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Utilidad clinica de la prueba

La hemocromatosis (HC) es un trastorno genético autosémico que afecta los genes
relacionados con el metabolismo del hierro. En consecuencia, las anomalias heredi-
tarias de las proteinas implicadas en el transporte y la regulacion del hierro, pueden
conducir a su absorcidn excesiva en el tracto gastrointestinal y llevar a una sobrecar-
ga progresiva que puede ocasionar complicaciones sistémicas de elevada morbi-
lidad y mortalidad. Avances recientes en el conocimiento de la fisiopatologia y las
bases moleculares del metabolismo del hierro, han determinado que la HC es cau-
sada por mutaciones en al menos cinco genes diferentes, siendo el gen HFE el factor
genético mas relevante asociado a la HC, dadas sus funciones relacionadas con la
modulacién de la expresién de la hepcidina, la hormona primaria en la regulacién
de la absorcién del hierro. La mayoria de los pacientes con HC portan genotipos mu-
tantes en HFE, siendo hasta un 95 % de los casos asociados a la mutacién homocigota
para p.C282Y,y una menor proporcién asociados al genotipo heterocigoto compues-
to p.C282Y/p.H63D. La mutacidn p.S65C presenta una significancia clinica poco clara
en los casos de HC, y en consecuencia, su implementacién en la practica clinica y en
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el diagnéstico rutinario es controversial.
Ademas del gen HFE, las mutaciones en
los genes que codifican la hemojuvelina
(HJV), la hepcidina (HAMP) y el receptor
delatransferrina 2 (TFR2), también se han
asociado en menor frecuencia con altera-
ciones en la regulacion de la homeostasis
del hierro y el desarrollo de HC[1,2].

Si bien la hemocromatosis suele estar
principalmente relacionada con mu-
taciones en el gen HFE (cromosoma
6p21.3), este trastorno tiene una fisio-
patologia comun, y una expresién clini-
ca y fenotipica variable, que depende
de diversos factores [3]. Para su diag-
ndstico y seguimiento adecuado es
necesario tener en cuenta elementos
clinicos, bioquimicos y moleculares.
La elevacién de la ferritina sérica sin
explicaciéon alternativa, acompafada
de elevacién en la saturacién de la
transferrina, llevan a la sospecha de la
enfermedad y orientan a la realizacién
del tamizaje genético del gen HFE para
complementar el diagnéstico. Asi pues,
la genotipificacion de mutaciones en
HFE estéa indicada en personas con ha-
llazgos clinicos sugestivos de HC y con
historia familiar de la enfermedad en
primer grado de consanguinidad [4].

Fundamento de la técnica

A la fecha, se han descrito una gran
variedad de métodos y estrategias
moleculares para la tipificacién de mu-
taciones en el gen HFE. Entre estas, las
metodologias més utilizadas se basan
en la reaccién en cadena de la polime-
rasa en tiempo real (QPCR) (41 %), la
PCR acoplada a la digestién con enzi-
mas de restriccion o PCR-RFLP (16 %),
la PCR acoplada a la deteccién por hi-
bridacidn en fase reversa, el secuencia-
miento directo del gen HFE con previa
amplificacién por PCR, y el secuencia-
miento capilar tipo Sanger (11 %) [4].
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Debido a la utilidad y facil implementa-
ciéon en el laboratorio, la PCR es la he-
rramienta mas frecuentemente utiliza-
da para complementar el diagndstico
de la HC. A continuacidn, se describe
la PCR en tiempo real cualitativa (qPCR
HFE), que permite la discriminacién
alélica de las mutaciones p.C282Y vy
p.H63D asociadas con HC. La gPCR
HFE se basa en la utilizacion de oligo-
nucledtidos especificos para la amplifi-
cacién de los exones 2y 4 del gen HFE
ubicado en el cromosoma 6 (6p21.3).
En estos exones, y mediante sondas de
ADN fluorescentes marcadas con los
fluoréforos FAM y HEX, se realiza la de-
teccion y discriminacién alélica (alelos
de tipo salvaje [WT] y mutados [MUT])
simultanea de las mutaciones p.H63Dy
p.C282Y, permitiendo que en una sola
reaccion sea posible determinar el ge-
notipo de la muestra en estudio [5,6].

Muestra y almacenamiento

La muestra estandarizada para el ta-
mizaje de las mutaciones p.C282Y y
p.H63D es la sangre total obtenida por
venopuncién en tubo tapa lila (anticoa-
gulada con EDTA). Las muestras deben
ser transportadas y almacenadas en re-
frigeracion (2 °C a 8 °C) por un periodo
de tiempo no superior a 72 horas antes
de su procesamiento, con el fin de ga-
rantizar su estabilidad.

Procedimiento

La prueba utilizada para la deteccion
y genotipificacién de las mutaciones
p.C282Y y p.H63D se lleva a cabo en
tres pasos: 1) purificacion del ADN de
la muestra en estudio, incluido el ana-
lisis espectral y cuantificacién del ma-
terial genético purificado (ADN gené-
mico); 2) preparacién de la mezcla de
componentes para la reaccion de gPCR
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(master mix) y adiciéon de las muestras
de ADN purificado de cada paciente;
y 3) amplificacién del material genéti-
co de interés por qPCR, acoplado a la
deteccién por fluorescencia en tiempo
real, y anélisis e interpretacién de los
resultados. La purificacion del ADN se
realiza a partir de 200 pL de la muestra
de sangre total anticoagulada, la cual
es sometida a digestion usando deter-
gentes, la enzima proteinasa K, y con
incubacién posterior a temperaturas
entre 56 °C y 70 °C. Finalizado el pro-
ceso de purificacién por cromatografia
de adsorcién con columnas de gel de
silice, se obtiene una solucién acuosa
con el ADN gendmico. El procedimien-
to de purificacién se realiza con el kit
Qiamp DNA Mini kit (Qiagen, Alema-
nia), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La calidad del ADN es
evaluada mediante anélisis espectral
(relacion de absorcion A260 nm/A280
nmy A260 nm/A230 nm), y su cuantifi-
cacion se obtiene por absorcion de luz
a 260 nm (NanoDrop ONE-W, Thermo
Fisher Scientific).

A continuacién, el ADN purificado es
utilizado como muestra para la gPCR,
donde cada reaccién preparada co-
rresponderd a la mezcla de reactivos
para la amplificacién de regiones espe-
cificas de los exones 2 y 4 del gen HFE,
incluidos los oligonucleétidos y sondas
marcadas con fluoréforos (especificos
para cada variante alélica), las enzimas
ADN polimerasa y uracil-ADN glicosila-
sa, y un tampdn amortiguador con los
nucledtidos trifosfato (dNTPs). La am-
plificacién de los &cidos nucleicos se
lleva a cabo usando un termociclador
con mddulo dptico (CFX96, BioRad), y
los productos de amplificacién de cada
alelo (amplicones de ADN de cadena
doble) son detectados en tiempo real,
a través de la medicidn de la sefial de
fluorescencia emitida por los fluoréfo-
ros acoplados a las sondas. La qPCR
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HFE tarda en promedio unas 3 horas,
e incluye las reacciones con el ADN
purificado de cada paciente, y cuatro
reacciones adicionales como control
de la gPCR; tres de ellas correspon-
den a controles positivos (genotipos
heterocigoto, homocigoto mutante, y
homocigoto no mutado o de genotipo
salvaje [WT]), y un control negativo (re-
accién sin ADN) (tabla 1).

Interpretacion de los resultados

Al finalizar la amplificacién del mate-
rial genético de interés, los resultados
crudos (sefnales de fluorescencia) de
la gPCR son analizados utilizando el
software de discriminacion alélica del
CFX96 (BioRad), con parédmetros es-
pecificos que permiten la validacion
y reporte definitivo de los genotipos
detectados (figura1). La interpretacion
de los resultados involucra el anéli-
sis inicial de la amplificaciéon del ADN
para los controles positivos, el control
negativo, y las muestras de los pacien-
tes (tabla 1). La amplificacion esperada
del ADN en los controles positivos, asi
como la ausencia de sefiales de fluores-
cencia en el control negativo, permiten
garantizar la validez y confiabilidad de
los resultados obtenidos en la gPCR.

Ventajas y limitaciones
de la prueba

La qPCR HFE para HC tiene un limite de
deteccién de 0,5 ng de ADN/reaccion.
Los resultados de la amplificacién y dis-
criminacién alélica son obtenidos en
aproximadamente 5 horas, y los resul-
tados son emitidos por el laboratorio
en un periodo de 24 a 48 horas pos-
teriores a la venopuncién, siempre y
cuando la muestra sea procesada bajo
condiciones apropiadas y por personal
debidamente entrenado.
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Tabla 1. Interpretacion de los resultados de la prueba gPCR HFE

Alelo salvaje Alelo mutante

Interpretacion

Valor de referencia

+ -

) * (portador)

(portador)

Genotipo: tipo salvaje-WT (no portador)

Genotipo: homocigoto mutante

Genotipo: heterocigoto mutante

No vélido: una sefial doble negativa
indica inconsistencias, ya sea en el

proceso de extraccion o amplificacion;
adicionalmente, podria ser indicativo de
la presencia de sustancias inhibidoras en

No portador de
las mutaciones
evaluadas

el ADNg obtenido. En este caso, se debe:

= Verificar la estabilidad de los reactivos

utilizados

= Repetir la prueba desde la extraccién

del acido nucleico

= Realizar diluciones del material

genético previo al proceso de

amplificacion

WT: del inglés, Wild Type; ADNg: ADN gendmico.

La qPCR HFE es una herramienta de
apoyo para el diagnéstico y evaluacion

@ Control sin ADN (NTC)
M Alclo mutado (MUT/MUT)

Alelo salvaje (WT/WT)
Heterocigoto (MUT/WT)

Figura 1. Andlisis de discriminacion aléli-
ca para la mutacién p.C282Y. En la imagen
se grafica la sefal de fluorescencia relati-
va (RFU) en muestras con genotipo salvaje
(WT/WT), mutante (MUT/MUT), heterocigo-
to (WT/MUT) y un control sin ADN blanco
(NTC), obtenidas en la gPCR HFE. La distri-
bucion de los puntos en la gréfica se da en
funcién de los alelos detectados en la mues-
tra (sefial de fluorescencia en HEX y/o FAM).
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de pacientes con sospecha de HC. Un
resultado de no deteccién (no portador
de las variantes alélicas o mutaciones)
para las mutaciones p.C282Y y p.H63D
evaluadas en la gPCR, no descarta la
presencia de otras variantes alélicas o
polimorfismos no evaluados en la prue-
ba. Por lo tanto, los resultados deben
ser interpretados con cautela, siguien-
do el criterio del médico tratante y se-
gun el contexto clinico de cada pacien-
te, para determinar la conducta clinica
y/o la necesidad de consejeria genética
individual o al grupo familiar [4].
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