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Resumen

Introduccion: Se presenta la evaluacion de la asociacion entre la reserva de hierro (Fe) y los
polimorfismos del gen de la hemocromatosis (HFE) en neonatos de alto riesgo perinatal.
Métodos: Se incluyo6 una serie de neonatos de alto riesgo perinatal en los que se evalud la
reserva de Fe con la medicion de la ferritina sérica (FS). Se dividieron en tres grupos: sobrecarga
de Fe (SoFe), con FS >1,000 pg/l; reserva normal de Fe, con FS de 154-1,000 p.g/l; y reserva
baja de Fe, con FS <154 png/l. Mediante PCR en tiempo real se buscaron las mutaciones C282Y,
H63D y S65C del gen HFE.

Resultados: Se estudiaron 97 neonatos. De ellos, 24 casos presentaron SoFe (proporcion
0.247) y FS de 1,789 pg/l (IC 95% 1,376-2,201); 36 casos, reserva normal de FS (0.371), FS
de 461 pg/l (389-533); y 37 casos, reserva baja de FS (0.381) y FS 82 pg/l (69-96). No hubo
casos detectados para las mutaciones C282Y o S65C. Se identificé la variante H63D HFE en
18 neonatos (frecuencia génica de 0.185): la condicion de heterocigoto (H63D/WT) en doce casos
(frecuencia génica 0.124) y de homocigoto (H63D/H63D) en seis casos (frecuencia génica 0.062).
La frecuencia alélica de H63D fue de 0.092. Los variante H63D HFE no mostro asociacion con los
neonatos de reserva normal de Fe contra reserva baja (OR 1.2; IC 95% 0.3-4.3) ni los de reserva
normal contra neonatos con SoFe (OR 2.5; 0.7-9.2).

Conclusiones: Cerca del 25% de neonatos de alto riesgo tendra sobrecarga de Fe. Aln con el
posible sesgo de seleccion, las variantes del gen HFE no influyen sobre el estado de la reserva
de Fe.
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Assessment of neonatal iron store and HFE gene mutations

Abstract

Background: The association between iron stores (Fe) and HFE gene polymorphisms on high-risk
neonates is shown.

Methods: We included newborns with high perinatal risk. Newborns were divided into three
groups for measurements of serum ferritin (SF): iron overload (I0) with SF 1000 wg/L, normal
iron stores (NIS) with SF 154-1000 wg/L and low iron stores (LIS) with SF <154 ug/L. We used
real-time PCR for identification of polymorphisms C282Y, H63DE, and S65C of the HFE gene.
Results: We studied 97 newborns with 10 in 24 cases (ratio 0.247) and SF 1789 ng/L (95% Cl
1376-2201), NIS in 36 cases (0.371), and SF of 461 pg/L (389-533) and LIS in 37 cases (0.381) and
SF 82 ng/L (69-96). There were no cases detected for C282Y or S65C mutations. We identified
18 neonates with H63D HFE variant (gene frequency 0.185) with heterozygous condition (H63D/
WT) in 12 cases (gene frequency 0.124) and homozygote (H63D/H63D) in six cases (gene
frequency 0.062). H63D allele frequency was 0.092. The HFE H63D variant showed no association
for comparing infants with NIS vs. LIS (OR 1.2, 95% Cl 0.3-4.3) and NIS vs. 10 newborn infant (OR
2.5, 0.7-9.2).

Conclusions: In high-risk neonates ~25% show |0 even with the possible selection bias. HFE gene
variants do not influence on the neonatal iron stores.

© 2013 Hospital Infantil de México Federico Gomez. Published by Masson Doyma México S.A.

All rights reserved.

1. Introduccion

El contenido corporal de hierro (Fe) en el recién nacido de
término es de aproximadamente 75 mg/kg; de esto, el 60%
se acumula en el tercer trimestre del embarazo'. El Fe se
distribuye en el 75-80% en forma de hemoglobina eritroci-
taria. Cerca del 10% se encuentra en los tejidos formando
parte de la mioglobina y citocromo, y el 10-15% restante se
almacena en su forma soluble, como ferritina, o insoluble,
como hemosiderina. Ambas se encuentran particularmente
en el sistema reticulo endotelial, principalmente en el hi-
gado y bazo?.

La ferritina sérica (FS) es la mejor aproximacion en la me-
dicion de la reserva corporal de Fe?. Los valores de FS en el
feto y neonato son distintos a los referidos para otras eda-
des'“. El Fe corporal, estimado por las concentraciones de
FS, esta influenciado por el efecto de diversas variables del
macroambiente, con impacto diverso®. Se incluye el estado
de la reserva corporal materna de Fe al inicio del embarazo
y el estado que guarda durante el parto®?; la edad gestacio-
nal®, el tiempo de pinzado del cordon umbilical®, la ordefia
del cordon umbilical®, la recoleccion de sangre placentaria
con fines de almacenamiento. En la etapa neonatal, se agre-
ga la velocidad de crecimiento corporal y el tipo de lactan-
cia otorgada??. Lo anterior sin considerar la presencia las
diferentes complicaciones neonatales, como el nacimiento
pretérmino?, la pérdida iatrogénica de sangre por la toma
repetida de muestras para estudios de laboratorio? o, bien,
la transfusion eritrocitaria™ .

La absorcion intestinal del Fe a nivel de las criptas duode-
nales esta regulada por el control de complejos mecanismos
moleculares?>', que incluyen al gen de la hemocromato-
sis (HFE). Las dos mutaciones mas conocidas del gen HFE,
C282Y y H63D, estan asociadas con la condicion patoldgica,
la hemocromatosis hereditaria (HH), que es una enfermedad
de transmision autosomica recesiva con sintomas relaciona-

dos a la sobrecarga de Fe, y daio en drganos parenquimato-
sos'™. La prevalencia de las mutaciones del gen HFE varia de
acuerdo con el origen étnico de la poblacion. La de mayor
impacto, C282Y, es comun en el norte de Europa, con una
frecuencia alélica de 0.082 a 0.013%, mientras que en Méxi-
co es menor al 0.002'. Para la variante H63D, que presenta
distribucion multiétnica, la frecuencia alélica varia entre el
0.224 al 0.022, mientras que en México se reporta una fre-
cuencia de 0.093 al 0.136.

La asociacion entre el gen HFE y la reserva neonatal de Fe
ha sido evaluada previamente. En neonatos atendidos en la
Ciudad de México, la frecuencia alélica reportada de la mu-
taciones C282Y y H63D fue de 0.013 y 0.102, respectivamen-
te'. Esta informacion concuerda con lo reportado para los
recién nacidos de la comunidad de Madrid®, con frecuencia
alélica para C282Y de 0.017 (1C95% 0.011-0.023), y para H63D
de 0.164 (1C95% 0.148-0.180). Aunque la informacion sobre el
impacto en el periodo neonatal es escasa, se ha intentado
asociar con el peso al nacimiento o el desarrollo ulterior de
leucemia®.

Asi, el objetivo del presente reporte fue evaluar la asocia-
cién entre las concentraciones de la FS y los polimorfismos
del HFE en recién nacidos, independientemente de sus con-
diciones clinicas y antecedentes de transfusion.

2. Métodos

Se presenta una serie de casos conformada por recién naci-
dos con edad gestacional de 28-37 semanas, atendidos en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, quienes fueron
sometidos a la evaluacion de la reserva de Fe por diferentes
complicaciones neonatales. Se incluyeron independiente-
mente de la patologia infecciosa o etapa del manejo ven-
tilatorio. También fueron incluidos aquellos con diagnostico
de colestasis y tratamiento transfusional proporcionado.
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Tabla 1 Distribucion de casos con la variante HFE H63D y grupos de ferritina sérica

Grupos de ferritina sérica (ug/l)

Gen HFE H63D (n/proporcion) Normal (36/0.371) SoFe (24/0.247) Reserva baja (37/0.381)

WT (79/0.814)* 31 (0.861) 17 (0.708) 31 (0.838)
Heterocigoto (12/0.124) 3 (0.083) 5 (0.208) 4 (0.108)
Homocigoto (6/0.062) 2 (0.056) 2 (0.083) 2 (0.054)

Diferencia de medias para k muestras (Kruskal-Wallis): p = 0.571 (no significativa).

De la muestra remanente de sangre con EDTA empleada
para la realizacién de la citometria hematica, se efectuo
la determinacion de ferritina sérica (FS) y la obtencion de
DNA. La FS se determind por el método inmunoenzimati-
co de fluorescencia (ELFA) mediante un reactivo comercial
(miniVIDAS, bioMérieux). Sobre la base de resultados se for-
maron tres grupos de FS: sobrecarga de Fe (SoFe), con va-
lores superiores a los 1000 wg/l; reserva normal de Fe, con
valores de FS entre 154-1000 pg/l; y, finalmente, los casos
con reserva baja de Fe, cuando los valores de FS neonatal
fueron menores de 154 pg/l. Estos grupos se adaptaron para
neonatos de término de bajo riesgo’ y para aquellos neona-
tos con hemocromatosis neonatal?.

Se extrajo el DNA gendmico con un reactivo comercial
(High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Applied
Science). Por PCR en tiempo real, se amplificaron las se-
cuencias especificas para las mutaciones de HFE C282Y,
H63DE y S65C (Lightmix in-vitro diagnostic Kit HFE, Tib
MolBiol). Con estos resultados se estratificaron los casos
para las tres variantes evaluadas en condicion normal
(WT), heterocigoto (Hte) u homocigoto (Hom). En el dise-
fio del estudio no se considerd la recoleccion de muestras
maternas.

Se representaron las proporciones de los casos identifi-
cados. Los valores de FS se reportaron en promedios e in-
tervalos de confianza del 95%. Los polimorfismos de HFE se
muestran en sus frecuencias alélicas y génicas.

Las diferencias entre los grupos de FS y cada condicion
de la frecuencia génica de HFE se compararon mediante
la prueba de diferencia de medias para k muestras (Krus-
kall-Wallis). Para comparar los valores de FS y la frecuencia
alélica de las variantes de HFE, se empleo la prueba de dife-
rencia de medias (U de Mann-Whitney).

3. Resultados

Se estudiaron 97 neonatos de edad promedio de 23 dias
(1C95% 12-44 dias). De acuerdo con los valores de las con-
centraciones de FS, se identificaron los siguientes resulta-
dos: SoFe en 24 casos (proporcion 0.247) y promedio de FS
1789 g/l (1C95% 1,376-2,201 png/l); reserva normal de FS en
36 casos (proporcion 0.371) y promedio de FS 461 pg/l
(1C95% 389-533 wg/l); finalmente, reserva baja de FS en
37 casos (proporcion 0.381) y promedio de FS 82 g/l (1IC95%
69-96 ng/l). Respecto de los polimorfismos de HFE, no se
detectaron casos para las mutaciones C282Y ni S65C. Se
identificaron 18 recién nacidos con la variante HFE H63D

(frecuencia génica de 0.186). La condicion de heterocigoto
(H63D/WT) se identifico en doce casos (frecuencia génica
0.124) y la condicion de homocigoto (H63D/H63D) en seis ca-
sos (frecuencia génica 0.062). La frecuencia del alelo mutado
H63D fue de 0.124.

Se observo que para cada estrato de reserva normal, ele-
vada y baja de Fe, la ocurrencia de la variante natural de
HFE se distribuyo en proporciones de 0.861, 0.708 y 0.838,
respectivamente, sin diferencia estadisticamente significati-
va (prueba de Kruskal Wallis, p = 0.571). Para la variante de
heterocigota de HFE (H63D/WT), la proporcion resulté ma-
yor para el estrato de SoFe (0.208) con respecto a los grupos
de reserva normal y con reserva baja (proporcion 0.083 y
0.333, respectivamente), sin diferencias estadisticamente
significativas. Finalmente, para la condicién de homocigoto
HFE H63D/H63D, la distribucion de casos resulto igual para
los tres grupos de FS (tabla 1).

En la comparacion de la distribucion de los valores de FS
con la variante natural del gen HFE y del alelo HFE H63D,
se observo que, si bien hay diferencia en la media de los
valores de FS entre ambos grupos, el grupo de casos con el
alelo H63D presento mayor dispersion en los valores de FS
(fig. 1). En la comparacion de las frecuencias percentilares
(percentil 25 vs percentil 50 y 75), tampoco se documen-
taron diferencias estadisticamente significativas (x? = 0.007,
p =0.934).
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Figura 1 Distribucion de valores de ferritina sérica de acuerdo
con el alelo H63D del gen HFE.
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Tabla 2 Distribucion de casos con la frecuencia alélica de HFE H63D y concentraciones de ferritina sérica

Frecuencia alélica Ferritina sérica

Estratos de FS (alelos/proporcion)**

(n/proporcion) (1C95%)

Normal (72/0.371)

SoFe (48/247) Reserva baja (74/0.381)

WT (170/0.874)
H63D (24/0.123)

585* (477-693)
1068* (477-1658)

65 (0.382)
7 (0.291)

39 (0.229)
9 (0.375)

66 (0.388)
8 (0.348)

*Diferencia de medias para dos muestras independientes (U de Mann-Whitney): p = 0.21.
** Asociacion entre polimorfismos H63D y grupos de FS, riesgo contra reserva baja de Fe: x? = 0.02; OR 1.2 (IC95% 0.3-4.3). Riesgo

de SoFe: x? = 1.2; OR 2.5 (0.7-9.2).

Considerando la frecuencia alélica (tabla 2) y la distribu-
cion en grupos de los valores de FS, se observo que para la
condicién natural del gen HFE y el alelo H63D, los valores
de FS fueron en promedio de 585 pg/l (IC95% 477-693) y de
1,068 pg/l (1C95% 477-1658), respectivamente, sin diferen-
cias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney,
p=0.21).

Al comparar la frecuencia alélica de HFE H63D por gru-
po, se observo una proporcion de alelos mutados similar con
respecto a la FS (0.291, 0.375 y 0.348, respectivamente). Se
evalué si el estado de los polimorfismos de H63D pudo ser
un factor protector de la reserva baja de Fe o bien de riesgo
para la sobrecarga de Fe, con resultados estadisticamente
no significativos. Los resultados de la asociacion entre poli-
morfismos H63D al comparar los recién nacidos con reserva
normal de Fe contra aquellos con reserva baja de Fe fueron
x20.02; OR 1.2; 1C95% 0.3-4.3, y al comparar a los casos con
reserva normal contra neonatos con SoFe, x* = 1.2; OR 2.5;
1C95% 0.7-9.2.

4, Discusion

El efecto de las diversas variables que modifican la reserva
de Fe tiene diferente peso para cada condicion®. La distri-
bucion de los valores de FS de acuerdo con la edad gesta-

cional al nacimiento presenta diferencias evidentes®. Entre
las 23-29 semanas de gestacion, la mediana de FS es de
88.1 g/l (percentil 5-95 de 44.0 a 74 pg/l); para los neona-
tos entre la semana 30 a 36 de nacimiento, los valores son
de 115.4 pg/l (percentil 5-95 de 55.6 a 182.1 pg/l); y para
los que nacieron entre la semana 37 a 42, los valores de
FS son de 165.8 pg/l (percentil 5-95 de 90.8 a 293.4 ng/l).
Estos Ultimos valores son similares a los reportados por
nuestro grupo’, con FS de 145 ug/l (24-139 pg/l). Ademas,
los neonatos de término con peso bajo al nacer muestran
valores mas bajos de FS comparados con los neonatos eu-
troficos?'. La compilacion de resultados sobre los valores
de FS al nacimiento senala el efecto definitivo de la edad
gestacional, pero con amplia variabilidad para edades simi-
lares (tabla 3). Mas que una diferencia relacionada con el
método analitico, se relaciona con efecto de las variables
clinicas perinatales?*.

Al igual que para otras edades', no existen criterios es-
tablecidos para la definicion de SoFe. De manera arbitraria
se eligieron valores de FS superiores a 1,000 pg/l, mientras
que la reserva normal se considero con valores de FS entre
154y 1,000 pg/l, y la reserva baja de Fe aquellos por debajo
de 154 pg/l.

Sin embargo, se han empleado otros criterios: en nifios
nacidos con menos de 32 semanas de gestacion y evaluados
a su egreso hospitalario, la deficiencia de Fe (FS <76 pg/l) se

Tabla 3 Compilacion de la distribucion de valores de ferritina sérica al nacimiento de acuerdo a la edad gestacional

Grupo de neonatos

Percentil 5-25-50-75-100

Promedio (1C95%) Promedio (+ DE)

Término
Pretérmino?
Término PAEG
Término PBEG?!
Pretérmino
23-29 semanas*

Pretérmino
30-36 semanas*

Término 37-42 semanas*

40-84-134-200-309
35-80-115-170-267

141 (63-259)

68 (30-136)

75 (44-117)
99.2 (47.9-279.3)

89 (40-128)

96 (48-207)

90 (45-142)

97 (35-136)
218 (115-413)
183 (76.1-290.4)
131 (90-238)
223 (158-396)

150 (£68)
135 (£110)
196 (+127)

PAEG: peso adecuado para edad gestacional; PBEG: peso bajo para la edad gestacional; DE: desviacion estandar.
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Tabla 4 Frecuencia genotipica de las mutaciones del gen HFE en diversas poblaciones

Combinaciones de las variantes del gen HFE

Poblacion neonatal C282Y/C282Y (C282Y/WT  H63D/H63D (C282Y/H63D  H63D/WT  Alelo C282Y  Alelo H63D
California, EUA
Blanca 0.055 0.134
Hispanica 0.016 0.030
Afroamericana® 0.013 0.164
Danesa® 0.7 0.8 0.8 14.8 0.051 0.087
Francesa** 0.27 6.97 3.05 2.36 27.7
Madrid
Espafola 0.017 0.164
No espanola® 0.011 0.102
Ciudad de México" 0 3.1 1.0 16.8
Presente estudio 0 0 6.2 0 12.4 0 0.123

presento en el 23% de los casos, mientras que la sobrecarga
de Fe (FS >400 pg/l) afecto al 19%?2. En el presente estudio,
en el analisis de regresion logistica se observé el efecto de
la transfusion eritrocitaria previa (OR 1.41, 1C95% 1.2-1.6);
entre los neonatos que recibieron mas de tres eventos de
transfusion eritrocitaria, el 50% desarrolldo SoFe?2. Hasta el
70% de los neonatos con enfermedad hemolitica isoinmune
presentan SoFe al nacimiento, persistiendo el 50 y el 18%
hacia el primer y tercer mes de edad, respectivamente™.

El impacto clinico de la SoFe se ha evaluado en términos
de diversas complicaciones, como colestasis hepatica', al-
teraciones en el neurodesarrollo?’, enfermedades relaciona-
das con el dano tisular oxidativo?* y, aunque la evidencia es
aun inconsistente, como factor de riesgo para el desarrollo
ulterior de leucemia infantil®. De igual manera, la disminu-
cion de la reserva en la etapa fetal o neonatal puede alterar
la estructura cerebral neuroquimica y conducir a una dis-
funcion cognitiva a largo plazo y alteraciones motoras que
no pueden ser corregidas con la suplementacion con Fe?, o
bien, la maduracion auditiva anormal?.

La evaluacion del estado de la reserva neonatal de Fe y las
mutaciones del gen HFE en neonatos con diferentes proble-
mas clinicos, que incluyen el peso bajo al nacimiento, se ha
llevado a cabo sin tener suficiente evidencia para demostrar
asociacion clinica o estadistica significativa?, de manera si-
milar a lo presentado en este reporte. Una explicacion tenta-
tiva de estas diferencias podria ser el efecto de la frecuencia
poblacional de los polimorfismos del gen HFE. El estudio de
diferentes poblaciones de neonatos en tantas areas geografi-
cas es notablemente similar, sefialando el origen multiétnico
de la variante HFE H63D, incluido el observado en nuestro
pais (tabla 4). Este hecho contrasta con lo reportado por la
Encuesta Nacional de Nutricion? respecto a que la prevalen-
cia de la deficiencia de Fe es muy elevada, tanto para pobla-
cion adulta (18.1%) como para la etapa infantil®® (13-26%). De
esto surge el cuestionamiento del esperado efecto protector
de esta mutacion. Si bien hay indicios de que el efecto de las
mutaciones de HFE en la madre puede influir en la reserva
fetal y neonatal de hierro, esto solamente se ha demostrado
en modelos en animales®. Los estudios clinicos no han podi-
do demostrar diferencias entre los valores de hemoglobina
materna y la saturacion de transferencia fetal".

Sin considerar las condiciones clinicas particulares, como
el caso de la transfusion eritrocitaria®, los neonatos con mu-
taciones de HFE muestran una mayor ocurrencia de casos
con sobrecarga de hierro. Se requieren estudios poblaciona-
les mas amplios para determinar la ocurrencia de genes de
HFE en la poblacion neonatal abierta, asi como la asociacion
de HFE y la SoFe. También se debe evaluar el impacto de la
SoFe, los genes de HFE y la salud neonatal y, de encontrar
alguna asociacion, el impacto de las intervenciones preven-
tivas y correctivas en la etapa preclinica (acumulacion) y
clinica (dano tisular).

En conclusion, el presente reporte sefala la amplitud de
las concentraciones de FS en neonatos de alto riesgo, sin
considerar el antecedente de transfusion eritrocitaria o la
pérdida iatrogénica de sangre para estudios de laboratorio.
Solamente poco mas de la tercera parte de estos neonatos
tendran reservas normales de Fe; aproximadamente el 25%
tendra sobrecarga de Fe y los restantes casos seran defi-
cientes de Fe. Aun con el posible sesgo derivado del tamano
muestral, las variantes del gen HFE no tienen influencia en
el estado de la reserva de Fe. Debera definirse si en gru-
pos selectos, como los neonatos con colestasis neonatal o
enfermedad hemolitica perinatal', pudiera tener alguna
relevancia la evaluacion de la posible asociacion o impacto
en las practicas de suplementacion con hierro®! o la busque-
da de las variantes del HFE en el tamiz neonatal®*.
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