se ha señalado ante-
riormente, es mucho menor que la que puede asociarse a
la mutación C282Y. Una explicación alternativa se basa-
ría en la adscripción del gen HFE a las moléculas de cla-
se I del complejo mayor de histocompatibilidad y en el
posible desequilibrio de ligamiento entre la mutación
H63D y el haplotipo HLA-A29-B44 (48), pero por el mo-
mento la posible interacción entre las mutaciones del gen
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HFE y la función inmune sólo se ha empezado a analizar
en lo tocante a la mutación C282Y (67). 

Puede conjeturarse que las mutaciones del gen HFE
facilitan la progresión hacia la cirrosis que precede habi-
tualmente a la aparición de CHC, en lugar o además de
ejercer un efecto oncogénico directo. En un estudio pre-
vio no hemos detectado diferencias en la gravedad histo-
lógica de la hepatitis crónica C relacionadas con el geno-
tipo HFE (22), aunque Geier y cols. (68) sí encontraron
una mayor afectación en los enfermos portadores de cual-
quiera de las dos mutaciones. En lo relativo a la hepato-
patía alcohólica, hemos detectado una mayor prevalencia
de la mutación H63D en sujetos con cirrosis de esta etio-
logía con respecto a la población general (23).

Nuestro estudio, basado en una amplia casuística, su-
giere que la posesión de la mutación H63D es un factor
de riesgo para el desarrollo de CHC en sujetos con facto-
res predisponentes, especialmente cirrosis hepática debi-
da a infección crónica por VHC y/o a abuso de etanol e
infección crónica por VHB. Se necesitan más estudios
sobre las funciones del gen HFE y las repercusiones que
la mutación H63D puede tener sobre ellas para poder es-
clarecer el fundamento fisiopatológico de esta asocia-
ción.
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