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2. ABREVIACIONS

Les abreviacions corresponents a noms de gens i de proteines s’han determinat
segons les guies del comitée de nomenclatura de gens de I'organitzaci6 HUGO
(Human Genome Organization) (http://www.genenames.org/). Segons aquestes
guies, els simbols dels gens estan escrits en cursiva i els simbols de les
proteines sense cursiva.

AASLD American Association for the Study of the Liver
AACE American Association of Clinical Endocrinologists
AHA American Heart Association

AGL acids grassos lliures

A-FABP adipocyte fatty acid binding protein

ALT alanina-aminotransferasa

Anti-VHC | anticossos del virus de ’hepatitis C

AST aspartat-aminotransferasa

BMP bone morphogenetic protein

CAP Centre d'Atencidé Primaria

cHDL colesterol de lipoproteines d’alta densitat

cLDL colesterol de lipoproteines de baixa densitat
CREBH cyclic AMP response element-binding protein H
DCYTB citocrom B duodenal

DIOS dysmetabolic iron overload

DM diabetis mellitus

DMTA1 divalent metal transporter 1

EASL European Association for the Study of the Liver
EGIR European Group for Study of Insulin Resistance
EGF factors de creixement epidérmics

EHNA esteatosi hepatica no alcohdlica

EPO eritropoietina

ERFE eritroferrona

ESC European Society of Cardiology

ESH European Society of Hypertension

FLVCR1 feline leukemia virus, tyme C, receptor 1

FPN ferroportina

GBA glucemia basal alterada

GGT gammaglutamiltranspeptidasa

HAMP hepcidin antimicrobial peptide

HBCcAg antigen del nucli del virus de ’hepatitis B
HBsAg antigen de superficie del virus de I’hepatitis B
HCP1 heme carrier protein 1

HFE hemocromatosi humana

HFE2 gen que codifica per a I’hemojuvelina

HGF factor de creixement dels hepatocits
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HH hemocromatosi hereditaria
HIF factor induit per hipoxia
HJV Hemojuvelina
HOMA-IR |Homeostatic Model Assessment Insulin Resistance
HOMA-.B | €stimacio percentual de la funcio cel-lular beta en estat basal en
°~ | ’Homeostatic Model Assessment
estimacio percentual de la sensibilitat a la insulina en
HOMA-%S I’Homeostgtic Model Assessment
HOX1 hemo oxigenasa 1
HRG1 heme responsive gene 1
IDF International Diabetes Federation
IFNy interfer6 gamma
IgM immunoglobulina M
IL interleucina
IMC index de massa corporal
IREG1 iron-regulated gene 1
IRE element de resposta al ferro
IR-HIO insulin resistance-hepatic iron overload
IRP proteines reguladores de ferro
IST index de saturacio6 de la transferrina
LEAP liver expressed antimicrobial protein
LSH lipasa sensible a hormones
MCP1 proteina quimioatraient dels monocits 1
MTP1 metal transporter protein 1
NADPH nicotinamida adenina dinucleodtid fosfat, forma reduida
NAFLD non-alcoholic fatty liver disease
NCEP ATP | Adult Treatment Panel 11l of the National Cholesterol Education
11 Program
NHLBI National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement
NMR nuclear magnetic resonance
NRAMP1 natural resistance associated macrophage protein 1
OMS Organitzacié Mundial de la Salut
PCR proteina C reactiva
PCRhs proteina C reactiva d’alta sensibilitat
RBP4 proteina d’unié a retinol 4
RM ressonancia magnetica nuclear
RNAmM RNA missatger
ROS espécies reactives d'oxigen
SCL40A1 |solute carrier family 40 member 1
SMAD mothers against decapentaplegic homolog
STAT3 signal transducer and activator of transcription 3
sTFR receptor soluble de la transferrina
TA tensio arterial
TAD tensio arterial diastolica
TAS tensio arterial sistolica
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TFR receptor de la transferrina

TG triglicérids

TGFB factor de creixement transformant beta
TMPRSS6 |proteasa matriptase-2

TNFa factor de necrosi tumoral-alfa

VCM volum corpuscular mig

VLDL lipoproteines de molt baixa densitat
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3. THESIS SUMMARY

The detection of biochemical iron overload in primary care is frequently a chance
finding that goes unnoticed as there is no procedure for systematically studying
its possible etiology. In general, there is a lack of knowledge on how to manage
iron overload at this care level. In cases where overload persists, patients are
typically referred to hematology for study with no exploration of potential

underlying causes.

There are various disorders due to biochemical iron overload, some acquired and
others of genetic origin, which may result from the alteration of numerous genes

and thus give rise to distinct clinical phenotypes.

Elevated iron level is a parameter indicative of biochemical overload in routine
analysis. It can appear as a consequence of hereditary hemochromatosis (HH),
although it is more frequently related to obesity or diabetes mellitus (DM) 2, which
form part of metabolic syndrome. As such, we cannot overlook its association
with other situations including chronic alcohol consumption, inflammatory
processes, infections, liver diseases, neoplasms, non-regenerative anemias, the
most frequent being (inflammatory anemia, anemia due to chronic kidney
disease, aplastic anemia, myelodysplastic syndromes and congenital
dyserythropoietic anemias) and regenerative anemias (basically nhon-immune
hemolytic and congenital hemolytic), anemias with hyperferritinaemia,
compensated dyserythropoiesis without anemia, post-transfusion
hemochromatosis or other less frequent alterations such hyperferritinaemia-
cataract  syndrome, aceruloplasminemia, or  atransferrinemia  or

hypothransferrinemia.

This thesis focuses on the detection and study of biochemical iron overload in
primary care in our Mediterranean area. Initially, the relationship between
biochemical iron overload and HH was studied in this region; prevalence and the

frequency of distinct genetic mutations of the human hemochromatosis gene
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(HFE) related to this pathology. Subsequently, taking into account the potential
relationship between biochemical iron overload and both low-grade inflammation
and insulin resistance, the project was extended to assess the relationship
between biochemical iron overload and pathologies as common as obesity, DM
and the components that constitute metabolic syndrome. The primary care
patient is always borne in mind as the reference point. The interest generated by
this issue has led to the publication in prestigious journals of the different articles
included in this thesis.

The thesis, presentation of which has been accepted as a compendium of
published articles, thoroughly reviews the current situation of iron metabolism
disorders and contributes new material in the form of three papers: a scientific
letter, an original article, and an original brief report. The brief report has been
included as an annex in accordance with the recommendations of the academic
committee for the doctoral program in Medicine dated 16" March, 2017. The first
two papers that make up the doctoral thesis are an in-depth study of the disorders
that cause biochemical iron overload and focus on hereditary hemochromatosis
linked to the human hemochromatosis gene (HFE) due to its potential severity
and to obesity due to its elevated prevalence, with the primary care patient as the

study population.

The first paper analyzes the prevalence of biochemical iron overload and
hereditary hemochromatosis in a sample of the population that attends two
primary care centers in our area. Analysis of this type of sample is new with
respect to previous studies on the prevalence of iron overload states carried out
in randomly selected populations or in previously identified people, mainly from
blood donors. Thus, it is an unprecedented assessment in our area. In addition,
the paper reports on the study of biochemical iron overload in relation to
associated pathologies in this context such as non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD), metabolic syndrome and DM. The cost of a screening program for

biochemical overload states in primary care is also evaluated.

The second paper closely examines the relationship between iron stores and
obesity. It focuses on the study of a group of obese Caucasian men from a
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Mediterranean region with hyperferritinaemia and without HH or other more
common causes of biochemical iron overload and concludes that they have an
increase in serum concentrations of the transferrin soluble receptor (sTFR). The
main interest of the study was to detect, in obese men with hyperferritinaemia, a
functional iron deficit along with the presence of elevated serum concentrations
of sTFR, and to demonstrate that this deficit is especially associated with
abdominal obesity.

The third published paper, which can be found in the annex, studies a sample of
Caucasian men from our Mediterranean region with hyperferritinaemia and non-
insulin-dependent DM2 or without DM2. The paper concludes that both groups
do not have greater biochemical iron overload (measured through ferritin in
serum, the transferrin saturation index (TSI) and sTFR). The group with DM2
showed lower pancreatic beta cell function (Homeostatic Model Assessment -
cell function (HOMA-%B)) although there were no differences between the two
groups (DM2 and non-DM2) with respect to insulin sensitivity (Homeostatic Model
Assessment insulin sensitivity (HOMA-%S)), inflammation (C-reactive protein) or
other metabolic syndrome components. In conclusion, this study casts doubt on
the possible pathogenic role of biochemical iron overload in DM2 in men with
hyperferritinaemia.

With regard to future lines of research, one aims to assess the role of hepcidin
as a possible link between low-grade inflammation and iron metabolism in the
context of the pathogenesis of metabolic syndrome, given that it is a key molecule
in iron metabolism related to various inflammatory cytokines such as interleukin
(IL)-6 and tumor necrosis factor-alpha (TNFa). The final objective would be to find
new therapeutic targets to treat or prevent metabolic syndrome. On the other
hand, we are assessing the possibility of evaluating iron overload states in
prediabetes, monitoring ferritin and sTFR levels, taking into account the
contribution of iron from diet and including quantification of tissue deposit with
nuclear magnetic resonance (NMR) of the liver. Finally, another line of interest
would be the analysis, through randomized, controlled clinical trials, of the
potential benefits of periodic iron depletion in people with DM2 or prediabetes

and biochemical iron overload.
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4. RESUM DE LA TESI

La detecci6 de la sobrecarrega bioquimica de ferro des de I'atencié primaria és
sovint una troballa marginal perqué no hi ha la dinamica d’estudiar de manera
sistematica la seva possible etiologia. En general hi ha un desconeixement del
maneig que cal donar a les situacions de sobrecarrega férrica en aquest nivell
assistencial. En els casos en qué persisteix la sobrecarrega, solen derivar-se els

pacients a hematologia per a estudi sense aprofundir en les causes potencials.

Existeixen diversos trastorns per sobrecarrega bioquimica de ferro, alguns
adquirits i altres de causa geneética que poden ser deguts a I'alteracié de diversos

gens i aixi donar lloc a fenotips clinics diferents.

La ferritina elevada és el parametre indicatiu de sobrecarrega bioquimica de ferro
en les analitiques de control habitual. Pot aparéixer com a consequiéncia d’'una
hemocromatosi hereditaria (HH), tot i que, més freqientment, s’associa a
patologies tan prevalents com I'obesitat o la diabetis mellitus (DM) 2, que formen
part de la sindrome metabolica. Tanmateix, no podem obviar la seva relacié amb
altres situacions com el consum excessiu d’alcohol, les malalties hepatiques, els
processos inflamatoris, les infeccions, les neoplasies, les anéemies
aregeneratives com a més frequents (’'anemia inflamatoria, 'anemia per malaltia
renal cronica, 'anémia aplasica, les sindromes mielodisplasiques i les anémies
diseritropoiétiques congenites) i les anémies regeneratives (fonamentalment les
hemolitiques no immunitaries i d’origen congenit), les diseritropoiesis
compensades i sense anémia, I’hemocromatosi postransfusional, o altres causes
molt menys freqients com la hiperferritinemia amb cataractes,

I’aceruloplasminémia, o I'atransferrinémia o hipotransferrinémia.

Aquesta tesi centra I'estudi i la deteccio de la sobrecarrega bioquimica de ferro
des de latencié primaria en la nostra area mediterrania. Inicialment es va
estudiar la relaci6 de la sobrecarrega bioquimica de ferro amb I'HH en aquesta

zona, la seva prevalenca i la frequéncia de les diferents mutacions del gen de
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’hemocromatosi humana (HFE) relacionat amb aquesta patologia.
Posteriorment, tenint en compte la potencial relaci6 de la sobrecarrega
bioquimica de ferro amb la inflamacié de baix grau i amb la resisténcia a la
insulina, es va estendre el projecte a la valoracio de la relacié de la sobrecarrega
bioquimica de ferro amb patologies tan comunes com I'obesitat, la DM i els altres
components que conformen la sindrome metabolica, sempre tenint com a punt
de mira el pacient de la consulta de I'atenci6 primaria. Fruit d’aquest interés se

n’han derivat les diferents publicacions que la constitueixen.

La tesi, la presentaci6 de la qual ha estat acceptada com a compendi de
publicacions, revisa exhaustivament la situacié actual dels trastorns del
metabolisme del ferro i aporta novetats en forma de tres articles: una carta
cientifica, un original, i un original breu. Aquest darrer s’ha inclos com a annex
d’acord amb les indicacions fetes per la comissié academica del programa de
doctorat en Medicina amb data 16 de mar¢ de 2017. Les dues primeres
publicacions, que conformen la tesi doctoral, aprofundeixen en l'estudi dels
trastorns que provoquen una sobrecarrega bioquimica de ferro i centren l'interés
en ’lhemocromatosi hereditaria lligada al gen de ’'hemocromatosi humana (HFE)
per la seva potencial gravetat i en 'obesitat per la seva elevada prevalenca, sent

la poblacié d’estudi el pacient de la consulta d’atenci6 primaria.

La primera publicacié analitza la prevalenga de la sobrecarrega bioquimica de
ferro i de ’'hemocromatosi hereditaria en una mostra de poblacié que consulta a
dos centres d’atencid primaria de la nostra zona. L’analisi en aquest tipus de
mostra representa una novetat respecte als estudis precedents sobre prevalenca
d’estats de sobrecarrega ferrica que s’havien realitzat en poblacions escollides a
'atzar o identificades previament principalment a partir d’individus donants de
sang. En aquest sentit, doncs, €s una valoracio inedita en la nostra area. A més
la publicacié estudia la sobrecarrega bioquimica de ferro en relaci6 a les
patologies associades a aquesta situacié com I'esteatosi hepatica no alcohdlica
(EHNA), la sindrome metabolica i la DM. Alhora avalua el cost d’'un programa de

cribratge d’estats de sobrecarrega bioquimica de ferro en atenci6 primaria.
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La segona publicacié aprofundeix en la relacid entre la reserva de ferro i
I'obesitat. Se centra en I'estudi d’'una mostra d’homes de raga caucasica de la
zona mediterrania obesos amb hiperferritinemia i sense HH o altres causes més
comunes de sobrecarrega bioquimica de ferro, i conclou que presenten un
increment en serum de les concentracions de la fraccié soluble del receptor de
la transferrina (sTFR). L’interés fonamental de I'estudi és haver detectat en
homes obesos amb hiperferritinemia un déficit funcional de ferro d’acord amb la
preséncia d’unes concentracions elevades de sTFR en sérum, i determinar que

aquest déficit s’associa sobretot amb I'obesitat abdominal.

La tercera publicacio, que podem trobar a 'annex, estudia una mostra d’homes
de raca caucasica de la nostra zona mediterrania amb hiperferritinémia i amb o
sense DM2, i en determina que les persones amb DM2 no insulinodependent no
tenen major sobrecarrega bioquimica de ferro (mesurada a partir de la ferritina
en serum, I'index de saturaci6 de la transferrina (IST) i el sSTFR) que els subjectes
sense DM2. El grup amb DM2 presenta menor funcié de les cel-lules beta
pancreatiques (estimacio percentual de la funcioé cel-lular beta en estat basal en
I’Homeostatic Model Assessment (HOMA-%B)) perd no hi ha diferéncies entre
els dos grups (DM2 i no DM2) pel que fa a la sensibilitat a la insulina (estimacio
percentual de la sensibilitat a la insulina en 'Homeostatic Model Assessment
(HOMA-%S)), a la inflamacid (proteina C reactiva) o a altres components de la
sindrome metabolica. Aixi doncs, aquest treball posaria en dubte el possible
paper patogenic de la sobrecarrega bioquimica de ferro en la DM2 en homes

amb hiperferritinemia.

Pel que fa a les futures linies d’investigacid, una d’elles s’adreca a avaluar el
paper de I’hepcidina com a possible nexe d’unié entre la inflamacié de baix grau
i el metabolisme del ferro en el context de la patogenia de la sindrome
metabolica, atés que és una molécula clau en el metabolisme del ferro
relacionada amb diverses citocines inflamatories com la interleucina (IL)-6 i el
factor de necrosi tumoral-alfa (TNFa). L’objectiu final seria trobar noves dianes
terapeutiques per tractar o prevenir la sindrome metabolica. D’altra banda, també
estem valorant la possibilitat d’avaluar els estats de sobrecarrega férrica en la
prediabetis, monitoritzant els nivells de ferritina i de sTFR, tenint en compte
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I'aportacié de ferro a partir de la dieta i incorporant la quantificacié del diposit
tissular amb ressonancia magnética nuclear (RM) hepatica. Finalment, una altra
linia d’interés seria analitzar amb assajos clinics aleatoritzats i controlats, els
potencials beneficis de la deplecid periodica de ferro en persones amb DM2 o
prediabetis i sobrecarrega bioquimica de ferro.
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5. INTRODUCCIO

5.1. HOMEOSTASI DEL FERRO

El ferro és un oligoelement essencial per a gairebé tots els organismes vius. Té
un paper clau en el transport d’oxigen, en la respiracidé mitocondrial i en la
biosintesi de DNA. El ferro lliure és toxic i molt reactiu degut al fet que facilment
accepta o dona electrons. De fet, un excés de ferro és perjudicial fonamentalment
per la formaci6 d’especies reactives d’oxigen (ROS) que poden comportar danys
organics greus. Per satisfer les necessitats biologiques de ferro i evitar la seva
toxicitat, les reserves férriques han d’estar molt ben regulades per una xarxa
molecular complexa que implica el fetge, l'intesti, la medul-la 0ssia i el sistema

reticuloendotelial eritropoiétic (1).

En els organismes vius, la reactivitat quimica del ferro esta limitada i dirigida per
la seva associacié amb grups prostétics i proteines. Les proteines poden contenir
ferro en forma de clusters ferro-sofre 0 hemo. A més, l'element és coordinat
directament per cadenes laterals d'aminoacids, que sovint inclouen la histidina,
glutamat, aspartat, i tirosina. Les proteines que contenen ferro sén essencials
per al metabolisme d'energia i el metabolisme intermediari, incloent la sintesi de
nucleotids, i juguen un paper en les vies de senyalitzacid, aixi com en la defensa
de I'noste. En aquest sentit, el ferro forma part de proteines de transport o
d’emmagatzematge (per exemple, I’'hemoglobina o la mioglobina) i participa en
reaccions metaboliques relacionades amb la senyalitzacio i amb les reaccions
redox antimicrobianes (per exemple, citocroms, la ribonucleodtid reductasa, la
sintasa d’oxid nitric, 'oxidasa de nicotinamida adenina dinucleotid fosfat en forma
reduida (NADPH), la mieloperoxidasa). Per una altra banda, el transport i
magatzem de ferro esta mediat per diverses proteines (per exemple, la

transferrina, la lactoferrina o la ferritina) (2—4).

Malgrat que el ferro és un dels elements més abundants a la terra (el nucli de la
terra esta format principalment per ferro i per niquel), la seva escassetat en

I’escorca és una condicioé principal per la vida de la majoria dels organismes que
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viuen en ambients rics en oxigen. Aquesta paradoxa s’ha atribuit a la baixa
solubilitat de les formes de ferro oxidades. Per aquest motiu, I'hnomeostasi del
ferro sistemica, és a dir, els mecanismes que regulen I'absorcid de ferro en la
dieta i la concentracio de ferro en el plasma i el medi extracel-lular, juga un paper
essencial per a I'organisme. El ferro inorganic sén les formes ferroses (Fe?*) i
ferriques (Fe3*); el ferro ferric (Fe3*) és la forma predominant en la dieta que és
facilment absorbible i que cal reduir a ferro ferrés (Fe?*) en I'estbmac per ser

posteriorment absorbit en el duode.

En els aliments d’origen vegetal, el ferro esta formant un complex de formes
insolubles i com a consequiéncia, la seva absorcid és ineficient. Aixd explica I'alta
prevalenca del deficit de ferro en les poblacions humanes que consumeixen
dietes vegetarianes (5). El ferro hemo de la carn, les aus i el peix s’absorbeix de
manera eficient (6), perd la disponibilitat és evolutivament recent i, social i
geograficament, limitada. Els éssers humans i altres mamifers van evolucionar
en un entorn on la deficiencia de ferro és comuna, i aixo es reflecteix en els
mecanismes per la conservacio eficag i el reciclatge intern de ferro. A I'altre
extrem, trobem la dieta amb excedent de ferro en els paisos prospers. No obstant
aixo, la majoria dels éssers humans son capacos de limitar I'absorcié dietética

de ferro i evitar la toxicitat de 'acumulacié de I'excés d’aquest.

5.1.1. Contingut de ferro en I’ésser huma

L’ésser huma adult conté de 3 a 5 g totals de ferro, la majoria esta en
I’'hemoglobina dels eritrocits (2-3 g de ferro). Uns altres dels teixits rics en ferro
son el fetge i la melsa. La major reserva de ferro en els organs es troba en els
macrofags i els hepatocits, gracies a la presencia d’una proteina citoplasmatica
especialitzada en 'emmagatzematge de ferro anomenada ferritina. EI muscul
també conté ferro, sobretot en la mioglobina, una proteina d’emmagatzematge
d’oxigen. Totes les cel-lules tenen concentracions més petites de ferro unit a
proteines essencials per a la produccié d’energia, el metabolisme i altres
funcions. El ferro es distribueix als teixits a través del plasma sanguini que té
nomeés 2-4 mg de ferro unit a una proteina de transport de ferro anomenada

transferrina.
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5.1.2. Recanvi de ferro

La vida mitja dels eritrocits és d’uns 120 dies i aproximadament un 0,8 % (o bé
15-25 mq) de tot el ferro dels eritrocits ha de ser reciclat cada dia. En el plasma
hi ha un recanvi de ferro de 20-25 mg en 24 hores (Figura 1). D’entre totes les
cel-lules, els eritrocits tenen la major concentracié de ferro, aproximadament 1
mg/ml. La majoria d’aquest ferro deriva dels eritrocits vells que son reciclats pels
macrofags a la melsa i a altres organs. El ferro és posteriorment transportat per
la transferrina i reaprofitat per a la sintesi de nous eritrocits i molecules
d’hemoglobina en la medul-la dssia. Tanmateix, petites quantitats de ferro
d’altres tipus de cél-lules també sén recuperades pels macrofags. Tot i la rapida
utilitzacié del ferro, les seves concentracions en plasma so6n generalment
estables, la qual cosa indica que el lliurament de ferro reciclat des dels macrofags
al plasma ha de tenir un equilibri homeostatic.

Entre 1950 i 1960 es van fer estudis de seguiment del ferro amb marcadors i es
va demostrar que les pérdues del cos sbn només d’1 a 2 mg/dia, principalment
per la descamacio de les superficies epitelials (7). En circumstancies normals,
les pérdues es compensen amb l'absorcié de ferro en la dieta, principalment en
el duodé proximal. Com a resultat d’aquestes pérdues relativament petites,
I'absorcié de ferro a partir de la dieta normalment contribueix poc al flux de ferro
total en el éssers humans. Les contribucions del reciclatge i de I'absorcio de la
dieta a la mobilitzaci6 diaria de ferro sén diferents segons les espécies animals
depenent del temps de vida dels seus eritrocits i de les perdues de ferro diaries.
Ates que les péerdues de ferro no estan regulades de manera precisa pel deficit
o I'excés de ferro sistemic, la regulacié del contingut de ferro en el cos depéen

completament de I'absorci6é de ferro en la dieta (Figura 1).

Els mecanismes que controlen I'absorcié de ferro en la dieta en els éssers
humans han de fer front a les diferéncies en la biodisponibilitat del ferro en les
diferents fonts d’aliments, que van des del 5-12 % en les dietes vegetarianes a
14-18 % en les dietes mixtes (8). Malgrat aquestes variacions i canvis en la

demanda de ferro a causa del creixement o de la pérdua de sang ocasional,
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les reserves de ferro son estables en la majoria dels éssers humans que

consumeixen una dieta adequada en ferro.
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Figura 1. Distribucié del ferro en adults. En 'estat d’homeostasi, s’absorbeixen i es perden 1-2 mg de
ferro cada dia. El ferro de la dieta s’absorbeix pels enterdcits duodenals i circula a través del plasma. La
major part del ferro del cos es troba incorporat en 'hnemoglobina dels precursors eritroides i els eritrocits
madurs. Aproximadament, un 10-15 % del ferro esta incorporat en les fibres musculars (en la mioglobina) i
en altres teixits. El ferro s’'emmagatzema en les cel-lules del parénquima hepatic i en els macrofags. Els
macrofags proveeixen la majoria del ferro Gtil mitjangant la degradacié de I’'hemoglobina dels eritrocits vells.

Adaptada d’Andrews, 1999 (4).

42



5. Introduccié

Des de la década de 1930 a la década de 1980, alguns estudis experimentals
(9) van proporcionar suport detallat a I'existéncia de mecanismes homeostatics
gue controlen el contingut total de ferro del cos mitjancant la regulacié de
I’absorcid del ferro de la dieta i el control de la concentraci6 de ferro en el plasma,
predominantment mitjancant la regulacié de lalliberament de ferro reciclat a
partir dels macrofags. Des de llavors, I'esfor¢ s’ha centrat en coneixer les

molécules especifiques i els mecanismes implicats.

5.1.3. Teixits, cél-lules i fluxos

Durant el desenvolupament fetal, el sinciciotrofoblast de la placenta fa
transferéncies de ferro de la mare al fetus. En I'estadi postnatal, els tres tipus de
cél-lules clau que participen en I'nomeostasi del ferro sén els enterocits
duodenals, que absorbeixen ferro de la dieta; els macrofags, que reciclen ferro
a partir d'eritrocits i d’altres cél-lules; i els hepatocits, que emmagatzemen ferro
i el poden alliberar quan sigui necessari. La clau que regula el pas en els teixits
que transporten ferro és la transferencia de ferro des d’aquestes ceél-lules

transportadores al plasma.

L’hormona reguladora del ferro es 'hepcidina, produida als hepatocits (inclosos
els hepatocits fetals) i que controla la transferéncia de ferro al plasma des dels
enterocits, macrofags, hepatocits i des del sinciciotrofoblast. El ferro que no es
transfereix al plasma es reté a l'interior dels macrofags, dels hepatocits i potser
a la placenta, i funciona com a compartiment d’'emmagatzematge. En canvi, el
ferro retingut en els enterdcits es perd rapidament del cos perqué aquestes
cél-lules tenen un recanvi de 2 a 5 dies (10-12), i s’eliminen a través de la femta
arrossegant el ferro que no havia estat transferit al plasma. Per tant, la divisio de
ferro entre els enterocits duodenals (mucosa) i el plasma determina eficagment

el contingut de ferro del cos (13).

Les formes predominants de ferro en la dieta humana sén ’lhemo, la ferritina i
el ferro férric, que formen un complex amb altres macromolécules. L’entorn acid
de l'estbmac i I'exposicié a enzims digestius causen un alliberament parcial

d’aquestes formes de ferro. Hemo i ferro no hemo sembla que s’absorbeixin per
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mecanismes separats (14), tot i que pot haver-hi una altra via implicada en

I'absorcioé de la ferritina (15).

Tot i la importancia de I’'hemo i de la ferritina com a fonts de ferro i, malgrat
alguns estudis (15-17), sabem encara poques coses sobre el seu transport i el
metabolisme de I'enterocit. Tanmateix, el transport del ferro inorganic s’ha
estudiat amb detall durant diverses decades. L’absorci6 de ferro duodenal
requereix que el ferro creui la membrana apical, seguit d’'un emmagatzematge
variable en forma de ferritina citoplasmatica. A continuacio, es transporta el ferro
a través de l'enterocit i es produeix la transferencia de ferro a través de la
membrana basolateral. Hi ha evidéncia de que no importa la forma en qué és
absorbit per I'enterocit, el ferro en la seva forma ferrica es lliura a la transferrina

del plasma a prop de la superficie basolateral (14,15).

S’ha suggerit que el ferro férric també es pot moure a través de I'enterocit en
una vacuola, sense creuar les membranes cel-lulars (18). Una seqgliéncia
analoga d’esdeveniments té lloc en els fagolisosomes dels macrofags quan
fagociten els eritrocits vells. L’entorn hidrolitic dels fagolisosomes digereix
P’eritrocit i la seva hemoglobina, alliberant ’'nemo, el qual és llavors degradat per
’'hemo oxigenasa 1 (HOX1). A continuacio, el ferro és alliberat per a
’'emmagatzematge en el citoplasma o per a I'exportacio al plasma. La localitzaci6é
subcel-lular dels esdeveniments que tenen lloc després que I'hemo s’hagi
alliberat en els fagolisosomes encara no s’ha pogut determinar amb precisi6 (19—
22). Malgrat que la major part del ferro és exportat al plasma a través de la
membrana cel-lular dels macrofags durant I'estres hemolitic, ’'hemo podria ser
exportat intacte pels transportadors d’hemo units a I’hemopexina, un
transportador plasmatic d’hemo. Aixi, dos conjunts de transportadors i la
ferritina com a proteina d’'emmagatzematge de ferro citoplasmatic participen en
el flux del ferro mediat pels enterocits i macrofags. Els transportadors de
captacio lliuren el ferro al citoplasma i un segon conjunt de transportadors

transfereixen el ferro des del citoplasma al plasma sanguini (Figura 2).
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5.1.4. Importaci6 del ferro

El transportador de la captacié apical de ferro inorganic més important en
I’enterocit és el divalent metal transporter (DMT1) que importa el ferro ferros
(s’obté per reducci6 del ferro férric (Fe3t) de la dieta) i altres diversos metalls
divalents (23), pero no ferro trivalent (ferric) (forma predominant en la dieta que
és facilment absorbible i que cal reduir a ferro ferr6s (Fe?*) en I'estbmac per ser
posteriorment absorbit en el duodé) (24). L’evidencia demostra que els
precursors d’eritrocits i altres tipus de ceél-lules depenen de la transferrina pel
subministrament de ferro i la DMTL1 té el paper imprescindible del transport cap
el citoplasma del ferro alliberat per la transferrina (25,26).

A més, la DMT1 i una molecula relacionada, natural resistance associated
macrophage protein 1 (NRAMP1), també participen en el transport de ferro en
els macrofags (20-22), pero la seva funcié especifica en aquestes ceél-lules
encara no és del tot clara. El transportador sembla ser essencial per ’lhomeostasi
del ferro normal i menys important per la dels altres metalls divalents.

El transport efectiu de ferro per la DMT1 depén de la concentracié de ferro ferros
i del cotransport de protons (18,24,27). Per tant, la funci6é de la DMT1 necessita
la conversio del ferro ferric de la dieta al ferro ferr6s abans del seu transport i
també un ambient acid en la vorera de raspall dels enterocits. El citocrom b
duodenal (DCYTB) contribueix a la reduccié del ferro férric luminal, tot i que no
es necessita per la funcié de la DMT1 (27,28), potser perque altres molécules
amb activitat reductasa ferrica també hi poden contribuir. L’acid ascorbic, com
a conegut potenciador de I'absorcido de ferro en la dieta, augmenta l'activitat
reductasa del DCYTB, probablement actuant com el seu donant d’electrons

preferencial (29-31) (Figura 2).

5.1.5. Importacié de ’hemo

Actualment hi ha dos candidats com a transportadors de I’lhemo cap a dins del
citoplasma, 'hneme carrier protein 1 (HCP1), capac¢ de transportar hemo i acid
folic (17), i ’'hneme responsive gene 1 (HRG1), localitzat en els fagolisosomes
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dels macrofags (16,19) de manera que podria estar implicat en el transport de
I’'hnemo recuperat dels eritrocits vells i en el reciclatge del ferro (30) (Figura 2).

5.1.6. Ferritina i magatzem citoplasmatic

La ferritina és un heteropolimer esferic composat per 24 subunitats de cadenes
pesades (H) o lleugeres (L). La proporci6é relativa d’aquestes cadenes en el
complex varia segons el teixits (32). Es un component important de ’'homeostasi
del ferro sistéemic, ja que pot emmagatzemar en el citoplasma grans quantitats
de ferro en el seu interior. Les subunitats H-ferritina tenen funcié ferroxidasa per
facilitar la conversi6 del Fe®* a una forma de mineral oxidat per
’emmagatzematge (383). La capacitat del compartiment de la ferritina per
emmagatzemar el ferro en els enterodcits podria ser necessari per 'administracié
controlada de ferro als exportadors de ferro de la membrana basolateral. La

cadena L de la ferritina promou la nucleacio eficient i la mineralitzacio.

El ferro ferrés és lliurat a la ferritina per proteines citoplasmatiques,
principalment per la poly(rC)-binding protein 1 (24). L’alliberament de ferro des
de la ferritina es pot produir a través de porus tancats o per autofagia i degradacio
lisosomal de ferritina (34,35).

Al plasma sanguini trobem una forma soluble de la ferritina, relativament pobre
en ferro. Aquesta forma és un polimer que conté 24 subunitats principalment de
L-ferritina i que es deriva dels macrofags (36—-38).

Les concentracions seriques de ferritina es correlacionen amb les reserves de
ferro en la majoria, perd no en totes, les condicions fisioldgiques i patologiques
(39—-41), amb excepcions que reflecteixen situacions patologiques en les quals
els macrofags estan molt menys o molt més carregats de ferro que el parénquima
del teixit, o situacions en qué la sintesi de ferritina és deguda principalment a la

inflamacio.
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5.1.7. Exportadors de ferro

L’anic exportador de ferro que coneixem en els mamifers és la ferroportina que
es va identificar alhora i de manera independent per tres laboratoris diferents
(42—44). La ferroportina (FPN), també anomenada solute carrier family 40
member 1 (SCL40A1), iron-regulated gene 1 (IREG1) o metal transporter protein
1 (MTP1) (42—-44), és una proteina transmembrana de diversos dominis
codificada pel gen SCL40A1. Aquest és expressat per cel-lules que regulen el
metabolisme del ferro en el mamifers, el sincicitrofoblast de la placenta, els
eritrocits duodenals, els hepatocits i els macrofags. S’expressa en superficies
cel-lulars implicades en la transferéncia de ferro al plasma, és a dir, en la
membrana basolateral dels enterocits duodenals (43,45), en les membranes
plasmatiques dels macrofags (45), en les superficies sinusoidals dels hepatocits
(46), i en la superficie basal del sinciciotrofoblast de la placenta fetal (43). La
ferroportina exporta el Fe* i el Zn?*, perd no el Mn?*, el Cu?* o el Cd?* (47).

Per una altra banda, I'exportacié del ferro cel-lular depén d’'una familia de
ferroxidases que contenen coure (48), entre les quals trobem la
ceruloplasmina, I’hefastina i la zyklopen (49-52). Aquestes proteines utilitzen
'oxigen per oxidar el ferro ferros a ferro férric. Probablement aquestes
ferroxidases faciliten el flux de ferroportina mitjangada per Fe?* per oxidaci6 de
ferro a la seva forma ferrica Fe®*, i aixo facilita la seva absorci6 per
I'apotransferrina i mantenint d’aquesta manera una baixa concentracié de Fe?* a
la superficie cel-lular. El manteniment de gradient de Fe?* a la part extracel-lular
pot impulsar el transport de ferro mediat per la ferroportina (30) (Figura 2).

5.1.8. Exportadors de I’lhemo

El feline leukemia virus, tyme C, receptor 1 (FLVCR1) és I’Unic exportador
conegut de 'hemo (53). Hi ha dues isoformes funcionals de FLVCR1. La
isoforma FLCVR1A s’expressa a la membrana plasmatica, mentre que la
isoforma FLCVR1B s’expressa en la mitocondria. La isoforma FLCVR1B pot
intervenir en I'exportacié de I’hemo de la mitocondria al citoplasma en els

precursors dels eritrocits i d’altres cél-lules amb sintesi activa d’hemo (54).
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Figura 2. Regulacio del metabolisme del ferro. La imatge mostra els principals organs i tipus cel-lulars
involucrats en I’hnomedstasi del ferro. Els enterocits duodenals absorbeixen ferro de la dieta a través de la
proteina DMT1 localitzada en la membrana apical, després de la reducci6 de ferro ferric (Fe (lll)) a ferro
ferrés (Fe (1)) catalitzada per 'enzim DCYTB i potenciada per I'acid ascorbic. D’altra banda, els enterocits
incorporen hemo i acid folic a través del transportador HCP1. A continuacio, el ferro associat als grups hemo
és alliberat en el citoplasma mitjangcant I'accié de la proteina HOX1. La ferritina constitueix la principal
reserva de ferro intracel-lular. Els macrofags de la melsa reciclen el ferro a partir de la fagocitosi dels
eritrocits vells. El transportador HRG1 permet la incorporacié de grups hemo des del fagolisosoma cap al
citoplasma i I'accié de I'enzim HOX1 allibera el ferro associat a ’'hemo. Els dos tipus cel-lulars exporten ferro
a través del transportador ferroportina, amb I'ajut de I'hefastina, la qual oxida el ferro ferrés a ferro ferric. El
ferro també pot ser oxidat en la circulacié per I'accié de la ceruloplasmina. La transferrina del plasma capta
i transporta ferro en forma férrica cap a tots els teixits. L’hormona hepatica hepcidina, a través de la seva
uni6 a la ferroportina, regula I'exportacié de ferro des de les cél-lules cap a la circulaci6. Adaptada de
Pantopoulos et al., 2012 (55).
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La FLVCR1B es necessita pel desenvolupament i la diferenciacié de la série
eritroide; sembla que sense ella ’'hemo no arriba al citoplasma i no s’incorpora a
I’'hnemoglobina. Si bé la FLVCR1B és essencial per I'exportacié de ’'hemo des de
la mitocondria al citoplasma, no sembla que estigui involucrada en ’homeostasi
sistémica del ferro. En canvi, la isoforma FLVCR1A no es necessita pel

desenvolupament de les cél-lules eritroides.

5.1.9. Transportadors de ferro extracel-lulars

En circumstancies normals, el ferro férric exportat des de les cél-lules s’uneix al
transportador transferrina, el qual pot portar fins a dos ions férrics. Aquests ions
son lliurats als teixits diana per captacié mediada pel receptor de la transferrina
(TFR) 1. La transferrina té un paper important fins al punt que es produeix una
anémia greu quan hi ha una hipotransferrinemia genetica o atransferrinémia en

els éssers humans i en els ratolins (56-58).

5.1.10. Control hormonal de I’homeostasi del ferro per I’hepcidina i el seu

receptor ferroportina

Malgrat les fluctuacions de ferro de la dieta humana i la pérdua de sang ocasional
per un traumatisme o per un part, la majoria d’humans adults mantenen les
concentracions de ferro en el plasma en el rang 10-30 yM i les reserves de
ferro d’aproximadament 0,2-1 g (39). Per altra banda, en els periodes de déeficit
de ferro la seva absorcié augmenta i es redueix en situacions de sobrecarrega
de ferro via parenteral (9). Per tant, aix0 ens porta a deduir que una o0 més
hormones actuen sistematicament regulant els fluxos principals de ferro i

aquestes son alhora regulades pel ferro (9,11).

L’homeostasi del ferro es manté gracies I’hepcidina, un peptid de 25 aminoacids
qgue funciona de forma analoga a una hormona i mitjangant un mecanisme de
retroalimentacié negativa. El seu nhom es deriva d’hepatic bactericidal protein.
L’hepcidina és secretada pels hepatocits i regulada positivament per la
sobrecarrega de ferro i la inflamacid, i negativament per la hipoxia i 'anémia

(59). Exerceix les seves funcions de regulacioé de 'homeostasi del ferro a través
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de la unié a la ferroportina, de tal manera que indueix la seva fosforilacid, i
posterior degradacid, bloquejant I'exportacié del ferro cel-lular (veure apartat
“Mecanisme d’acci6 de I’hepcidina”) (60).

L’hepcidina va ser aillada a partir d’'un ultra-filtrat de sang humana i anomenada
LEAP 1 (Liver Expressed Antimicrobial Protein) (61). El seu extrem C-terminal té
efectes antimicrobians i antifingics, i la proteina esta classificada, juntament amb
les tionines i les defensines, dins el grup de la familia dels péptids antimicrobians
rics en cisteina i cations. Posteriorment, el mateix peptid va ser aillat
independentment de I'orina humana (62) i del fetge de ratoli (63), i va ser assignat
amb el nom d’hepcidina. Pigeon et al (63) van ser el primers en associar
I’'hepcidina amb el ferro i, poc temps després, els estudis amb ratolins transgenics
van revelar que I’hepcidina regula el transit de ferro des de I'entorn (és a dir, des
del lumen intestinal, o en el cas d’un fetus, des de la sang materna) cap el torrent
sanguini. També regula lalliberament de ferro des del compartiment

d’emmagatzematge dels macrofags (12,64,65).

L’hepcidina circula en el plasma sanguini majoritariament de forma lliure, excepte
per una feble uni6 a l'albumina i a 'a2-macroglobulina (66,67), i es filtra pels
ronyons (62). EI segment N-terminal de I'hepcidina (de 6 aminoacids) esta
altament conservat entre especies i €s essencial per a la funcié reguladora de
I’hepcidina i per a la seva interaccié amb la ferroportina (68). Durant la sintesi de
’hepcidina, es genera un prepropéeptid de 84 aminoacids que conté una
sequencia conservada d’escissio reconeguda per una prohormona convertasa.
L’escissio de la molécula dona lloc a un intermediari cel-lular anomenat
prohepcidina que, a continuacié, és processat cap a la forma madura i
biologicament activa, I'hepcidina de 25 aminoacids (61-63,69,70). No hi ha
evidéncia que la molecula intermédia tingui cap funcié més que la de precursora
de I'hepcidina madura. Per altra banda, s’han identificat formes més curtes de la
molecula (22 i 20 aminoacids) que es troben en I'orina humana o en el plasma
huma, generalment a concentracions molt més baixes que la forma de longitud
completa (62,71).
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5.1.11. Mecanisme d’accio de I’hepcidina

L’expressid de I'hepcidina esta regulada pels nivells de ferro de I'organisme (tant
els nivells de magatzem de ferro al fetge com els ferro circulants; veure apartat
“Regulacié de I'hepcidina pel ferro”) i per senyals inflamatories. L’hepcidina
també és una proteina de tipus Il de fase aguda que intervé en la hipoferremia
associada a la infeccié i a la inflamaci6. El senyal inflamatori que regula
I’expressio de I'’hepcidina es deu principalment a la interleucina (IL)-6. La IL6 és
la citocina necessaria per induir I'hepcidina durant la inflamaci6é i I'eix IL6-

hepcidina és el responsable de regular la hipoferremia de la inflamacié (72).

L’hepcidina exerceix les seves funcions biologiques sobre el metabolisme del
ferro mitjangcant la uni6é al seu receptor a la membrana cel-lular, la ferroportina.
La uni6 de I'hepcidina a la ferroportina implica la internalitzacio i degradacio
lisosomal de la ferroportina, la qual cosa porta a una disminucio de I'exportacio
de ferro cel-lular. La regulaci6é postraduccional de ferroportina per hepcidina pot
aixi completar un circuit homeostatic: el ferro regula la secrecié de I’hepcidina,
que al seu torn controla la concentracié de ferroportina en la superficie cel-lular
(73,74). Les concentracions d’hepcidina necessaries per aquest efecte sén entre
101100 nM (73), i aquestes corresponen aproximadament en el plasma sanguini
huma al rang superior en condicions patologiques d’hipoferremia (75). Aquest
mecanisme de retroalimentacié negativa manté el ferro a nivell adequat en la
circulacio per I'eritropoiesi sense que es causi dany oxidatiu a les cel-lules. Més
tard, si el ferro es necessita a la medul-la 0ssia per la sintesi d’hemoglobina, la
producci6 d’hepcidina es redueix, la ferroportina s’expressa de nou a la superficie

de la cél-lula i 'exportacié de ferro en el torrent sanguini es torna a activar.

La sobreexpressio transgénica de I’hepcidina causa anémia per déficit de
ferro (76,77), per inhibicid de I'absorci6 de ferro i per la restriccid de I'alliberament
de ferro emmagatzemat. De la mateixa manera, la sobreexpressid de I'hepcidina
durant la vida fetal pot afectar la transferéncia de ferro, la qual cosa causa una
anémia per deficit de ferro molt greu en el moment del naixement que pot
provocar la mort durant el periode perinatal (76). A I'altre extrem, trobem déficits

d’hepcidina en ratolins o en humans que causen hiperabsorci6 de ferro i
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sobrecarrega férrica en el parénquima d’organs com el fetge, el pancreesii el cor,
alhora que es produeix una paradoxal perdua del magatzem de ferro en els
macrofags (78-80). Aquests efectes de I'excés o el deficit de I'hepcidina
evidencien el seu paper fonamental en el control de I'absorcio i I'alliberament de
ferro reciclat a partir de macrofags. La interaccid hepcidina-ferroportina té un
paper fonamental en ’homeostasi del ferro que suggereix que la ferroportina pot
ser I'tnica diana de I'hepcidina (Figura 3).

5.1.12. Mecanismes d’homeaostasi del ferro independents de I’hepcidina

L’absencia d’hepcidina en els invertebrats suggereix que hi ha mecanismes
alternatius per a la regulacio sistemica de la ferroportina que podrien existir en
invertebrats i persistir en els vertebrats, encara que podrien no ser prou eficagos
per compensar les situacions patologiques en les quals I'hepcidina és deficient o

excessiva.

Els dos factors que poden afectar I’homeodstasi del ferro per mecanismes
independents de I'hepcidina sén la hipoxia i el deéficit de ferro cel-lular (59),
qguan afecten les cél-lules i els teixits involucrats en el transport sistémic del ferro.
En els ratolins, el RNAm (RNA missatger) de la ferroportina duodenal augmenta
en condicions d’hipoxia o de déficit de ferro (44,81-83). Per altra banda, la
hipoxia i 'anemia augmenten el RNAm de la ferroportina en els macrofags pero
no en els hepatocits (81). Aquests efectes especifics de teixit poden ser
mitjancats pels factors induits per hipoxia (HIF), especialment pel HIF2a (23,84),
els quals regulen la transcripcié de la ferroportina. La degradacié dels HIFs per
les prolil-hidroxilases depén tant del ferro com de loxigen; aixi, les
concentracions d’HIF2a podrien augmentar pel deficit de ferro cel-lular i per la

hipoxia (Figura 3).

També cal assenyalar que un potencial mecanisme de regulacié podria disminuir
la ferroportina durant el déficit de ferro cel-lular. Una forma del RNAm de la
ferroportina conté un element de resposta al ferro (IRE) que podria reprimir la
traduccié de ferroportina en situacié de deficit de ferro, mentre que la forma

alternativa de la ferroportina abundant al duodé i que no té I'element IRE eludiria
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aquest efecte (83). El déficit de ferro també pot reprimir la traduccié de I'HIF2a a
través de la interaccié de proteines reguladores de ferro (IRP1 i 2) amb un
element IRE en la regid 5 no traduida del RNAm de I'HIF2a (84). Alires
components de la maquinaria de transport en el duode, inclosos la DMTL1 i
DCTYB, també son dianes de I'HIF2a i els seus RNAm estan incrementats
durant la hipoxia i el déficit de ferro (23). Queda per determinar si la regulacio
hipoxica representa la forma evolutivament més antiga de ’'homeostasi del ferro.
Si és aixi, I'nepcidina podria haver evolucionat inicialment com un sistema
mediador de defensa que no fa cas de les respostes homeostatiques més
primitives del ferro durant la infecci6 i, per tant, es podria haver adaptat i
evolucionat en ’homedstasi del ferro (30).

5.1.13. Regulacioé de I’hepcidina pel ferro

La relativa estabilitat de les concentracions de ferro en plasma degut al rapid
recanvi de ferro suggereix I'existéncia de mecanismes de retroalimentacio
mediats per I’hepcidina en resposta a canvis en els nivells de ferro. Aquest fet
es va detectar en un experiment amb voluntaris humans (75) donant petites dosis
de ferro suficients per elevar la concentracié ionica en plasma de manera
transitoria, perd alhora massa petites per contribuir a augmentar de manera
significativa les reserves de ferro. Es va observar que els nivells d’hepcidina
sérica augmentaven espectacularment en resposta als augments transitoris de
ferro plasmatic amb un retard d’aproximadament 8 hores (75). D’altra banda, les
reserves de ferro limitades en homes i dones amb dietes variades suggereixen
que les reserves corporals podrien regular I'nepcidina de manera independent
dels efectes a curt termini de les concentracions de ferro en el plasma (39).
Alhora, la regulaci6é de I'hepcidina pel ferro del plasma i pel ferro emmagatzemat
sembla que se situa en diferents moments del temps (hores versus dies després
d’un canvi substancial en els nivells de ferro), cosa que podria permetre que els

dos reguladors funcionin en paral-lel (75,85-87).
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5.1.14. Sensors i vies que regulen I'"hepcidina

Els hepatocits sén els principals productors d’hepcidina (61-63,88). La
ceruloplasmina i la ferroportina se situen predominantment a la zona periportal,
en canvi I'hepcidina esta distribuida de manera uniforme entre els hepatocits
(46,89). Altres tipus de cél-lules, com els macrofags i els adipocits (88,90) tenen
nivells molt més baixos de RNAm d’hepcidina.

L’dnica regulacié coneguda de I'hepcidina és transcripcional. Els mecanismes
moleculars que intervenen en la regulacié de I'hepcidina pel ferro s6n complexes.
Hi ha diversos gens implicats en la regulaci6 de I'hepcidina pel ferro. L’eix central
de la regulaci6 de l'hepcidina esta representat pel receptor de la bone
morphogenetic protein (BMP) i la via de transducci6 de senyals mediada per la
familia mothers against decapentaplegic homolog (SMAD). Les proteines BMP
s6n membres de la superfamilia del factor de creixement transformant beta
(TGFP) involucrats en la comunicacié paracrina. Interaccionen amb receptors
especifics a la superficie cel-lular. Multiples BMPs indueixen drasticament
I'expressio de I’hepcidina (91,92). S’han identificat diversos elements de resposta
a BMP funcionals en el promotor de I'hepcidina (93—-95) i I'efecte de I'ablacio
hepatica especifica de 'SMAD4 bloqueja I'expressié de I'hepcidina (96).

La proteina de membrana hemojuvelina és un coreceptor essencial per
I’activacidé del receptor de BMP i la senyalitzacié relacionada amb el ferro. La
seva anul-lacié porta a un déficit greu d’hepcidina i a una important sobrecarrega
ferrica en éssers humans (inici tempra, forma juvenil de I'HH) i en ratolins (97—
99). La forma hepatica de I’hemojuvelina sembla ser essencial per a la regulacié
de rhepcidina mentre que la forma del muscul és prescindible (58,100).
L’hemojuvelina soluble s’uneix a les BMPs, amb alta afinitat per la BMP2, 4i 6
(91,101,102) i aixd podria explicar la seva habilitat per antagonitzar el senyal de
les BMP.

La naturalesa dels sensors extracel-lulars i com complementen la via de la BMP
€s poc conegut. Existeixen receptors de la transferrina (TFR) 1 i 2 localitzats
alamembrana cel-lular. Els nivells de TFR1, pero no els de TFR2, estan regulats
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pels nivells intracel-lulars de ferro. El TFR2 és un ferm candidat com a sensor
extracel-lular de la concentracié d’holotransferrina. La TFR2 s’estabilitza per
I’holotransferrina i la deficiencia de TFR2 en ratolins o éssers humans causa una
péerdua de detecci6 extracel-lular de ferro (103-107). ElI TFR2 esta
extraordinariament expressat al fetge i fa de mitjancer en la captaci6 del ferro
unit a la transferrina en el hepatocits in vitro (108), possiblement a través de
I’endocitosi mitjancada pel receptor. La pérdua de funcié del TFR2 en micos
(109) i en humans (110) s’associa amb una sobrecarrega greu a I’hepatocit. Igual
que el TFR1, el TFR2 interactua amb la proteina de ’hemocromatosi humana
(HFE), de manera que I'HFE i el TFR2 poden formar un complex de deteccio del
ferro que modula I'expressio de I'hepcidina en resposta als nivells sanguinis de
transferrina diférrica. En aquest model, la proteina transferrina carregada de ferro
i THFE competeixen per la unié al TFR1 (111), de manera que el complex HFE-
TFR1 podria ser un altre sensor per I’holotransferrina, potser independent del
TFR2 (112,113) o interactuar amb ell i amb I'hemojuvelina (114). Quan es
produeix un augment de la saturacié de la transferrina en serum (IST), 'HFE es
dissocia del TFR1 i resta disponible per unir-se al TFR2. S’ha proposat que la
interaccid de la transferrina-HFE amb TFR2 podria funcionar com un complex
efector-sensor-transductor de senyals de ferro que indicaria un alt contingut de
ferro en sang (103,115). De forma resumida, 'HFE i el TFR2 tenen papers
independents, de tal manera que la sobreexpressid de I'HFE estimula la

produccio d’hepcidina (112,115), tant si el TFR2 hi és present com si no.

A més dels TFR1 i 2, cal fer referéncia a un receptor soluble de la transferrina
(sTFR) corresponent a la porci6é extracel-lular escindida del TFR1 que s’allibera
al serum (116). Aquest receptor és un dimer de proteines de dues subunitats
idéntiques, unides entre elles per dos parells d’enllacos disulfur. EI sTFR no s’ha
implicat en el lliurament de la transferrina cap a l'interior de les cél-lules ni en el
magatzem de ferro intracel-lular. La determinacié dels nivells de sTFR s’utilitza
com a mesura del ferro funcional no subjecte a estats d’inflamacié i indica I'estat

real de les reserves de ferro (117).

Per altra banda, 'HFE no és necessari per la regulacié transcripcional de la

BMP6 en resposta al ferro de la dieta, pero la perdua de I'HFE disminueix la
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senyalitzaci6 a través de la BMP6 in vitro i in vivo (118,119). Aixi doncs, 'HFE
promou I'expressié de I‘hepcidina a través d’algun tipus d’interaccié amb la via
de senyalitzaci6 BMP6-SMAD. L’efecte de I'HFE, que es creu que té lloc al fetge
via endocrina o paracrina, podria ser necessari per una resposta optima als
nivells baixos basals de BMP6 (119). En resum, els nivells serics de ferro
(indicats per la quantitat de saturacié de ferro de la transferrina (IST)) poden
influir indirectament en la sintesi d’hepcidina a través de la via d’activaci6 de la

BMP (91,120) i mitjancant I'activacio a través del complex TFR1-HFE.

Altres factors que poden inhibir I'expressié de I'’hepcidina sén la neogenina
(102,121,122) i la proteasa matriptasa-2 (anomenada TMPRSS6) que regula

negativament la senyalitzacié de BMP relacionada amb I’hepcidina (123—-127).

Les reserves de ferro son clarament potents reguladors de I'hepcidina, pero no
es coneix el mecanisme a través del qual regulen la transcripcié de I’hepcidina.

Sembla que hi podria estar implicat el receptor de BMP (28,106,128,129).

5.1.15. Regulacioé de I’hepcidina per I'eritropoiesi

L’absorcié de ferro intestinal esta incrementada en resposta a una hemorragia
o a l'eritropoietina (EPO) (9) de manera que un “regulador eritroide” modularia
I’absorcid intestinal de ferro assegurant el subministrament adequat de ferro

guan és necessaria una eritropoiesi accelerada (130,131).

Quan es va descobrir I'hepcidina, el concepte de regulador eritroide com a
regulador de I'absorci6é es va modificar pensant en un regulador de I'’hepcidina.
Es va pensar inicialment que la hipoxia o 'EPO podien regular directament
I’hepcidina (59,132,133). Les dades, perd, van donar suport a un model en el
qual la medul-la 0ssia produeix un supressor de I’hepcidina en resposta a 'EPO
(134-137).

Recentment s’ha observat que I'hepcidina es reprimeix quan I’eritropoiesi €s
estimulada per 'EPO per afavorir el subministrament de ferro als eritroblasts en
maduracié. L’eritroferrona (ERFE) s’ha identificat com un dels reguladors que
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inhibeixen I'hepcidina en les situacions d’estrés de I'eritropoiesi (després d’una
hemorragia, d’'una hemolisi i altres condicions que incrementen 'EPO). Per altra
banda, la serina proteasa matriptase-2, codificada per TMPRSS6, és també un
potent inhibidor de I’hepcidina en aquestes situacions; les seves mutacions

poden causar anémia per deficit de ferro refractaria a ferro (138) (Figura 3).

5.1.16. Hepcidina i inflamacié, dany hepatic i defensa de I’hoste

La secrecid d’hepcidina és part de la resposta immunitaria innata, és a dir, esta
induida per les infeccions i la inflamaci6 (59,63). Aquesta resposta
antimicrobiana ha estat ben definida i esta relacionada amb la intervenci6 de les
citocines inflamatories, sobretot de la IL6, la qual activa el factor de transcripcio
STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3) (139). De la mateixa
manera que altres proteines de fase aguda, la sintesi d’hepcidina s’indueix per
esdeveniments intracel-lulars com I'estrés en el reticle endoplasmatic a través
del factor de transcripci6 CREBH (cyclic AMP response element-binding protein
H) (140). Aquest mecanisme podria reservar ferro per funcions especifiques en

situacions d’estres cel-lular (Figura 3).

La similitud estructural de I'hepcidina a péptids antimicrobians, incloses les
defensines i molécules relacionades, ha generat la hipotesi segons la qual
I’hepcidina té un paper important en la immunitat innata i podria regular els

senyals inflamatoris (72).

Per una altra banda, I'hepcidina també s’indueix durant el dany hepatic i la
malaltia hepatica. L’estrés en el reticle endoplasmatic és el signe patologic
que modula la sintesi d’hepcidina a través de I'activacioé de diferents factors de
transcripci6. En contrapartida, I'estrés oxidatiu hepatic pot suprimir la
produccié d’hepcidina després de la ingesta d’alcohol o de malalties hepatiques
virals i causa una sobrecarrega férrica que agreuja la lesio hepatica. Els factors
de creixement epidermics i dels hepatocits (EGF i HGF, respectivament), que
contribueixen a la regeneracid hepatica després de la lesi6é, també poden
suprimir ’hepcidina (85,141-150).
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Sembla que la induccié de I'hepcidina pels factors microbians i inflamatoris
serveix en la funcié de defensa de I'hoste, perd no hi ha massa evidéncia sobre
aquest punt. Sabem que els pacients amb HH, la majoria dels quals tenen una
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Figura 3. Mecanismes de regulacié de la produccié d’hepcidina. En resposta a elevats nivells de ferro,
les proteines HFE, hemojuvelina i TFR2 incrementen I'expressio de I’hepcidina hepatica. S’ha proposat que
I’hemojuvelina actua com a coreceptor dels receptors de BMP. Un cop el lligand BMP i dos receptors de
BMP s’uneixen a I’'hemojuvelina en la superficie cel-lular s’activa la senyalitzacio intracel-lular de BMP a
través de la via SMAD, la qual indueix I’expressié de I'hepcidina. Tanmateix, els mecanismes a través dels
quals les molécules HFE i TFR2 regulen I'expressié de I'hepcidina no estan del tot definits. La infecci6 i la
inflamaci6é augmenten la produccié de citocines, com la IL6, la qual indueix I'expressié de I'hepcidina a
través de mecanismes que inclouen la uni6 del factor de transcripcié STAT3 al promotor de 'hepcidina. A
continuacio, I'hepcidina s’uneix a la ferroportina en la superficie de macrofags, enterocits i hepatocits. El
complex és internalitzat i degradat, reduint tant I'alliberaci6 de ferro pels macrofags i hepatocits com
I’absorcié de ferro intestinal. S’ha suggerit també que I'’hepcidina pot disminuir I'expressié de proteines
involucrades en la captacio6 de ferro intestinal, com la DCYTB i la DMT1, tot i que el mecanisme implicat no
esta clar. Per una altra banda, un augment de la produccié d’EPO com a conseqiiencia de, per exemple,
I'anémia o la hipoxia, suprimeix I'expressidé de I'hepcidina a través d’'un mecanisme depenent de la
matriptasa-2, el qual interfereix sobre la senyalitzacié via BMP-SMAD. La molécula ERFE també ha estat
identificada recentment com a reguladora negativa de I'expressioé de I'’hepcidina en aquestes condicions.
Adaptada de Dunn et al., 2007 (155).
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deficiencia absoluta o relativa d’hepcidina, sbn més susceptibles a certes
infeccions, per exemple Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica i Listeria
monocytogenes (151-154). No queda clar, pero, en quina mesura diferents
factors individuals, com ara la malaltia hepatica, la sobrecarrega ferrica dels
teixits, lalta concentraci6 de ferro extracel-lular, la manca de resposta
hipoferrémica a les infeccions i la manca d’hepcidina, contribueixen a augmentar

la susceptibilitat a les infeccions.

S’ha plantejat la hipotesi que no només la inflamacié regula I’hepcidina, sin6 que,
de forma reciproca, els nivells d’hepcidina també modulen negativament els
senyals inflamatoris. EI mecanisme de l'efecte antiinflamatori de I’hepcidina

inclouria la senyalitzacio de I’lhepcidina induida per la ferroportina (156,157).

5.2. SOBRECARREGA FERRICA | ANEMIA: DESORDRES
GENETICS EN EL SISTEMA HEPCIDINA-FERROPORTINA

En condicions fisiologiques normals és necessari que els nivells de ferro al cos
estiguin controlats amb gran precisio. La ingesta oral de ferro no ha de provocar
sobrecarrega bioquimica de ferro excepte en individus predisposats i que, a més,
tenen una eritropoiesi ineficag. Quan existeix un defecte en els mecanismes de
regulacio del ferro apareixen els estats de sobrecarrega ferrica o d'anémia que
diferiran segons el mecanisme fisiopatologic alterat. Aixi, podem trobar
alteracions en l'eix hepcidina-ferroportina (el més freqlient esta associat a
I'alteraci6 del gen HFE), en la maduraci6 de leritrocit o en el transport del ferro.
Les sindromes per sobrecarrega son heterogénies i poden ser adquirides o

hereditaries.

Les mutacions en els gens que codifiquen I'hepcidina, els seus diferents
reguladors o la seva diana molecular, la ferroportina, poden manifestar-se com
a trastorns de la regulacié del ferro (158,159). El déficit d’hepcidina o la
resistencia a la ferroportina, porten a I’'HH, un grup de malalties caracteritzades

per una eritropoiesi del ferro normal i una sobrecarrega sistemica de ferro deguda
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a la hiperabsorcio del ferro de la dieta (veure Il'apartat “Hemocromatosi
hereditaria”). En aquests individus els macrofags alliberen més ferro que els
d’individus sans (160), a més de presentar un increment de I'’entrada de ferro des
del tracte gastrointestinal que depen principalment de l'increment del pas de ferro
des dels enterdcits al plasma en comptes de 'augment de la captacio des de la

llum intestinal (64).

Aquesta absorci6 de ferro fora del control precis propi de les situacions
fisiologiques, afegit a I'activitat eritropoietica normal, primer déna lloc a un
augment de la saturaci6 de la transferrina (IST) i, posteriorment, a la
sobrecarrega bioguimica de ferro prolongada en el temps. Aquesta situacio
sense tractament provoca un augment progressiu del contingut de ferro en les
cél-lules del parenquima que fa que finalment s’excedeixi la capacitat
d’emmagatzematge del ferro intracel-lular a través de la proteina ferritina. Com
a consequlieéncia, es provoca un estres oxidatiu greu amb una generacié i perdua
constant d’electrons d’alta energia de la cadena respiratdoria mitocondrial
(produccié de ROS) (161,162).

L'edat d'inici i la taxa de progressioé de la malaltia es correlaciona amb la gravetat
de la deficiéncia de I’hepcidina, pero és probable que sigui modulada per gens
encara no identificats com a part del sistema regulador del ferro, aixi com per I'Us
i abus de l'alcohol, factors dietétics i la pérdua de sang durant la menstruacio
(149,163,164). Aixi mateix, les mutacions heterozigotes en el gen de la
ferroportina (SCL40A1) fan que disminueixi la concentraci6 de la ferroportina a
la membrana o que disminueixi la seva capacitat pel transport de ferro. Aquest
trastorn déna lloc a la malaltia de la ferroportina, descrita el 1999 (165) i segona
causa més comuna d’HH després de I'HH lligada a I’'HFE. Esta causada per un
trastorn autosomic dominant en el gen de la ferroportina (SCL40A1). Es tracta
de les mutacions C326S (166) i C326Y (167) amb peéerdua de funcidé en la
ferroportina (168—170) que es manifesta per una alteracié en I'exportacié del
ferro, sobretot en els macrofags reticuloendotelials. Per aquest motiu, es
produeix una resistencia a I’hepcidina malgrat aquesta és produida a nivells
normals en resposta a 'augment dels nivells plasmatics de ferro. Les mutacions

en la ferroportina causen hiperabsorcié de ferro de la dieta i acumulaci6 de ferro
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en els macrofags de la melsa, del fetge i de la medul-la, i es reflecteixen en uns
nivells alts de ferritina en serum (170). Les cél-lules del parenquima d’aquests
organs sbén en gran part recanviades, i per tant es tracta d’'una malaltia visceral
lleu. Els nivells de ferro en sang son baixos (reflectit per un nivell baix-normal
d'IST), tot i l'augment dels nivells de ferritina serica i, en determinades
circumstancies (per exemple en régims agressius de flebotomies), es produeix

una tendéencia a I'anémia (12).

En resum, en les sobrecarregues férriques el trastorn en I'absorci6 excessiva de
ferro sol estar relacionat amb una sintesi deficient o activitat reduida de
I’hepcidina. La majoria de casos d’HH sbn deguts a alteracions en els gens que
regulen la sintesi d’hepcidina, entre els principals 'HFE (mutat en més del 80 %
de casos d’HH) (171-173), el TFR2 (174,175), ’lhemojuvelina (HFE2 o HJV)
(80,99) i la recentment descrita en relacidé al gen BMP6 (176). Pel que fa a la
disminucié de I'activitat de I'hepcidina, podria ser deguda a mutacions en el
gen que la codifica I'hnepcidina (hepcidin antimicrobial peptide (HAMP)) o a
mutacions que impedeixen la interacci6 de I'hepcidina amb la proteina
ferroportina (62,166,167) (Figura 4).

En el model de patogenesi de totes les formes d’HH, 'HFE, el TFR2 i
I’'hemojuvelina son reguladors independents perd complementaris de la sintesi
d’hepcidina en el fetge. Quan les formes funcionals del gen de I’hepcidina
(HAMP) s’expressen a nivells normals i cada un dels tres reguladors funcionen
correctament, la quantitat de ferro transferida a la sang sera I'adequada; no es
dipositaran en els teixits nivells excessius de ferro. La perdua de funci6 de I'HFE
o del TFR2 empitjora amb la quantitat de ferro que entra al torrent sanguini.
Tanmateix, en aquests casos la funci6 de I'hemojuvelina és suficient per a
I’expressio de I’hepcidina. Aixi, el ferro s’anira acumulant als teixits de manera
gradual, com passa en I'HH associada amb la pérdua de la funcié de I'HFE. El
fenotip de la sobrecarrega férrica associada a la pérdua d’hemojuvelina és més
greu i similar a I'associat amb la pérdua d’hepcidina. Un fenotip similar seria
I'esperat quan I'HFE i el TFR2 perden alhora la seva funcid, sobretot si les dues

proteines funcionen a través de vies diferents perdo complementaries. Les formes
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Figura 4. Les deficiéncies de I’hepcidina soén el principal factor patogénic en ’lhemocromatosi. (A)
En subjectes sans, I'hepcidina secretada pel fetge regula I'alliberament de ferro des dels macrofags i des
dels enterocits duodenals a través de la interaccié amb la ferroportina expressada en les seves superficies.
Els gens HFE, TFR2 i hemojuvelina (HFE2 o HJV) s6n necessaris per ajustar I'expressio de I'hepcidina
segons les necessitats de ferro. La perdua d’un dels reguladors de '’hepcidina porta a un flux de ferro cap
el plasma sense cap restriccio. Una part del ferro anira cap a la medul-la dssia per I'eritropoiesi o cap el
muscul esquelétic per incorporar-se a la mioglobina; una altra part del ferro s’emmagatzemara en els
hepatocits en forma de ferritina. La resta romandra en la circulacié ja que a part de la menstruacio, el cos
no té cap manera efectiva d’eliminar el ferro sobrant. Des del plasma, I'excés de ferro es vessa al
parénquima dels teixits on causara dany oxidatiu cel-lular. Les caracteristiques de la carrega de ferro en la
circulacié depenen del tipus de regulador de I'hepcidina que s’hagi perdut. En abséncia del gen HFE (B),
I’'acumulacié pot ser gradual i de lleu a moderada; o bé en cas de pérdua de funcié de ’hemojuvelina (HFE2
o HJV) (C), 'acumulacié sera massiva i rapida. Per tant, trobarem formes més lleus (associades a I'HFE) o
més greus d’hemocromatosi (associada a I’'hemojuvelina (HFE2 o HJV) o al HAMP). La pérdua de TFR2
probablement provoca un nivell intermedi de déficit d’hepcidina que porta a una sindrome de sobrecarrega
de ferro en 'adult que apareix de manera més precog del que apareix en 'HH relacionada amb I'HFE i que
és clinicament més greu. L’'HH també pot estar associada a mutacions rares de la ferroportina (SCL40A1)
(D) que fan que I'exportador de ferro no respongui a I’hepcidina. Malgrat que I'hepcidina és sintetitzada i
alliberada de manera equilibrada segons els nivells plasmatics de ferro, la mutacié en la ferroportina
continua deslliurant ferro de la dieta cap el plasma. Adaptada de Pietrangelo, 2004 (170).
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greus de I’'HH juvenil s’han descrit en individus amb mutacions en ’'HFE i el TFR2
(177). En ratolins, la supressi6 combinada de 'HFE i del TFR2 provoca una
massiva sobrecarrega de ferro (113). Quan I'expressi6 de I’hepcidina és normal,
les mutacions en el gen que codifica per a la ferroportina (SCL40A1) poden donar

lloc a la resisténcia a I'hepcidina i a 'HH (12) (Figura 4).

A l'extrem oposat de I'espectre de trastorns genétics del ferro, tenim situacions
en les quals la produccio i les concentracions en sang de I'hepcidina sén
inadequadament altes o bé la concentracio ala membrana o la capacitat de
transport de la ferroportina esta reduida. També les lesions genetiques
homozigotes en el gen de la matriptasa-2 (TMPRSS6) causen la sobreproduccié
d’hepcidina i resulten en una sindrome d'anemia per deficiéncia de ferro a causa
de la disminuci6é de l'absorcié de ferro i el segrest de ferro en els macrofags
(123,124,170,178,179).

5.3. HEMOCROMATOSI HEREDITARIA

5.3.1. Antecedents historics de I’lhemocromatosi hereditaria

La preséncia de ferro a la sang es va demostrar per primera vegada el 1713 pero
fins a dos segles més tard no es va poder descriure la primera proteina
relacionada amb el ferro, la ferritina, i no es van descobrir els principis basics de
I’'hnomeostasi del ferro (12). A mitjans de la decada de 1800 el metge francés
Armand Trousseau va descriure ’hemocromatosi a partir de l'autopsia d’un
pacient amb DM (12). Va quedar impressionat per I'aparenca de “rostre bronzejat
del pacient”. Va explicar que el fetge “era granular, d’'un color uniforme gris groc
i molt dens”. En aquell moment I'Gnica malaltia coneguda en relacio al ferro era
el que avui coneixem com a anemia hipocromica amb déficit de ferro i a la qual
anomenaven “clorosi o morbus virgineous” (12) degut a que era frequent en les
nenes i dones joves. Trousseau va promoure el tractament amb ferro tot i que es

va classificar 'estat com a “malaltia nerviosa”.
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El terme “hemocromatosi” va ser inventat pel patoleg alemany Friederich Daniel
Von Recklinhausen en un article curt publicat el 1889 (180). Va descriure la taca
bronzejada dels drgans que havia estat atribuida a pigments sanguinis. Aquest
terme va ser mantingut i hauria estat aplicat en diferents situacions, inclosos “els
casos de cirrosi pigmentaria en associaci6 a la diabetis”, segons deia.
Continuava, “ha portat als autors francesos (Hanot i Schuchmann) a preguntar-
se si el pigment bronzejat el produeix en excés el fetge malalt i d’alla passa al
pancreas i a la pell (melanodérmia) o bé, com proposa Letulle, es forma
principalment als vasos sanguinis a partir de la destruccié dels globuls vermells”.
Von Recklinhausen va pensar que es tractava de més d’una malaltia i, més tard,
el terme hemocromatosi es va utilitzar per definir diferents alteracions, inclosa
I’'HH, la sobrecarrega ferrica associada a dany organic, la sobrecarrega férrica a
teixits i la sobrecarrega férrica associada caracteritzada per cirrosi pigmentaria i
DM descrita durant el segle XIX. Fins a la meitat del segle XX aquesta condicio
es va atribuir a la DM, I’'hemdlisi, les toxines i els trastorns metabdlics. El 1935
Joseph Sheldon va descriure la naturalesa multiorganica de la sindrome i el
probable paper del ferro com a causa principal (12). També va ser el primer en
suggerir que el problema podria ser degut a un defecte metabdlic hereditari. En
les decades seguents, els estudis sobre ferrocinética van proporcionar més
informacio sobre la regulacio del ferro i es van introduir les flebotomies com a

tractament de ’'hemocromatosi (12).

Fins a aquell moment la recerca sobre I'hnemocromatosi s’havia limitat a
observacions postmortem. Investigadors com MacDonald van questionar la
naturalesa hereditaria de ’'hemocromatosi i van defensar el paper de I'alcohol i
de la dieta rica en ferro en la seva patogenia, fins al 1975 quan en Simon et al.
van relacionar la sindrome amb una alteracié autosomica recessiva situada al
brag curt del cromosoma 6 (181). Vint anys més tard, Feder et al. van aconseguir
clonar el gen HFE a partir d’estudis en rates i en humans, i van obtenir informacio
crucial sobre el metabolisme del ferro i ’'hemocromatosi (171). El test genétic va
revolucionar el diagnostic d’HH i va posar de manifest que I'expressio fenotipica
de la mutaci6 del gen podia variar ampliament (170). Es van desenvolupar proves
genetiques dels polimorfismes del gen HFE i va quedar clar que el trastorn era

molt més complex del que préviament s’havia pensat. Es van identificar casos
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esporadics i familiars d’hemocromatosi que no estaven associats amb el gen
HFE, sobretot al sud d’Europa. ElI 1999 es va descriure un gran arbre genealogic
de pacients amb sobrecarrega hereditaria de ferro, perd el tret era autosomic
dominant i el ferro s’Tacumulava en el sistema reticuloendotelial en comptes d’en
el parénquima (165). Dos anys més tard aquest fenotip es va associar a una
mutacié amb pérdua de funcié en el gen de la ferroportina (SCL40Al) (42—
44,168).

El 1999 es va clonar el gen per a un segon receptor per la transferrina sérica
(TFR2) (108) i durant I'any seguent es va descriure la mutacié en TFR2 en
individus amb HH no relacionada amb el gen HFE. Estudis posteriors van revelar
la patogénia de I’'HH juvenil (12), que es va considerar una entitat diferent degut
a la seva manifestacid precog, la rapida progressio i la clinica greu que inclou
miocardiopatia i alteracions endocrines en I'adolescent i I'adult jove. Aixi mateix,
es va identificar I'hepcidina (61—-63) i es van descobrir mutacions en el gen HAMP
(80). Trobem, per tant, diversos gens implicats en la regulacié de I'homeostasi
del ferro i les seves mutacions estan associades a diverses sindromes de

sobrecarrega bioquimica de ferro.

5.3.2. Genética de ’lhemocromatosi hereditaria

L’HH és la malaltia genética més frequient en la raga caucasica (3,182,183). L’'HH
esta associada principalment a dues mutacions en el gen HFE, la C282Y i la
H63D, que soOn les causants d'una sobrecarrega férrica que provoca les
manifestacions cliniques de la malaltia; la seva expressid fenotipica depen de
factors ambientals. La forma més prevalent d’hemocromatosi és la relacionada
amb ’lhomozigosi C282Y del gen HFE. Es tracta d’una substitucié d’una cisteina
per una tirosina en la posicié 282 de la proteina (C282Y), la qual provoca un
descens de l'expressid de I'hepcidina en resposta als nivells de ferro i la
consequent perdua de control sobre aquests (3). La seva frequencia al-lélica
mitjana, segons diversos estudis, és aproximadament d’un 6 % (184) i la seva
prevalenca és de l'ordre d’1/220-250 individus caucasians descendents de
poblaci6é celta (185,186), molt menys freqlent entre els hispans, els asiatic-
americans, els individus de les illes del pacific i els individus de ragca negra (185).
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Hi ha dues altres mutacions identificades, una en la qual la histidina és
substituida per un acid aspartic en la posicié 63 (H63D), i una altra en la qual la
serina és substituida per una cisteina en posicié 65 (S65C). Aquestes no se solen
associar a situacions de sobrecarrega ferrica, excepte en una minoria d’individus
que, en situacié d’heterozigosi composta C282Y/H63D o C282Y/S65C si que
poden estar-ne afectats. S’han descrit altres mutacions més rares en I'HFE,
algunes en homozigosi o en heterozigosi amb la C282Y i sense expressio
fenotipica (170,187-189) (Figura 5).

Ser65 — Cys, S65C

| / His63 — Asp, H63D

o Heavy Chain
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Figura 5. Gen HFE. Representacié esquematica de la proteina codificada pel gen HFE. La majoria de la
proteina és extracel-lular. Té una part intracitoplasmatica curta i tres bucles extracel-lulars. S’indiquen les
tres mutacions principals. Adaptada de Bacon et al., 2011 (195).

La mutacié C282Y és menys frequent que la H63D perd la seva penetrancia
respecte a les manifestacions cliniques és marcadament més alta que en la
mutacié H63D (188,190-193). La mutacioé en posicio H63D té una prevalenca
major en la poblaci6 general (mitjana de frequéncia al-1élica del 14 %) (184) i esta
menys subjecta a variacié geografica, tot i que no té penetrancia (194). També
s’han descrit diferéncies en la prevalenca de les mutacions del gen HFE entre
els individus del nord d’Europa i els d’Espanya o d’ltalia (170,188,193).
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Aproximadament entre el 85-90 % dels pacients afectats per formes heretades
de sobrecarrega ferrica sbn homozigots per la mutacié C282Y (184).

En un estudi de cribratge de les mutacions del gen HFE a Catalunya en voluntaris
donants del Banc de Sang i de Teixits, es va observar una freqiéencia d’1/1004
d’homozigots C282Y, alhora es va trobar que el genotip C282Y/C282Y esta
associat a un increment en la ferritina i I'IST, i també que I'expressioé bioquimica
de la malaltia esta present en el 80 % dels homes amb genotip C282Y/C282Y
(196). En un altre estudi en nadons a Catalunya, es va detectar una freqiéncia
de C282Y en homozigosi d’'un 0,001, una frequéncia de 0,01 de heterozigosi
composta C282Y/H63D i de 0,002 de heterozigosi composta C282Y/S65C. La
frequencia al-lélica de la mutaci6 va ser similar a 'observada al sud de Franga,
a la Republica Txeca i en algunes arees d’ltalia. La freqiéncia al-lelica de la
mutacié H63D a Catalunya va ser de les més altes detectades, de la mateixa
manera que es va trobar que la mutacié S65C és infrequent (197).

Quan analitzem la preséncia de la mutacié C282Y en altres malalties descobrim
que ’lhomozigosi per aquesta mutacio és frequent entre els pacients amb DM,
condrocalcinosi, porfiria cutania tardana i/o malaltia hepatica. Comparat amb la
poblacidé general, la persona amb malaltia hepatica té de 5 a 10 vegades més
possibilitats de ser homozigot per la C282Y. Les probabilitats sén encara més
elevades si I'IST esta elevat o si el pacient t¢€ un hepatocarcinoma, una de les
complicacions més greus de I'hemocromatosi (184). Alguns individus amb
heterozigosi composta (C282Y/H63D) o homozigosi H63D poden presentar
parametres de ferro anormals i, fins i tot, augment dels diposits de ferro hepatic,

perd aquests pacients solen tenir altres malalties concomitants (184,198-200).

Entre el 10-15 % dels pacients que tenen formes heretades de sindromes de
sobrecarrega bioquimica de ferro presenten mutacions en altres gens que
codifiquen per proteines reguladores de I'homeostasi del ferro: hepcidina,
hemojuvelina, TFR2, ferroportina i BMP6. Aquestes cal tenir-les en compte en

la majoria de les formes d’HH no relacionades amb el gen HFE (176,201).

67



5. Introduccié

Les formes d’hemocromatosi no relacionades amb el gen HFE sén molt menys
frequents, perd alhora estan molt més distribuides per diverses zones del mén,
sense tenir en compte la raca. La mutaci6 TFR2 més comuna associada a
I’'hnemocromatosi és la mutacid sense sentit (Y250X) que modifica el TFR2 en
'aminoacid 250 (110). L’hemocromatosi juvenil també és poc frequent; la
malaltia es va veure que estava lligada a mutacions del gen que codifica
I'hepcidina (HAMP) en individus de tres families (80) i també sovint a mutacions
en el gen que codifica ’lhemojuvelina (HFE2 o HJV) (s’han publicat 59 casos
amb la seva genealogia). La mutacié G320V en I'hemojuvelina s’ha detectat en

el 50 % de les families amb hemocromatosi juvenil (99).

Per una altra banda, la majoria de les mutacions en la ferroportina que donen
lloc a una sindrome de sobrecarrega ferrica s’associen a la malaltia de la
ferroportina ja comentada en I‘apartat “Sobrecarrega ferrica i anémia: desordres
genetics en els sistema hepcidina-ferroportina”. Patogenéticament, es tracta
d’'una malaltia diferent a I’'HH que dbéna lloc a una sindrome d’hemocromatosi per
resistencia a I'hepcidina (170). Recentment s’han descrit mutacions en el gen
BMP6 que s’associen a una lleu o moderada sobrecarrega férrica d’inici tarda
(176).

Les sobrecarregues ferriques greus també poden ser degudes a altres trastorns
hereditaris com [Il'aceruloplasminémia i la hipotransferrinemia (o
atransferrinemia). Les dues entitats s6n molt poc freqients i s’han de distingir
de I'hemocromatosi per les seves caracteristiques  cliniques.
L’aceruloplasminémia té manifestacions neurologiques (signes extrapiramidals
progressivament greus, ataxia cerebel-losa, deméncia), i la hipotransferrinemia

(o atransferrinémia) causa aneémia potencialment mortal.

A part de les causes hereditaries, també existeixen causes secundaries de
sobrecarrega bioquimica de ferro en relacio a les anemies amb sobrecarrega, a
les malalties croniques hepatiques, a les sobrecarregues per transfusio i a altres

de diversa etiologia.
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5.3.3. Clinica d’hemocromatosi i dels estats de sobrecarrega férrica

En ’hemocromatosi, el fenotip esta determinat principalment pel ritme i la
magnitud de la sobrecarrega de ferro circulant que alhora depen de la proteina
especifica que s’altera i de la seva interaccié amb I'hepcidina. Les persones amb
HH habitualment estan asimptomatiques, sobretot en estadis inicials. Els
simptomes de presentacié sén subtils i inespecifics. Podem trobar des de
simples resultats bioquimics alterats fins a dany tissular greu amb malaltia
avancada i irreversible. Les variacions en els simptomes son degudes al fet que
en les manifestacions de ’'homozigosi C282Y intervenen també, tal com ja hem
comentat, factors ambientals (12). Actualment rarament es presenten amb la
classicament descrita “diabetis bronzejada”, la triada classica de cirrosi, DM i
pigmentacié bronzejada de la pell. Tampoc es veuen sovint en la practica
habitual els debuts amb altres alteracions endocrines, inflamaci6 articular o

cardiopatia.

Inicialment, podem trobar manifestacions cliniques com ara asténia, letargia,
artralgies i impotencia, i més tard, artralgies més greus, osteoporosi, cirrosi,
hepatocarcinoma, cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca, aritmia, DM i
hipogonadisme (Taula 1). El cor i el sistema endocri son particularment
susceptibles a la rapida sobrecarrega de ferro (65). En les formes juvenils d’HH
trobem greus alteracions als drgans en edats precoces que inclouen insuficiéncia
cardiaca i insuficiéncia endocrina. Pel contrari, la carrega gradual de ferro porta
a un fenotip més lleu amb inici més tarda dels simptomes, 'anomenada HH
associada al gen HFE. S’han descrit fenotips intermedis. Es, perd, important
recordar que malgrat les variacions, totes aquestes mutacions genetiques poden
causar la mateixa sindrome perque el grau de toxicitat del ferro és identic al fetge,

al cor i a les glandules endocrines.

L’HH simptomatica no sol aparéixer en persones menors de 40 anys. En les
dones, la menstruacié endarrereix I'acumulacié de ferro, de manera que els
simptomes apareixen a partir de la menopausa o bé quan han patit una
histerectomia o després d’un Us prolongat d’anticonceptius orals. Des de
I'existéncia de tests de diagnodstic genetic la mitjana d’edat del diagnostic és
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similar en homes i dones, pero en les dones les manifestacions s6n menys greus
(3). El major coneixement de la malaltia entre els metges ha permes diagnosticar
’lhemocromatosi en etapes inicials, sobretot en els paisos amb una alta
prevalenca. Els simptomes actualment més comuns inclouen fatiga, malestar
general, artralgies i hepatomegalia. Tanmateix, ’'HH esta associada a patologia
maligna, especialment a hepatocarcinoma. Aproximadament un 6 % dels
pacients amb HH i cirrosi desenvolupen un hepatocarcinoma. Aixo representa
un risc 20 vegades superior al de la poblacié general i una taxa d’incidéncia anual
d’un 4 % (202). Ja hem comentat que el mecanisme patogenic que incrementa
el risc és el dany oxidatiu de ’ADN provocat per I'excés de ferro. | aquest excés
de ferro dipositat als hepatocits és toxic i pot provocar una cirrosi. Pot ser el factor
prondstic més important en pacients amb HH, de tal manera que la supervivencia
es pot escurcar en els pacients amb cirrosi o amb DM. El diagnostic precog i el
tractament podrien prevenir la morbiditat i la mortalitat (203). La taxa de
supervivéencia a cinc anys en pacients que tenen HH no tractada i cirrosi es
redueix un 50 % en comparacié amb els que no tenen cirrosi (203). A més, els
pacients amb HH que consumeixen més de 60 g d’alcohol al dia (4 unitats) tenen
nou vegades més incidencia de cirrosi (204). Cal remarcar que la sobrecarrega
ferrica lleu associada a la heterozigosi simple per la mutacié C282Y del gen
HFE dona susceptibilitat a la malaltia del fetge gras no alcoholic, també
anomenada esteatosi hepatica no alcoholica (EHNA) i causa un déficit relatiu
d’insulina (205) (Taula 1).

Una metanalisi amb 1.382 pacients homozigots per a la mutacié C282Y del gen
HFE (descrit en 16 estudis) va demostrar que el 26 % de les dones i el 32 % dels
homes presentaven nivells augmentats de ferritina (> 200 pyg/L en les dones i >
300 pg/L en els homes) en el moment del diagnostic. Entre els 625 homozigots
per a la mutacié C282Y als que es va fer biopsia hepatica (descrits en 13 estudis
diferents), I'excés de ferro en els teixits (> 25 pymol/g en el teixit hepatic o un
augment en el nivell d’hemosiderosi) es va detectar en el 52 % de les pacients
femenines i en el 75 % dels pacients masculins (184). En els pacients amb
hemocromatosi relacionada amb I'HFE els nivells de ferritina sérica superiors a

1000 mg/L poden indicar fibrosi hepatica, fins i tot amb nivells de transaminases
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normals (206). Una vegada es desenvolupa la cirrosi, els pacients tenen més risc

de carcinoma hepatocel-lular.

Taula 1. Espectre clinic relacionat amb ’hemocromatosi hereditaria. Adaptada de Crownover & Covey,
2013 (3).

Amenorrea

Apatia

Aritmies

Artralgies

Ascites

Asimptomatic

Atrofia testicular

Augment de la pigmentaci6 (diabetis bronzejada)
Carcinoma hepatocel-lular

Cardiomiopatia

Cirrosi

Debilitat

Diabetis mellitus

Dolor abdominal

Esplenomegalia

Hepatomegalia

Hipogonadisme

Hipotiroidisme

Impoténcia

Inflamacié articular (especialment segona i tercera metacarpofalangiques)
Insuficiencia cardiaca congestiva

Letargia

Manifestacions cutanies de malaltia cronica hepatica (spider nevi, eritema palmar)
Osteoporosi

Pérdua de la libido

Pérdua de pes

Varices esofagiques

Una altra metanalisi va concloure que del 10 al 33 % dels pacients homozigots
per la mutaci6 C282Y de I'HFE desenvolupaven morbiditat associada a
I’'hnemocromatosi (207). El risc era més alt en families amb individus amb
hemocromatosi (32-35 %) que en els subjectes identificats a través d’estudis en
la poblacié general (27-29 %). Entre el 24 % i el 32 % dels homozigots C282Y
identificats per cribratge presentaven nivells elevats en els enzims hepatics en
el moment del diagnostic. En un subgrup es va realitzar una biopsia del fetge i
es va trobar fibrosi entre el 30 % i el 42 % dels pacients homes i entre el 2,7 %
i el 4 % de les pacients dones; la cirrosi era present en el 4,4 % i I'11,8 % dels
pacients de sexe masculii fins el 2,7 % de les pacients de sexe femeni (208,209)

En tres estudis longitudinals de cribratge poblacional es va seguir els pacients

durant 20 anys i es va demostrar que la malaltia només progressava en una
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minoria dels pacients HFE C282Y no tractats (210-212). Entre el 38 i el 50 %
dels pacients homozigots C282Y de I'HFE desenvolupen sobrecarrega feérrica i
entre el 10 % i el 33 % poden desenvolupar hemocromatosi associada a
morbiditat (207). Un cop més el risc de malaltia deguda a la sobrecarrega de
ferro és molt més alt entre els homes homozigots C282Y de 'HFE (28 % versus
1 % en les pacients dones) (212). A més del sexe masculi i de la perdua de sang
deguda a la menstruacio en les dones, que sbn els principals factors associats
amb la penetrancia de I'homozigosi C282Y de I'HFE, les combinacions de
mutacions en els gens que codifiquen per a I'hepcidina (HAMP) o
’'hnemojuvelina (HFE2 o HJV) han estat associades a I'expressid clinica de la
sobrecarrega bioquimica de ferro, encara que aquestes situacions sén poc
frequents (213,214). S’ha proposat que els polimorfismes en altres gens que
regulen el ferro (215-219) o l'estrés oxidatiu (220) podrien determinar la
penetrancia de 'hemocromatosi. En aquest sentit, les variants de la proteina
BMP2 han estat associades a 'augment de la penetrancia en el homozigots
C282Y (221), pero I'abus d’alcohol és el principal factor modificador relacionat
amb ’lhemocromatosi associada a cirrosi (222).

L’HH que esta associada a mutacions en el TFR2 habitualment es presenta en
edats més precoces que I'HH associada a I'HFE i el fenotip és habitualment més
greu. Molts dels individus ja presenten malaltia simptomatica (malaltia hepatica,
DM, cardiomiopatia) en el moment del diagnostic. A diferencia de I'HH
relacionada amb I'HFE, aquesta forma afecta a persones de raga blanca i no
blanca amb freqliencies similars. Els pacients amb HH d’inici juvenil solen tenir
simptomes relacionats amb el cor i les glandules endocrines, que es

desenvolupen abans que en les formes de I'adult (Taula 2).

S’ha suggerit que la sobrecarrega de ferro podria incrementar el cancer de
pulmo (223,224), tot i que no es disposa d’una evidéncia clara. Un estudi de
cohorts prospectiu en dones va demostrar que no hi havia associaci6 entre el

cancer de pulmo i els diposits de ferro al cos (225).

Per una altra banda, la sobrecarrega férrica causa cardiomiopatia restrictiva,
disfuncié diastolica, fallada cardiaca, aritmies i defectes de conduccié com els
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bloqueigs auriculoventriculars, bradiaritmies, taquiaritmies i mort sobtada. La
cardiomiopatia per sobrecarrega de ferro és reversible si la terapia comenca
abans que es manifesti la insuficiencia cardiaca (3,226—228).

Taula 2. Presentacions tipiques de les principals formes d’hemocromatosi. Adaptada de Pietrangelo
2010 (12).

HEMOCROMATOSI HFE

e Homes caucasians, 40-50 anys
e Cansament, pell bronzejada, artralgia i/o hepatomegalia
e |ST i ferritina elevades

HEMOCROMATOSI TFR2

e Dones 0 homes, caucasians 0 no caucasians, 30-40 anys
e Cardiomiopatia, endocrinopatia, malaltia hepatica
e IST iferritina elevades

HEMOCROMATOSI HEMOJUVELINA | HEMOCROMATOSI HEPCIDINA

e Dones o homes, caucasians o0 no caucasians, 15-20 anys
¢ Impoténcia/amenorrea i/o cardiomiopatia
e IST iferritina altes

MALALTIA DE LA FERROPORTINA

e Dones i homes, caucasians i no caucasians, 10-80 anys
¢ Un familiar amb hiperferritinémia no explicada
e Ferritina amb elevaci6 inexplicada i IST normal

5.3.3.a. Estadis de ’hemocromatosi hereditaria

Frequentment es diagnostica I'alteracié genetica en individus cas asimptomatics
i en familiars de pacients que pateixen la malaltia en situacidé presimptomatica.
Aquests individus que no han desenvolupat la malaltia tenen “susceptibilitat
genética” per desenvolupar una sobrecarrega ferrica perd potser mai la
desenvoluparan per raons que encara no estan clares (185,212,229).
L’expressio fenotipica només la trobem en un 70 % dels homozigots C282Y i
menys del 10 % dels homozigots desenvoluparan una sobrecarrega ferrica greu

amb dany als teixits i manifestacions cliniques d’HH (212,229). En aquest sentit,
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en la conferéncia de consens de I'European Association for the Study of Liver
Diseases (EASL) del 2000 (230) es van identificar diferents estadis en la

progressio de ’lhemocromatosi:

o Estadi1: individus amb el trastorn genetic (tenen “susceptibilitat genética”)
perd sense increment de la reserva de ferro.

e Estadi 2: pacients amb el trastorn genetic que tenen evidéncia fenotipica
de sobrecarrega bioquimica de ferro perd sense dany als teixits dels
organs.

e Estadi 3: pacients que tenen el trastorn genétic amb sobrecarrega
bioquimica de ferro i amb evidéncia de diposit i de dany en els teixits i

organs.

5.3.4. Diagnostic de I’hemocromatosi hereditaria

5.3.4.a. Bioquimica

L’'index de saturacié de la transferrina (IST) normalment és mes elevat en
pacients amb HH. A mesura que evoluciona el procés, també els nivells de
ferritina comencen a elevar-se indicant una possible acumulacié de ferro als
teixits. Per tant, els pacients amb HH simptomatica tenen inevitablement
sobrecarrega bioquimica de ferro que es reflecteix en 'augment dels nivells de
ferritina serica. En pacients simptomatics que presenten nivells de ferritina
elevats i nivells d’IST normals cal excloure altres causes d’hiperferritinémia. Si
aquestes altres causes s’han descartat o si la hiperferritinemia persisteix després
d’haver estat tractada de manera adequada, s’han d’avaluar les reserves de ferro

hepatic per mitjans directes (RM o bidpsia hepatica) (12) (Figura 6).

5.3.4.h. Gen HFE

En 'HH que esta associada a I'HFE, el diagnostic es basa en la deteccié de
’'hnomozigosi C282Y en pacients amb sobrecarrega ferrica circulant i en el
parenquima. Els nivells de ferro en sang i I'IST no reflecteixen quantitativament
els diposits de ferro al cos i no s’haurien d’utilitzar com a marcadors indirectes
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de sobrecarrega ferrica als teixits. Les mesures dels nivells de ferritina son les
utilitzades universalment per determinar de manera indirecta la sobrecarrega
ferrica als teixits. Si els nivells de ferritina sébn normals s’ha de descartar
qualsevol sobrecarrega férrica als teixits. Tanmateix, els nivells augmentats de
ferritina de vegades son dificils d’interpretar perque poden ser deguts a diferents
situacions com estats d’inflamacio, alteracions metaboliques com la DM i
I'obesitat, malalties neoplasiques, I'abus d’alcohol i la necrosi cel-lular hepatica.
En absencia d’aquests factors, la hiperferritinemia en un pacient homozigot per
la mutacié C282Y de I'HFE indica sobrecarrega férrica. Els pacients amb cirrosi,
DM i miocardiopatia sovint tenen nivells alts de ferritina i d’'IST. Per tant, en els
individus simptomatics amb nivells elevats de ferritina cal fer la prova de les
mutacions de I'HFE (12,195) (Figura 6).

5.3.4.c. Biopsia hepatica

Abans que el gen HFE fos identificat 'HH es diagnosticava basant-se en els
resultats de la biopsia hepatica i en el contingut de ferro al fetge i la seva
distribuci6é (aproximadament des de la década dels 1950). Basicament, avui en
dia, els pacients es diagnostiquen en base a ’'homozigosi C282Y de I'HFE i als
nivells elevats d’IST i de ferritina en sang. Per tant, I'analisi de les mostres de
biopsia hepatica no sbn necessaries pel diagnostic d’HH en els homozigots
C282Y (170). La bidopsia podria utilitzar-se en certs casos per descartar la
presencia de fibrosi hepatica o de cirrosi, per exemple, en pacients que sén
homozigots per la C282Y de I'HFE, majors de 40 anys, amb nivells de ferritina
serica > 1000 mg/L, amb nivells elevats de transaminases i hepatomegalia
(195,206,231,232).

L’hepatocarcinoma és molt poc frequient en pacients sense cirrosi; aixi doncs el
que realment és important és detectar i tractar la sobrecarrega ferrica en les
primeres etapes. Cal fer una ecografia de cribratge cada 6-12 mesos a tots els
pacients amb HH i cirrosi. Si es troba una lesié d’1 cm o més, es recomana el
seguiment amb RM multidetectora de quatre fases i biopsia (233) per determinar
el grau i la distribucié de la carrega de ferro present (recomanat per les guies

amb un nivell d’evidéncia 2C (195)). L’acumulacié de ferro al fetge afecta
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tipicament els hepatocits, mentre que les cél-lules de Kuipffer se salven fins a
etapes finals de la progressi6 de la malaltia. S’acumulen granuls fins
d’hemosiderina principalment al pol biliar de les cel-lules, i la distribuci6 lobular
mostra un gradient decreixent des de I'area periportal a la zona centrolobulillar.
Apareixen diposits de ferro al mesenquima quan el contingut de ferro de les
cel-lules hepatiques és prou alt com per causar necrosi cel-lular. Quan la
sobrecarrega féerrica es limita només als hepatocits, la primera condicié que s’ha
d’excloure és I'anemia amb sobrecarrega férrica per bloqueig del ferro deguda a
I’eritropoesi inefica¢ (anémia per malaltia cronica). També s’ha de descartar una
etapa final de cirrosi. En aquest cas, el ferro es distribueix heterogéniament d’'un
nddul a un altre i no s’han detectat diposits a nivell de teixits fibrosos o a les
parets dels conductes biliars i dels vasos sanguinis. De la mateixa manera, les
guies recomanen una biopsia hepatica per establir I'estadi de I'hepatopatia
secundaria en els homozigots C282Y o en els heterozigots compostos
C282Y/H63D si els enzims hepatics (alanina-aminotransferasa (ALT), aspartat-
aminotransferasa (AST)) estan elevats o si la ferritina > 1000 pg/L (evidéncia 1B).
La bidopsia hepatica es recomana pel diagnostic i el pronostic en els pacients amb
marcadors fenotipics de sobrecarrega ferrica que no sé6n homozigots C282Y o
heterozigots compostos (nivell d’evidéncia 2C) (195).

Cal tenir en compte altres condicions comunes que poden alterar els resultats de
les proves, com per exemple els trastorns metabolics, I'hepatitis cronica, les
malalties hepatiques alcoholiques. Aixd es particularment important en pacients
de raca no blanca en els quals 'HH relacionada amb I’'HFE és extremadament
rara. En aquests casos, si una bidpsia hepatica indica un patré de sobrecarrega
ferrica compatible amb hemocromatosi, caldra primer pensar en altres causes de
sobrecarrega ferrica del parenquima hepatic (per exemple les anémies amb
sobrecarrega ferrica) i, si es descarten, realitzar les proves genétiques d’HH no
relacionada amb I'HFE (Figura 6).

5.3.4.d. Ressonancia magnetica nuclear

El ferro dipositat al fetge es pot avaluar també de manera no invasiva mitjangant
la RM quan es troba en quantitat suficient per ser detectat (170,234). La RM és
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una prova que permet quantificar la concentracid de ferro en el fetge estudiant
tot I'drgan, a diferencia de la bidopsia que només obté una mostra d’'una petita
area del parenquima i, per altra banda, comporta un risc més important. El valor
normal de la concentraci6 de ferro al fetge és de <36 pymol Fe/g. Valors per sobre
de 71 ymol Fe/g sén altament suggestius d’HH. L’index de ferro hepatic s’obté
en dividir la concentracié de ferro al fetge per I'edat del pacient. Un valor d’index
de ferro al fetge = 1,9 es considera indicatiu d’HH. Les limitacions de la RM les
trobem en els pacients amb esteatosi hepatica i patrons atipics de distribuci6 del
diposit de ferro (235,236) (Figura 6).

5.3.5. Cribratge d’hemocromatosi hereditaria

No es recomana el cribratge genétic universal per I'HH. L’argument és la
discrepancia en la penetrancia de la malaltia en persones fenotipicament
afectades i les diferencies racials en la prevalenca de la malaltia. (238,239). Es
recomana la deteccio selectiva. S’hauria de fer cribratge genétic als familiars de
primer grau de les persones amb HH. En el cas dels nens amb un pare amb
HH, primer caldria el cribratge de l'altre progenitor. Si el cribratge de l'altre
progenitor és negatiu (és a dir, abséncia de defectes genétics C282Y, H63D o
S65C), el nen sera heterozigot simple i no té un risc augmentat de desenvolupar
sobrecarrega ferrica. Les guies recomanen que les estrategies de diagnostic
utilitzant marcadors serics del metabolisme del ferro han de dirigir-se a grups
d'alt risc, com aquells amb antecedents familiars d'HH o aquells amb sospita
d'afectacio6 d'organs (184,186,195,207,240) (Figura 6).
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Figura 6. Algoritme de diagnostic i de maneig de les situacions de sobrecarrega ferrica. Els
parametres del ferro s’han d’avaluar en els pacients amb simptomes o signes d’hemocromatosi. Si algun
dels simptomes esta relacionat amb hemocromatosi, I'lST estara persistentment elevat, habitualment amb
hiperferritineémia. L’elevacié almenys dues vegades de I'IST = 45 % amb o sense hiperferritinémia, indica
que cal fer el cribratge del gen HFE, amb alta probabilitat que el gen estigui mutat si el subjecte és de raca
caucasica, i amb menys probabilitat si es tracta de raga no caucasica. Si en resulta un homozigot C282Y
es confirma el diagnostic d’hemocromatosi relacionada amb 'HFE. En preséncia de qualsevol altre genotip
0 en situacié de no presentar cap tipus de mutaci6 i de presentar hiperferritinemia amb o sense enzims
hepatics elevats, s’han de tenir en compte, en primer lloc, les comorbiditats com per exemple el consum
cronic d’alcohol, la sindrome metabolica, la inflamacié, I'hepatopatia, I'anémia, I’hemocromatosi
postransfusional i la hiperferritinémia amb cataractes. Un cop descartats aquests factors, cal considerar el
cribratge de neoplasia i I'aceruloplasminémia. Les neoplasies que més es relacionen amb hiperferritinemia
son el cancer de mama, de pulmé, de fetge, el neuroblastoma (en nens) i les neoplasies hematologiques,
sent molt menys frequient la relacié amb en els tumors digestius i ginecologics. Els factors fins aqui descrits
son gairebé sempre els responsables de l'alteraci6 dels parametres del ferro en pacients no caucasics, que
practicament mai tenen hemocromatosi relacionada amb el gen HFE. En abséncia d’aquestes
comorbiditats, si les alteracions del ferro persisteixen amb hiperferritinémia = 1000 pg/L cal confirmar la
sobrecarrega de ferro primer amb RM i si no és possible amb bidpsia hepatica, abans de considerar altres
formes d’hemocromatosi no relacionada amb I’HFE. En abséncia de trastorns hematologics o de cirrosi
avancada, la sobrecarrega de ferro amb persisténcia d’IST = 45 % és tipica en I’'hemocromatosi relacionada
amb el TFR2 o amb altres formes com la mutaci6 del gen de I'hepcidina (HAMP), del gen de I'hemojuvelina
(HFE2 o HJV) i del gen de la ferroportina (SCL40A1), i en el cas d’IST normal (< 45 %) principalment cal
descartar la mutaci6é també del gen de la ferroportina (SCL40A1). En pacients amb hemocromatosi HFE o
bé en pacients simptomatics amb heterozigosi composta C282Y/H63D o heterozigosi simple C282Y si
presenten un augment dels valors dels parametres del ferro i una lleu sobrecarrega hepatica de ferro cal
revertir la situacio amb flebotomia (objectiu ferritina entre 50-150 ng/ml). En pacients simptomatics amb IST
i ferritina sérica normals, es pot excloure ’hnemocromatosi, ja que I'afectacié organica en aquesta patologia
s’acompanya invariablement d’una hiperferritinemia. En pacients simptomatics amb augment dels nivells de
ferritina sérica i amb IST normal, I'estudi diagnostic s’ha de centrar en les altres causes comunes
d’hiperferritinemia ja comentades. Si no es troben i persisteix la ferritina elevada després del tractament, el
seglent pas depén de si el contingut de ferro en el fetge esta incrementat en la RM o en la bidpsia hepatica.
Si es descarta la sobrecarrega férrica en la RM o en la biopsia, considerarem que es tracta d’una
hiperferritinemia benigna relacionada amb la L-ferritina. Si es confirma la sobrecarrega ferrica, es pot
considerar valorar la malaltia de la ferroportina, que implica una sobrecarrega de ferro hereditaria no
relacionada amb I'HFE. Adaptada de Pietrangelo, 2010, Bacon et al., 2011 i Altes et al., 2014 (12,195,237).

5.4. TRASTORNS DEL FERRO, SINDROME METABOLICA |
INFLAMACIO DE BAIX GRAU

5.4.1. Sindrome metabolica

Avui en dia es considera que la sindrome metabolica és 'associacio sequencial
o no, duna serie d’alteracions metaboliques i no metaboligues com la
intolerancia hidrocarbonada, la DM, la dislipémia, 'obesitat de predomini central,
la hipertensi6 arterial (HTA), la hiperuricemia, les alteracions de I’hemostasia
(fibrinodlisi) i la disfunci6 endotelial (241). La importancia de la sindrome
metabolica rau en la seva elevada i creixent prevalenca en els paisos
desenvolupats. Es un dels problemes més importants de salut publica del segle
XXl ja que s’estima que afecta a un 30 % de la poblacié adulta en els paisos rics
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(242). Esta inclosa en les guies d’'HTA i de cardiologia com un dels indicadors de
risc cardiovascular elevat o molt elevat i també és un dels indicadors de risc de
PEHNA (243). Malgrat que els mecanismes exactes del seu desenvolupament no
han estat definits en la seva totalitat, la seva etiologia inclou factors genetics i
factors ambientals modificables, com els habits alimentaris i la vida sedentaria.
Aquestes alteracions estan associades a un augment en la prevalenga de la DM2
(fins a 5 vegades més que en la resta de la poblacid) i de les malalties
cardiovasculars (fins a 2-3 vegades més) (244—249). Al llarg del temps s’han
postulat diferents definicions sobre la sindrome metabolica per part de diversos
grups d’estudi i organitzacions (243, 250-264).

Tal com es pot observar en les definicions de la sindrome metabolica (Taula 3),
en aquesta juga un paper fonamental la resisténcia a la insulina, definida com
la disminuci6é de la sensibilitat dels teixits a la insulina que té com a resultat la
menor captacio de glucosa per part dels teixits i la hiperinsulinémia. En els adults
I'obesitat és el principal factor de risc pel desenvolupament de la resistencia a la
insulina, la sindrome metabdlica, la DM2, les malalties cardiovasculars i

’'augment de diversos tipus de cancer (265,266).

Els trastorns del ferro s’observen frequientment en aquests pacients amb
obesitat, amb resisténcia a la insulina o amb EHNA (205,267-272). Per
exemple, en un estudi a Franga es va observar en adolescents amb obesitat, que
la distribuci6é androide del greix, la resisténcia a la insulina i les concentracions
elevades de ferritina s’associaven a anomalies hepatiques en el grup d’estudi
(273).

5.4.2. Obesitat i sobrecarrega ferrica hepatica associada a resistencia a

insulina i a sobrecarrega ferrica dismetabolica

Com a part fonamental d’aquesta sindrome metabolica, tenim I'obesitat, que per
ella mateixa i associada als altres factors que conformen la sindrome s’ha
convertit en els ultims temps en una carrega socioeconomica en els paisos
industrialitzats, alhora que cada vegada és més prevalent en els paisos en

desenvolupament amb I'expansié dels compostos dels aliments amb alt
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Taula 3. Criteris de sindrome metabolica segons ’OMS (Organitzacié Mundial de la Salut) 1998,
’EGIR (European Group for Study of Insulin Resistance) 2001, NCEP ATP Il (National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel Ill) 2001, AACE (American Association of Clinical
Endocrinologists) 2003, IDF (International Diabetes Foundation) 2005, NCEP ATP Il AHA/NHNBI
(American Heart Association / National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement) 2005,
ESC/ESH (The International Consensus of the European Society of Cardiology and the European
Society of Hypertension) 2007. (Continuacié). cHDL, colesterol unit a lipoproteines d’alta densitat; DM2,
diabetis mellitus tipus 2; GBA, glucémia basal alterada; IMC: index de massa corporal; PC: perimetre de la
cintura; TAD, tensi6 arterial diastolica; TAS, tensié arterial sistolica; TG, triglicerids; TGA, tolerancia a la
glucosa alterada. @Valors especifics per étnia de la circumferéncia abdominal com a mesura de I'obesitat
abdominal. Europeus: homes = 94 cm, dones = 80 cm; asiatics del sud: homes = 90 cm, dones = 80 cm;
xinesos: homes = 90 cm; dones = 80 cm; japonesos: homes = 85 cm, dones =90 cm; étnies d’América del
Sud i d’América Central: utilitzar les dades de I'étnia del sud d’Asia fins que es disposi de dades més
adequades; africans subsaharians: utilitzar les dades dels europeus fins que es disposi de dades més
adequades; mediterranis de I'est i del mig est (arabs): utilitzar les dades dels europeus fins que es disposi
de dades més adequades. Adaptada de Grundy et al., 2005 (274)

contingut energetic i l'estil de vida sedentari (265). Contrariament al que
suposariem, I'obesitat, que és una situacio condicionada per I'excés de nutrients
i de calories, s’associa al déficit de ferro. No obstant aix0, els canvis profunds en
’'homeostasi de l'energia en el teixit adipds, en el fetge i en altres organs
implicats, estan estretament vinculats als diferents canvis en 'homeostasi del
ferro. El deficit de ferro i I'obesitat sén, doncs, dues epidémies globals que
afecten a milers de persones de diferents regions del mén (275). Aquestes dues

condicions estan molecularment vinculades i s’afecten matuament (276).

Les concentracions elevades d’hepcidina poden ser considerades com el punt
clau de la desregulacié de ferro en l'obesitat. Per una banda, I'obesitat pot
provocar el déficit de ferro per la inhibicié de I'absorcié de ferro de la dieta a nivell
del duode (90,277,278). D’altra banda, I'obesitat ens porta a la condicid
anomenada sindrome de la sobrecarrega de ferro dismetabdlica (dysmetabolic
iron overload, DIOS), que és un dels diagnostics diferencials de les situacions
amb ferritina elevada (279,280). Poden representar diferents manifestacions del
mateix procés fisiopatologic subjacent en I'homedstasi del ferro (281,282).
Mentre que I'hepcidina elevada en la DIOS esta relacionada amb l'augment de

les reserves de ferro, en l'obesitat greu amb deficiencia de ferro esta
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principalment vinculada als marcadors inflamatoris (279,283). Les
concentracions elevades d'hepcidina expliquen una menor expressié duodenal
de la ferroportina i la disminucié de l'absorcié de ferro en la dieta. En aquest
sentit, es detecta I'expressio de I'hepcidina de forma especifica en el teixit adipos
dels subjectes amb obesitat morbida anemics, perd no en el teixit magre (276).

El 1997 Moiran et al. van descriure la sindrome sobrecarrega ferrica hepatica
associada a la resisténcia a la insulina (insulin resistance-hepatic iron overload,
IR-HIO) caracteritzada per una sobrecarrega de ferro hepatica amb IST normal
o lleugerament elevat associada a ferro en sérum baix i amb elevacié de la
ferritina lleu o moderada, comprovada histoldgicament en les biopsies
hepatiques (hemosiderosi) d’individus de mitjana edat, amb sobrepés/obesitat
definit per l'elevacié del perimetre abdominal, metabolisme anormal de la
glucosa i dislipemia (271,284,285). Aquesta situacié es va descriure més tard
com a DIOS i ara sabem que es produeix aproximadament en un ter¢ dels
subjectes amb EHNA o amb sindrome metabolica i que és la part més greu de
la hiperferritinemia dismetabolica (286). Alhora es tracta de la causa més
frequent de consulta per 'augment dels nivells de ferritina sérica en la practica
diaria (287). La sobrecarrega de ferro real es troba poques vegades en la biopsia
hepatica d’aquests individus i es correlaciona feblement amb el nivell de les
concentracions de ferritina en serum. Es pot associar a manifestacions greus
(288). Els mecanismes que porten a la hiperferritinémia dismetabolica i a la
sobrecarrega ferrica hepatica son complexes i diversos. A més d’incloure les
alteracions de l'absorci6 de ferro induides per la dieta, la modulacié de la
gliconeogénesi i les modificacions de la secrecié i de l'acci6 de I'hepcidina
esmentades a dalt, també comprenen la interrupcié del ritme circadiari de la

glucosa mediat per ’'hemo i la reduccio de la disponibilitat del coure (289).

5.4.3. Obesitat i deficiéncia de ferro

El déficit de ferro en l'obesitat ha estat extensament estudiat. Es van observar
concentracions baixes de ferro en el serum amb un augment de I'index de massa
corporal (IMC) en diversos estudis en adolescents que posteriorment es van
confirmar (290-292). En I'analisi del programa d'estudis dissenyat per avaluar
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I'estat de salut i nutricional d'adults i nens a Estats Units, National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES), es va trobar que el risc de déficit de
ferro, que es defineix com a IST baix i ferritina baixa en sérum, era el doble en
adolescents amb sobrepés en comparacié6 amb adolescents amb pes normal
(293). Es van trobar resultats similars en un estudi en poblaci6 israeliana (294) i
en estudis iranians i xinesos (295,296). Un altre estudi nord-america va trobar
una forta relacio6 entre el déficit de ferro i I'IMC en totes les races i edats en relacié
a les quantitats d’aliment ingerit (297). Aquests estudis van demostrar una menor
disponibilitat de ferro en serum amb 'augment de la massa de teixit adipés en
adolescents. A més, I'absorcié de ferro des del duode esta limitat en obesos en
comparaci6 amb nens de pes normal (298). Contrariament, un estudi en
adolescents amb poc teixit adipds o amb només un lleu sobrepés, sense una
obesitat greu, va concloure que les altes concentracions de ferritina en serum i
d’IST es correlacionen amb un increment dels quartils d’IMC, similar al que s’ha
trobat en poblacions d’adults (299).

En adults diverses analisis han demostrat que hi ha concentracions de ferro més
baixes en relacié a 'augment d’IMC, sobretot en les dones. No obstant aix0, els
resultats semblen més complexes que els que es descriuen en adults joves.
Trobem, doncs, un estudi que va descriure concentracions baixes de ferro en
serum en les dones amb sobrepés pero sense diferencies entre els homes (300).
En un altre estudi es va veure que no hi havia diferéncies en les concentracions
de ferro en serum entre els obesos i els controls amb pes normal (301). En
cohorts d’'obesos morbids sotmesos a cirurgia bariatrica, el déficit de ferro ha
estat identificat com una condicié frequient (302). L’associacié entre I'obesitat en
adults i la reserva baixa de ferro o anemia s’ha avaluat en una metanalisi de tots
els estudis controlats (303). Malgrat que el déficit de ferro apareix com una
troballa tipica en I'obesitat greu, la revisié va concloure que la majoria d’estudis
havien demostrat majors concentracions d’hemoglobina i de ferritina en
subjectes obesos en comparacié amb els adults de pes normal. Tanmateix, el
ferro seric i 'IST disminueixen a mesura que augmenta I'IlMC; aix0 s’ha atribuit
principalment a I'efecte creixent de la inflamacié relacionada amb 'augment de
graus d’obesitat. Una possible explicaci6 a les diferéncies sorgides dels diversos
estudis podria ser que 'augment de la demanda de ferro deguda al creixement
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fisic, a 'increment de la massa grassa o del volum de sang (293,304), juntament
amb la captaci6é de ferro disminuida en I'adolescent obés, serien responsables
de I'associaci6 trobada entre I'obesitat i el déficit de ferro en adolescents (294).
En canvi, aquesta associacidé es perd en les etapes posteriors de la vida, per
exemple, en les dones en la postmenopausa o en homes amb resisténcia a la
insulina, on podrien prevaldre els factors que afavoreixen I'acumulacié de ferro.
Tot i aquestes consideracions, en algunes cohorts d’adults es pot produir una
associacio entre el deéficit de ferro i I'obesitat. Per exemple, en pacients amb
inflamaci6 pronunciada del teixit adipds (pacients amb obesitat greu) sotmesos
a cirurgia bariatrica, o en dones amb perdua menstrual de ferro, en els quals

I’equilibri s’inclina cap al déficit de ferro (305) (Figura 7).

creixement, adolescéncia, sexe femeni, edat adulta, sexe masculi, resisténciaa la insulina,
inflamacid, obesitat morbida, factors dones menopausiques, factors dietétics, factors
dietétics, genética, inhibicié de genetics (HFE, beta globina, A1AT), inhibicio de
I'exportacié de ferro des de I'eritrocit I'exportacid de ferro des del fetge

DEFICIT DE FERRO/ANEMIA SOBRECARREGA DE FERRO DISMETABOLICA

Figura 7. Resum d’estimuls potencials i caracteristiques amb un efecte potencial sobre el fenotip del
ferro en I'obesitat. Ambdues entitats, el déficit de ferro i la sindrome de sobrecarrega férrica dismetabolica
representen manifestacions de I’'homeostasi del ferro. La combinacié dels diferents estimuls definiran el

fenotip del ferro de cada pacient. Adaptada d’ Aigner et al., 2014 (306).

5.4.4 Resposta dels parametres del ferro a la pérdua de pes

S’han estudiat els canvis en ’homeostasi del ferro en resposta a la perdua de
pes. En un estudi es va observar un augment de I'IST, una ferritina sense canvis
i una milloria dels marcadors d’inflamaci6 (307). En un altre estudi es va observar

una disminucié de I’hepcidina juntament amb un augment de I'absorcié de ferro
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després d’un programa de pérdua de pes en nens obesos durant sis mesos
(808). Tanmateix, en un altre estudi en nens obesos no es van observar canvis
en l'estat del ferro després d’una dieta hipocalorica durant 13 setmanes, tot i que
els parametres eren normals a l'inici de I'estudi (309). També es va observar que
una dieta molt baixa en calories fins i tot havia induit una disminucié addicional
en els diposits de ferro en els nens obesos, perd aquesta intervencié no és
considera una manera saludable ni recomanable de pérdua de pes (310). S’han
obtingut dades interessants resultat de I'observacié de la millora de I'estat del
ferro funcional indicat per 'augment de I'lST i la disminuci6 de la concentraci6 de
I’hepcidina en sérum en resposta a la pérdua de pes deguda a la cirurgia
bariatrica restrictiva (311). L’evidencia suggereix que la pérdua de pes de manera
saludable en subjectes obesos s’acompanya d’una millora dels marcadors
inflamatoris al restablir I'absorci6é de ferro en la dieta i de les concentracions de
ferro en sérum com a indicacié per un restabliment de ’'homedstasi fisiologica

del ferro.

5.4.5. Metaflamacio i lipotoxicitat, resistencia a la insulina i sobrecarrega

ferrica

En I'obesitat i en la resisténcia a la insulina, aixi com en 'EHNA, es produeix una
elevaci6 desproporcionada de la ferritina com a consequiéncia de I'excés de
ferro i de la inflamacié de baix grau (285,312). Atés que el ferro és un potent
catalitzador de la formacié de ROS, amb la consequent generacié d’estres
oxidatiu, es considera el principal mecanisme subjacent en la

insulinoresisténcia associada a la sobrecarrega ferrica (276,306).

En l'obesitat es produeix una expansié desmesurada del teixit adipds, amb
hiperplasia i hipertrofia dels adipocits, que s’acompanya d’un alliberament
d’intermediaris lipidics que s’acumulen en altres teixits. Aquesta situacio provoca
una disfuncié cel-lular mediada per la lipotoxicitat. L’acumulacié de metabolits
lipidics promou la infiltracio i activacio de macrofags i una resposta inflamatoria
cronica de baixaintensitat (metaflamacio), que esta inicialment restringida als
teixits adiposos perd eventualment afecta a altres teixits com el fetge, I'esquelet,
el muscul cardiac o les cél-lules pancreatiques beta (313). Per altra banda, els
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passos inicials en la metaflamaci6 també inclouen una major produccio de ROS
iun estres del reticle endoplasmatic en els adipocits hipertrofics, que indueixen
la resisténcia a la insulina, ja sigui directament o mitjancant la potenciaci6 de la

immunitat innata per la via de la resposta inflamatoria (314).

La metaflamacio esta considerada com un dels factors etiologics més importants
de la resisténcia a la insulina. Citocines inflamatories i intermediaris lipidics son
els principals inductors de la resisténcia a la insulina perqué activen rutes de
senyalitzaci6 inflamatories que inhibeixen la cascada de transducci6 de senyals
del receptor de la insulina (313). Les citocines proinflamatories com la IL1, la IL6
i el factor de necrosi tumoral alfa (TNFa) condueixen a una inflamaci6é de baix
grau (315). Les adipocines, terme per descriure les molécules generades pels
adipocits en analogia a les citocines, sbn un grup heterogeni d’hormones
peptidiques que medien els efectes metabolics del teixit adipds sobre els altres
teixits. L'expressio d’adipocines en el teixit adipés es modifica quan en 'obesitat
el teixit adipds transforma el seu fenotip (316). S’han observat associacions entre
les adipocines i els parametres del metabolisme del ferro. L’adiponectina actua
com a agent antiinflamatori i agent sensibilitzant de la insulina, i les seves
concentracions disminueixen en I'obesitat i en la resistencia a la insulina (317).
La leptina indica probablement sacietat i plenitud de les reserves d’energia en
condicions fisiologiques, pero I‘obesitat es caracteritza per la hiperleptinémia i la
resisténcia hipotalamica a la leptina (318). La resistina esta estretament lligada
a la inflamacio del teixit adip6s i probablement a les malalties cardiovasculars i a
la resisténcia a la insulina (319). L’adypocite fatty acid binding protein (A-FABP)
que s’expressa en adipocits madurs i en macrofags activats s’associa
positivament a parametres de l'adipositat, la resisténcia a la insulina i a la
sindrome metabolica. En un estudi es va observar que els rosegadors que no
tenien A-FABP estaven protegits de diverses conseqiéncies adverses de
I'obesitat (320).

La resisténcia a la insulina fa que els adipocits amb augment de l’activitat
lipolitica provoquin un augment del flux d’acids grassos lliures del teixit adipds
cap al fetge o al muscul (320). A més, I'excés de teixit adipds central t& com a

consequéncia un augment en la lipdlisi basal amb [I'alliberaci6 consequent
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d’acids grassos al torrent sanguini; en arribar a les seves cél-lules diana, aquests
sbn captats per ser metabolitzats. L’augment dels acids grassos intracel-lulars té
com a consequeéncia I'activacié de vies metaboliques no oxidatives, com ara
la formacié de ceramides, la degradacio lisosomal i la generaci6é d’estrés del
reticle endoplasmatic. Aquest ultim té com a consequencia l'activacio de vies
de senyalitzacié relacionades amb [linici de la mort cel-lular programada
(apoptosi). Aquest augment en I'apoptosi és caracteristica de les malalties
relacionades amb la deposicid ectopica d’acids grassos en els teixits, com

PEHNA, la disfunci6 de les cel-lules beta pancreatiques i la cardiotoxicitat.

Un altre esdeveniment clau és la polaritzacié dels macrofags locals d'un estat
antiinflamatori a un estat proinflamatori. De la resposta a l'estrés dels adipdcits
en resulta la secrecid de la citocina TNFa. A més, els mastocits, els limfocits T i
les cél-lules Natural-Killer s’activen i produeixen a nivell local la citocina interfero-
gamma (IFNY). Aquestes citocines provoquen un estat proinflamatori en els
macrofags del teixit adip6s que els fa més sensibles a altres estimuls
proinflamatoris, inclosos els leucotriens, els complexes acids grassos lliures—
fetuina A i els patrons moleculars associats a perill (danger-associated molecular
paterns) derivats d’adipocits necrotics (321). A diferéncia de la inflamaci6 aguda,
la metaflamacié no es resol amb el temps; els teixits romanen en un estat
anabolic i donen lloc a la remodelacié d’aquests i al deteriorament metabolic
sistéemic, encara que els mecanismes que mantenen la cronicitat i eviten la

resolucié de la inflamacid sén poc coneguts (322) (Figura 8).

5.4.6. Esteatosi hepatica no alcoholica i sobrecarrega férrica.

En la patogénia de ’TEHNA s’hi ha implicat la resisténcia a la insulina com a factor
causal. En un primer pas anomenat “primer impacte”, la disminucié de la
capacitat cel-lular de respondre a lacci6 de la insulina produeix una
hiperinsulinémia compensatoria. En el teixit adipés, la hiperinsulinémia actua
sobre la lipasa sensible a hormones (LSH) i afavoreix la lipolisi amb la
consequent alliberacié d’acids grassos lliures al fetge. EI muscul esquelétic

disminueix la captacio de la glucosa, mentre que a I’hepatocit la hiperinsulinémia
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normopes ‘ sobrepes obesitat ‘

| reclutament de macrofags | | mort d’adipocits | | hipoxialestrés oxidatiu
leptina & ¢ l
resistina = N | malaltia cardiovascular
amiloide séric | INFLAMACIO | D2
f osteopontina - cancer
MCP1 " K‘ '
IL6 i '
TNFa . N w £ \
disfuncioe resisténcia augment de
* adiponectina | endotelial | | alainsulina | | lalipolisi

Figura 8. Relacié entre I'expansié del teixit adipds i I'increment de I’estat proinflamatori. A mesura
que augmenta el teixit adip6s, es modifica la produccié d’adipocines i es desencadenen una série de
processos fisiopatologics relacionats amb la inflamacié que conduiran a un increment del risc de patir
malaltia cardiovascular, DM2 i cancer entre altres comorbiditats. MCP1, proteina quimioatraient dels
monocits 1. Adaptada de Fisiogenémica Salud (323).

augmenta la gliconeogenesi, disminueix la sintesi de glicogen i augmenta la
captacidé dels acids grassos, altera el transport de triglicérids i inhibeix la seva
beta-oxidacié. Aquestes alteracions en el metabolisme dels greixos son la base
de l'aparici6 de l'esteatosi hepatica. Aquest primer impacte resulta de la
interacci6 de diversos factors, com la resisténcia hepatica a la leptina o la
reduccio dels nivells d’adiponectina, amb predomini d’'un o altre segons els
pacients. El segon pas, anomenat “segon impacte”, és consequéncia de I'estrés
oxidatiu en els hepatdcits que es compensa al principi pels mecanismes
antioxidants cel-lulars. Tanmateix, la sobrecarrega hepatica d’acids grassos
genera ROS a la cadena mitocondrial que actuen sobre els acids grassos de les
membranes cel-lulars i causen la peroxidaci6 lipidica. Les ROS indueixen la

sintesi de citocines proinflamatories per les cel-lules de Kiipffer i els hepatocits
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(TNFa, que activa la via de les caspases (proteines pertanyents al grup de les
cistein-proteases) i que comporta I'apoptosi dels hepatocits; el TGFB1, que
activa la sintesi de col-lagen per les céel-lules estrellades; el lligand de Fas,
proteina de membrana de la familia del TNF que indueix la mort per apoptosi
dels hepatocits adjacents; i la IL8, potent quimiotactic de neutrofils). Els
productes finals de la peroxidacié lipidica, el 4-hidroxinonenal i el
malonildialdehid, també estan implicats en la génesi de les lesions hepatiques
per toxicitat directa, poden intervenir en la formacié de cossos de Mallory i
incrementen la sintesi de col-lagen per les cél-lules estrellades; a més el 4-
hidroxinonenal té activitat quimiotactica de neutrofils. Aquesta segona fase
explicaria I'evolucié cap a fendmens necroinflamatoris, fibrosi i cirrosi hepatica
(324) (Figura 9).

En un estudi recent es va demostrar que la preséncia de ferritina elevada en
serum és un factor independent de gravetat histologica i de fibrosi avangada com
a predictor de la gravetat de PTEHNA (325). L’excés de ferro en el fetge també pot
estar relacionat amb el desenvolupament d’hepatocarcinoma en pacients amb
EHNA associada a la fibrosi (326). Alguns estudis havien revisat la relacié entre
la sobrecarrega feérrica de les mutacions C282Y i 'H63D i la presencia I’EHNA.
Tanmateix, en un altre estudi no es va demostrar aquesta relacié (327). No
obstant aix0, si que va suggerir que les mutacions en els gens que codifiquen -
globina i ail-antitripsina podrien estar involucrats en la presencia d’EHNA,
almenys en poblacions on les respectives mutacions es produeixen frequentment
(327,328). Alguns autors han suggerit que per establir de forma definitiva quina
és la rellevancia de lI'excés de ferro en la progressié de 'EHNA, s’hauria de
disposar d’estudis prospectius que incloguessin biopsies de fetge en una cohort
d’'un mida suficient com per corregir la resta de cofactors establerts en la
progressio de la malaltia (329,330).

En I'HH, que és un dels diagnostics diferencials més importants de 'EHNA, la
coincidéncia de transaminases hepatiques elevades i d’hiperferritinemia podria
indicar una sobrecarrega de ferro. Per tant, en el pacient amb hiperferritinemia
caldra valorar I'IST, estudiar el genotip de 'HFE si s’escau, demanar la historia

detallada del consum d’alcohol i considerar les altres causes de sobrecarrega
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ferrica, i en algun cas valorar la RMi/o la biopsia hepatica. Tot plegat ens ajudara

a esbrinar I'origen de les concentracions elevades de ferritina (276).

Etiopatogeniade 'EHNA
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Figura 9. Mecanisme patogénic de 'EHNA. La patogenia de I'EHNA implica I'aparici6 de diferents
esdeveniments (impactes). El primer impacte inclou una hiperinsulinemia compensatoria, un augment de la
gliconeogénesi, una disminucié de la sintesi de glicogen i una major captacié dels acids grassos. Les
alteracions en el metabolisme dels greixos sén la base de I'aparici6 de I'esteatosi hepatica. El segon impacte
té lloc per I'estres oxidatiu dels hepatocits i implica la sintesi de citocines proinflamatories i comporta la mort
dels hepatocits. Alguns dels productes finals de la peroxidacié lipidica indueixen lesions hepatiques per
toxicitat directa. AGL, acids grassos lliures; LSH, lipasa sensible a hormona; TG, triglicérids; VLDL,
lipoproteines de molt baixa densitat. Adaptada de Martin-Dominguez et al. 2013 (324).

5.4.7. Resistencia a la insulina, diabetis i sobrecarrega ferrica

La incidéncia de la DM2 esta augmentant a tot el mén, especialment com a
resultat de 'augment de 'obesitat. La resisténcia a la insulina s’ha associat a
diferents factors, incloent I'activacio de la immunitat innata (amb augment de la
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IL6, la fraccid soluble del receptor tipus 2 del TNFa (sTNFR2) i la proteina C
reactiva (PCR)) i la sobrecarrega bioquimica de ferro. Les citocines influeixen
la reserva de ferro en diferents teixits, perd diferents estudis han demostrat que
la relaci6 entre els nivells alts de ferro i les alteracions metabdliques sén

independents de la inflamaci6 (331).

L’excés o la deficiencia de ferro influeixen en els mecanismes de ’homeostasi
de la glucosa i en el desenvolupament i progressio de la DM2. No obstant aixo,
la relacié entre homeostasi del ferro i homeostasi de la glucosa és bidireccional,
de manera que diverses vies del metabolisme del ferro es modifiquen d’acord
amb els nivells de glucosa sistéemics, alhora que I'acci6 i la secrecié d’insulina
estan influides pels canvis en relacio a I'excés de ferro (332). La sobrecarrega
de ferro podria empitjorar la resisténcia a la insulina interferint sobre el senyal del
receptor d’insulina i inhibint la capacitat de catabolisme de carbohidrats en el
fetge i en el muscul (276). En estudis prospectius de cohorts, s’ha demostrat que
els nivells de ferritina sdn predictors d’'un major risc de DM i de DM gestacional
(333-335).

En les situacions de sobrecarrega férrica, com en ’'hemocromatosi, s’ha descrit
una alta prevalenca de DM, variable segons els estudis. En els estudis inicials la
prevalenca de DM en individus amb hemocromatosi es trobava entre un 7-40 %,
pero es tractava d’estudis amb mostres petites i amb biaix de selecci6 (336,337).
Més tard, amb la identificacid de la causa genética de 'hemocromatosi, es
disposava d’una eina objectiva pel diagnostic d’hemocromatosi i els calculs de la
prevalenca de DM es van realitzar en els pacients amb hemocromatosi detectats
per diagnostic genetic. Els estudis més recents, doncs, mostren en individus amb
hemocromatosi, una prevalenca de DM del 13-23 % i una prevalenca
d’intolerancia oral a la glucosa del 18-30 % (338,339).

Diversos estudis moleculars i genetics en humans i en ratolins han intentat
estudiar la relaci6 entre I’hepcidina i el desenvolupament de DM2. Alguns estudis
epidemiologics han mostrat una associacié entre I'hepcidina i la DM2 a nivell
poblacional, perd les troballes encara no so6n prou concloents (340). La
prohepcidina, precursor de I’hepcidina, es troba significativament més elevada
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en el serum dels homes amb intolerancia oral a la glucosa o DM2 que en aquells
amb tolerancia a la glucosa normal. A més, el nivell de prohepcidina presenta
una correlacié negativa amb la sensibilitat a la insulina. Per tant, la conclusio
€s que la prohepcidina s’associa a la resistencia a la insulina i a I'alteracio del
metabolisme de la glucosa (341). La resisténcia a la insulina comporta un
augment de la secrecié d’insulina per les cél-lules beta pancreatiques, fet que
podria regular directament I’hepcidina, i provocar la supressié de la seva sintesi
en el fetge. Aquesta és la rad principal de la sobrecarrega de ferro en les
persones amb DM2 (342,343).

L’hepcidina disminuida podria tenir un paper a través del control de I'absorci6 de
ferro perque, tal com hem comentat abans, el déficit de ferro provoca una
disminucié de l'expressié de I'hepcidina que afavoreix la captacid de ferro.
Tambeé s’ha proposat que la hiperinsulinemia afavoriria el diposit hepatic de ferro
a partir d’'un mecanisme que redistribuiria els receptors de la transferrina des dels
compartiments intracel-lulars a la superficie cel-lular (344). Es un mecanisme de
retroalimentacié positiva: la sobrecarrega férrica hepatica acaba provocant
I'estrés oxidatiu amb I'alliberacié de les ROS i de les citocines inflamatories. Un
estudi demostra que existeix una forta correlacié positiva entre I’hepcidina en
serum i la ferritina en els pacients amb DM2. En aquest treball se suggereix que
la sobrecarrega férrica i/o la inflamacié podrien regular I'expressio de I’hepcidina
en els pacients amb DM2 (345).

El ferro esta augmentat en les biopsies de teixit visceral i en el teixit adipos
subcutani dels pacients obesos i es correlaciona negativament amb I'expressioé
de l'adiponectina, fet que podria contribuir a la resistencia a la insulina i a les
complicacions metaboliques de I'obesitat (346). Altres estudis corroboren a partir
de mesures realitzades amb RM que el teixit subcutani i el muscul dels pacients
obesos conté major concentracié de ferro que la dels subjectes no obesos
(347,348).

En adipocits aillats la transferrina i ferro indueixen la resisténcia a la insulina i
redueixen la captacié de glucosa en els adipocits a través d'un mecanisme

independent dels acids grassos que podria explicar I'associacidé entre les
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reserves de ferro del cos i el risc de DM2 (349). A més, la ferritina esta
inversament relacionada amb les concentracions en sérum d’adiponectina en
els subjectes amb insulinoresisténcia i en els individus amb disminucié de la
sensibilitat a la insulina (350). El ferro sembla reduir la sintesi d’adiponectina a
I'inhibir la seva transcripcid. Els ratolins modificats genéticament que no
expressen la proteina exportadora del ferro ferroportina en els seus adipocits,
presenten una sobrecarrega férrica en aquestes ceél-lules, disminucié de la
sintesi d’adiponectina i important resisténcia a la insulina (351). S’ha trobat una
associacié positiva entre les reserves de ferro i els nivells circulants de
I’adipocina anomenada proteina d’unié a retinol 4 (RBP4); els dos experimenten
una disminucié davant una baixada de ferro circulant (352). S’ha observat la
mateixa associacioé entre les concentracions de I'adipocina visfatina en sérum i
els parametres del metabolisme del ferro (353). Aquestes observacions podrien
reflectir la coincidencia de lincrement de les reserves de ferro amb altres
marcadors de resisténcia a la insulina i no ser el resultat d’'una relaci6é causal
entre aquestes adipocines i la modulacié de ’'homeostasi del ferro. S’ha proposat
que I'excés del ferro en la dieta podria ser redirigit al teixit adipos visceral i alterar
la secrecidé d’adipocines com la resistina (286), fet que podria tractar-se del
mecanisme que lliga les concentracions elevades de ferritina amb les adipocines
(276). Per una altra banda, I'adipocina leptina, que esta elevada en I'estat de
resistencia a la insulina, és capag d’induir la transcripcié de I’hepcidina en cultius
d’hepatocits. Per tant, la sintesi d’hepcidina induida per la leptina podria
contribuir a les alteracions del ferro presents en PTEHNA (354).

5.5. TRACTAMENT DE L’HEMOCROMATOSI | DELS ESTATS DE
SOBRECARREGA FERRICA

L’excés de ferro esta associat a una evolucio adversa en general. Per tant, reduir
’excés de ferro amb flebotomies després de descartar la inflamacié (infeccio,
neoplasies malignes i malaltia autoimmune) podria ser part del tractament. Es
tracta d’'una terapia facil, segura, economica i amb efectes beneficiosos sobre la

resisténcia a la insulina, els nivells de transaminases i la inflamacio6 (3,355). De
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fet, hi ha un acord general en qué cal utilitzar totes les possibilitats terapeutiques

per tractar les situacions de sobrecarrega feérrica.

Pel que fa a 'HH, malgrat que no s’han fet estudis randomitzats i controlats sobre
flebotomia versus no flebotomia en el tractament d’aquesta malaltia, no hi ha
dubte que iniciar la flebotomia abans que es desenvolupi la cirrosi i/o la DM
redueix la morbiditat i la mortalitat associades a I'HH (356,357). Per tant, es
recomana la identificacio i el tractament precog dels individus que estan en risc.
També es recomana que iniciin el tractament els individus asimptomatics amb
homozigosi HH i marcadors de sobrecarrega férrica, aixi com els subjectes amb
nivells elevats de ferro al fetge. En els pacients asimptomatics esta indicat aquest

tractament per reduir la progressio del dany tissular.

Tots els pacients amb HH homozigodtica i evidéncia de sobrecarrega féerrica (és
a dir, IST =45 % i ferritina sérica > 300 ng/ml (674,10 pmol/L) en homes i > 200
ng/ml (449,40 pmol/L) en dones) s’han de tractar, independentment dels
simptomes. L’objectiu é€s aconseguir nivells de ferritina dins dels limits normals.
Segons els experts, els limits normals en els nivells de ferritina sérica varien entre
50i 150 ng/ml (112,35 337,05 pmol/L) (3,195). De cada 1 ml d’hematies s’extreu
1 mg de ferro. Cada unitat de 450-500 ml de sang sencera (que conté de 200 a
250 ml de globuls vermells) extreu de 200 mg a 250 mg de ferro i redueix la
ferritina sérica a nivells aproximadament de 30 ng/ml (67,41 pmol/L). Els nivells
d’hemoglobina s’han de comprovar abans de cada flebotomia. La terapia
normalment s’atura quan el nivell d’hemoglobina és inferior a 12,5 g/dl (125 g/L).
La frequéncia de la flebotomia esta indicada en les guies de referéncia com a
una setmanal en la fase de depleci6é. Alguns pacients (homes o dones)
necessiten una flebotomia mensual de manteniment, i altres es mantenen amb
1-2 flebotomies anuals (195). Els beneficis que s’esperen d’una flebotomia
terapéutica inclouen una reduccié del magatzem de ferro tissular a nivells
normals, la resolucié de la fatiga i de la letargia; una considerable milloria de la
pigmentacié/bronzejat en la pell; una milloria de les alteracions dels enzims
hepatics, de I'hepatomegalia i del dolor en el quadrant superior abdominal dret si
en presentaven; també milloria de la funci6 cardiaca; i en algun cas, del control

de la DM (195). Les flebotomies en fases inicials de la sobrecarrega prevenen
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I’evoluci6 a cirrosi i redueixen la morbiditat i la mortalitat (222,356,358). Ara bé,
la flebotomia no reverteix la cirrosi quan ja esta establerta ni tampoc millora

I'artropatia, I'atrofia testicular o la disfuncié tiroidal (195).

Les guies recomanen que els pacients sense diagnostic d’HH i amb lesio
d'organs diana degut a la sobrecarrega de ferro han de ser sotmesos a la
flebotomia regular amb els mateixos criteris de valoraci6 que s’han descrit
anteriorment (grau d’evidéncia 1A). Aixi mateix, recomanen el tractament amb
flebotomia dels pacients amb sobrecarrega de ferro no lligada a la mutacié del
gen HFE i que tenen una elevada concentraci6 hepatica de ferro (grau
d’evidéncia 1B) (195).

La sang procedent de les flebotomies es pot utilitzar en algunes institucions.
L’American Red Cross ila U.S. Food and Drug Administration consideren que
aquesta sang és segura per a les transfusions. A Espanya, a Irlanda i a Franga,
la sang de pacients amb HH associada a I'HFE pot ser utilitzada per a
transfusions. Concretament a Espanya la Sociedad Espafiola de Hematologia y
Hemoterapia (SEHH) admet que la sang de persones amb HH és apta per a
transfusid; tanmateix limita en numero de donacions que poden usar-se
anualment a 3 concentrats a I'any en dones i a 4 en homes. En canvi, a altres
paisos europeus, la utilitzacié de sang procedent de flebotomies terapéutiques
esta explicitament prohibida (195).

En pacients amb sobrecarrega ferrica o sindromes diseritropoiétiques o anémia
hemolitica cronica que no toleren la flebotomia, es recomana la terapia amb
quelants del ferro, ja sigui amb deferoxamina o deferasirox (195). Hem
comentat que les citocines (TNFa, IL1 i IL6), les adipocines (leptina, resistina) o
I’hepcidina sén senyals inflamatoris en el teixit adipds que faciliten els canvis en
’homeodstasi del ferro. En aquest sentit, les analisis in vitro demostren que la
quelacio del ferro millora la senyalitzacié del receptor de la insulina i que I'excés
de ferro disminueix 'activitat del receptor de la insulina. La depleci6 intracel-lular
de ferro amb deferoxamina porta a un increment de la fosforilacié de diversos
mediadors dels efectes de la insulina en la gliconeogenesi. De la mateixa manera

s’ha descrit un augment d’expressié d’alguns gens implicats en la captaci6 i la
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utilitzacié de glucosa en les cél-lules de I'hepatoma. Aixi doncs, I'Us de quelants
reduiria I'estrés oxidatiu milloraria I'esteatosi hepatica i les manifestacions de la

sindrome metabolica (359).

En general no son necessaris els canvis en la dieta. Ja hem comentat que en
condicions normals el ferro es manté en equilibri: la quantitat absorbida en la
dieta diaria coincideix amb la quantitat que es perd cada dia amb la descamaci6
cel-lular, aproximadament 1 mg (360). Ates que els pacients amb hemocromatosi
poden absorbir 4 mg de ferro per dia, els suplements de ferro s’han d’evitar, aixi
com els de vitamina C. Les dosis farmacoldgiques de vitamina C acceleren la
mobilitzacié del ferro a nivells que poden saturar la circulacié de transferrina, i
tenen com a resultat un increment en prooxidants i/o activitat dels radicals lliures.
L’EASL recomana limitar la dosi de vitamina C a 500 mg/dia (184,361). Cal
destacar, també, que els mariscs crus s’han d’evitar perque poden ser portadors
del Vibrio vulnificus, una bactéria que pot causar una infeccié potencialment
mortal en pacients amb alts nivells de ferro. Les reserves de ferro elevades
poden alterar I'efica¢ activitat bactericida de I'’hepcidina (360). Tenint en compte
que la ingesta d’alcohol i el consequient estres oxidatiu hepatic pot suprimir la
produccid6 d’hepcidina, no es recomana la seva ingesta en situacions de
sobrecarrega féerrica (184). En les aneémies amb sobrecarrega férrica la
contribucio del ferro de la dieta a la sobrecarrega total dependra de si el pacient
esta rebent transfusions. Per0 inclis els pacients que mai no han rebut

transfusions tenen risc alt de sobrecarrega letal (195).

En el futur probablement disposarem de nous agents quelants i noves
terapies, com per exemple la transferrina exogena (362), I’hepcidina exogena
(201,363,364), els analegs de I'hepcidina (365) i els agonistes dels senyals de
I’hepcidina. Totes aquestes estrategies podrien ser alternatives per al grup de
patologies que tenen en comu la sobrecarrega bioquimica de ferro (11), perd

encara calen més estudis per avaluar la seva eficacia.
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6. HIPOTESIS

ESTUDI 1: Detection of hereditary hemochromatosis and biochemical iron

overload in primary care: A multicenter case finding study in Spain.

Hipotesi 1:

Tenint en compte que I'hemocromatosi hereditaria és una de les malalties
genetiques amb més prevalenca en la nostra poblacié general i amb unes
caracteristiques geneétiques diferents de les formes propies del nord d’Europa
(baixa frequiéncia de la mutacié C282Y del gen HFE en estudis de cribratge en
nadons i en poblacions concretes de donants voluntaris de sang) i que no es
recomana el seu cribratge genetic en la poblacié general perque no es cost-

efectiu, varem formular les seglents hipotesis:

1. Que un programa de detecci6 d’hemocromatosi hereditaria en atenci6
primaria de la nostra area en el que limitem I'estudi genétic a les persones
ateses amb sobrecarrega bioquimica de ferro podria millorar el diagnostic

d’hemocromatosi hereditaria.

2. Que aquest estudi permetria identificar les caracteristiques genétiques i
cliniques de les persones amb hemocromatosi hereditaria detectades als

centres d’atenci6 primaria del nostre entorn.

ESTUDI 2: Serum soluble transferrin receptor concentrations are increased in
central obesity. Results from a screening programme for hereditary

hemochromatosis in men with hyperferritinemia.

Hipotesi 2:

L’'obesitat s’associa a la hiperferritinemia (sobrecarrega bioquimica de ferro), la
qual pot estar afavorida per I'estat d’inflamacié cronica de baix grau. Per altra

banda, I'obesitat pot comportar un déficit de ferro o una anémia.
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Aixi mateix, un valor baix en les concentracions en sérum de la fracci6é soluble
del receptor de la transferrina (STFR) es considera un bon indicador de la

sobrecarrega tissular de ferro.
Existeixen també factors de confusio, com ara 'augment dels nivells de sTFR en
situacions de resisténcia a la insulina o la disminucié de sTFR en persones amb

la mutacié H63D del gen HFE.

Tenint en compte tots aquestes consideracions, vam formular la seguent

hipotesi:

1. Que el sTFR séric en homes obesos amb hiperferritinémia hauria d’estar

elevat si presentessin un déficit tissular de ferro associat a I'obesitat.
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7. OBJECTIUS

Obijectiu principal:

Determinar la prevalenga de la sobrecarrega bioquimica de ferro en la poblacio
atesa en l'atencié primaria i la seva relaci6 amb I’hemocromatosi hereditaria i

amb I'obesitat.

Aquest objectiu s’ha assolit a través de dos estudis diferents que anomenem
ESTUDI 1i ESTUDI 2.

ESTUDI 1: Detection of hereditary hemochromatosis and biochemical iron

overload in primary care: A multicenter case finding study in Spain.

Obijectiu secundari 1:

Determinar en la mateixa poblaci6 la prevalengca d’hemocromatosi hereditaria i
de les mutacions genétiques lligades al gen HFE, aixi com avaluar el cost
economic de l'estratégia utilitzada per a la deteccid de persones amb
sobrecarrega bioquimica de ferro en atencié primaria com a pas previ per
realitzar el cribratge genétic d’hemocromatosi hereditaria.

Obijectiu secundari 2:

Descriure les altres causes patologiques de sobrecarrega bioquimica de ferro
diferents a ’hemocromatosi hereditaria.
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ESTUDI 2: Serum soluble transferrin receptor concentrations are increased in
central obesity. Results from a screening programme for hereditary

hemochromatosis in men with hyperferritinemia.

Objectiu secundari 3:

Determinar en homes obesos amb sobrecarrega bioquimica de ferro,
diagnosticada per la presencia de hiperferritinemia en un programa de cribratge
genetic d’hemocromatosi hereditaria desenvolupat en l'atencié primaria, les
concentracions en serum del STFR com a index de sobrecarrega tissular de ferro.
Es tindran en compte els possibles factors de confusié com la inflamacié cronica
de baix grau, la resisténcia a la insulina o la preséncia de la mutacié H63D del
gen HFE.

Obijectiu secundari 4:

Determinar en la mateixa poblaci6 si el STFR en serum s’associa a la presencia
d’obesitat central o abdominal, definida com la preséncia d’'una circumferencia

abdominal superior a 102 cm i tenint en compte els mateixos factors de confusio.
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8.1. ESTUDI 1: Detection of hereditary hemochromatosis and biochemical iron

overload in primary care: A multicenter case finding study in Spain.

8.1.1. Disseny

Estudi transversal sobre la prevalenca de sobrecarrega bioquimica de ferro i
d’hemocromatosi hereditaria a atencid primaria. Seguiment prospectiu de 5 anys
de les persones detectades amb hemocromatosi hereditaria per avaluar la
simptomatologia d’aquesta patologia.

8.1.2. Subjectes. Programa de detecci6 de sobrecarrega bioquimica de

ferro i d’hemocromatosi hereditaria

Criteris d’inclusio: des del febrer de 2004 al setembre de 2004 es va convidar
a participar a I'estudi a tots els individus majors de 15 anys que tenien una visita
rutinaria a les consultes d’adults de Medicina Familiar i Comunitaria de dos
Centres d’Atencié Primaria (CAPs) situats, I'un a Sant Just Desvern (Barcelona)
i 'altre a Cerdanyola del Valles (Barcelona).

En total van participar 2.739 individus dels quals 1.712 eren dones (62,5 %) i
1.027 eren homes (37,5 %) un cop descartats els que presentaven els seguents

criteris d’exclusio:

Anémia (hemoglobina < 130 g/L)

Neoplasia en els Ultims cinc anys

Concentracions de creatinina > 115 ymol/L

Esdeveniments cardiovasculars en els tres mesos previs
Tractament amb ferro, aspirina o glucocorticoides durant I'any previ
Donacid de sang durant els sis mesos anteriors

Tabaquisme actiu els sis mesos anteriors

© N o g~ DN

Etnia no caucasica

109



8. Métodes

Les persones seleccionades es van sotmetre al seglient programa de deteccio
de sobrecarrega bioquimica de ferro i d’hemocromatosi hereditaria dissenyat en
tres etapes:

1. Primera etapa: realitzacidé d’una primera extraccié de sang en deju per
obtenir serum en el que es determinava la ferritina i I'IST. Es va considerar
gue existia una sobrecarrega bioquimica de ferro quan la ferritina en
serum era > 300 ng/mL i/o I'lST era > 50 %, segons els articles de
referéncia del moment (196,197,230).

2. Segona etapa: en cas que l'individu presentés un o els dos parametres
anteriors elevats, es va realitzar una segona determinacié en sérum en
deju de ferritina i d’IST entre 2 i 3 mesos després de la primera extraccio.
En els casos en qué es va confirmar la presencia de sobrecarrega

bioquimica de ferro, el seu diagnostic va quedar definitivament establert.

3. Tercera etapa: En les persones amb diagnostic definitiu de sobrecarrega
bioquimica de ferro es van fer les avaluacions de I'apartat seguient, que

incloien I'estudi genétic de les mutacions del gen HFE.
8.1.3. Avaluacions de la tercera etapa del programa de deteccié de
subjectes amb sobrecarrega bioquimica de ferro i hemocromatosi
hereditaria
8.1.3.a. Anamnesi
Es van recollir les seguents dades: edat, sexe, ingesta d’alcohol confirmada
almenys per un membre de la familia, consum de tabac, antecedents patologics

i tractament meédic habitual.

El diagnostic de DM es va fer d’acord amb els criteris de ’American Diabetis
Association (366).
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Per diagnosticar la sindrome metabolica es van utilitzar els criteris del NCEP ATP
Il modificats per ’American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood
Institute Scientific Statement (AHA/NHLBI) (247).

8.1.3.b. Exploracio fisica i mesures antropometriques

Es va determinar el pes, la talla, 'lMC i la circumferencia abdominal (amb una

cinta meétrica flexible a I'alcada del melic).

L’obesitat es va determinar d’acord amb la definicié de 'OMS (IMC > 30 Kg/m?)
(367). L'obesitat central o abdominal es va definir com la presencia de una
circumferencia abdominal > 88 cm en dones i > 102 cm en homes, segons el
criteris del NCEP ATP Ill modificats per I’American Heart Association/National
Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement (AHA/NHLBI) (247).

La pressi6 arterial es va mesurar amb el dispositiu semiautomatic i validat Omron
705 CP (Omron Helathcare, Kyoto, Jap0). Els participants van estar asseguts i
en repos en una consulta tranquil-la, es van realitzar tres preses de pressid sobre
artéria braquial a intervals de 3 minuts. La mitjana de les dues ultimes
determinacions es va considerar com la pressié arterial braquial definitiva. Es
van definir com a persones amb hipertensi6 arterial aquelles amb unes xifres =

140/90 o que estiguessin tractades amb farmacs antihipertensius.

8.1.3.c. Tercera extraccio de sang: determinacions analitiques

Les mostres de sang es van extreure per puncié venosa en estat de dejuni (10-
12 h). Per una banda, es van obtenir leucocits dels quals es van fer extraccions
d’ADN. Les mostres d’ADN es van emmagatzemar a -80 °C fins a la seva
utilitzacié per fer I'estudi genétic del gen HFE de I'HH.

Per una altra banda, es van analitzar les mostres de sang total, plasma i serum i

es van realitzar les seguients determinacions segons les técniques estandards

utilitzades al laboratori d’hematologia i bioquimica clinica:
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Hemograma complet, indexs (inclos el recompte de reticulocits) i
hemoglobina, ferritina, IST (IST= ferro en sérum x 70.9/transferrina
serica), glucosa en plasma, creatinina, perfil lipidic (colesterol total,
triglicérids, colesterol de lipoproteines d’alta densitat (cHDL), colesterol de
lipoproteines de baixa densitat (cLDL)), enzims hepatics (aspartat-
aminotransferasa (AST), alanina-aminotransferasa (ALT),
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT)), proteina C reactiva (PCR) i
serologies dels virus de les hepatitis B i C.

La ferritina es va mesurar per un metode turbidimétric de taxa fixa
(Olympus System Reagent, Olympus Diagnostica GmbH, Wendenstrabe,
Hamburg); la transferrina per un métode turbidimeétric de punt final
(Olympus System Reagent, Olympus Diagnostica GmbH) i el ferro per una
prova fotometrica per a analitzadors quimics clinics (Olympus System

Reagent, Olympus Diagnostica GmbH).

Les serologies dels virus de les hepatitis B i C (I'antigen de superficie del
virus de I'hepatitis B (HBsAg) i la immunoglobulina M (IgM) en l'antigen
del nucli del virus de I'hepatitis B (HBCAQ), i els anticossos del virus de
'hepatitis C (Anti-VHC)) es van determinar per un immunoassaig
enzimatic de microparticules totalment automatitzat (Abbot GmbH,

Wiesbaden-Delkenheim, Alemanya).

8.1.3.d. Estudi molecular del gen HFE

Es va fer a partir de mostres d’ADN obtingut de leucocits i préviament

emmagatzemades a -80 °C. Es va utilitzar una técnica de reaccio en cadena de

la polimerasa de cicle rapid amb sondes fluorescents especifiques dels al-lels

d’interés. Aquesta metodologia va ser portada a terme mitjancant un fluorimetre

acoblat a un termociclador (Roche Diagnostics lightcycler) en el Servei de

Genética de I'Hospital de Sant Pau de Barcelona, centre pioner en I'estudi de

I'HH. L’adquisicié continua de les dades de fluorescéncia durant I'analisi de la

corba de dissociacié de les sondes al llarg de la reacci6 en cadena de la

polimerasa va permetre la detecci6 de mutacions degut a la péerdua de
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fluorescéncia de forma al-lel-especifica (189). Basicament, es va analitzar
I'existéncia de les mutacions C282Y, H63D i S65C.

8.1.3.e. Ecografia hepatica

Es va utilitzar un ecograf model Toshiba Just Vision 400 Ssa-325 (Toshiba
Medical Systems Corporation, Tochigi, Jap0d) per realitzar les ecografies

hepatiques.

8.1.4. Seguiment anual durant 4 anys més de les persones amb
hemocromatosi hereditaria

Les persones que van ser diagnosticades d’HH, van ser avaluades (anamnesis,
exploracio fisica, avaluacions analitiques, ecografia hepatica) anualment durant

4 anys més per estudiar I'evolucié de I'HH amb un seguiment total de 5 anys.
8.1.5. Consideracions etiques i legals

El protocol de I'estudi va ser aprovat pel Comité Etic d’Investigacié Clinica de la
Fundacié d'Investigacidé en Atencidé Primaria Jordi Gol i Gurina, Institut per a la
Recerca a [I'Atenci6 Primaria de Salut (IDIAP). Es va informar de les
caracteristiques de I'estudi i es va obtenir el consentiment informat per escrit de
tots els participants inclosos en I'estudi. L’estudi es va desenvolupar d’acord amb
la Declaraci6é de Helsinki i la normativa legal vigent del moment (Llei 21/2000
sobre els drets d’informacié sobre la salut i lI‘autonomia del pacient, i la

documentacio clinica).

8.1.6. Analisi estadistica

Les dades estan presentades com a valors absoluts i percentatges per totes les
variables descrites al manuscrit, tret de I'evolucid dels valors de ferritina i d’IST

de les persones afectades per HH, els quals es van expressar com a mitjana (+

desviaci6 estandard). En aquest estudi no es va utilitzar I'estadistica inferencial.
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Tots els calculs es van ver amb el programa estadistic SPSS (v.16.0.1 for Mac;
Chicago, IL, EUA).

8.2. ESTUDI 2: Serum soluble transferrin receptor concentrations are
increased in central obesity. Results from a screening programme for hereditary

hemochromatosis in men with hyperferritinemia.

8.2.1. Disseny

Estudi de casos i controls transversal en un subgrup d’homes amb sobrecarrega
bioquimica de ferro i sense HH detectats en un programa de deteccié de
sobrecarrega bioquimica de ferro i d’HH en atencié primaria. Els casos eren
obesos (IMC > 30 kg/m2) i els controls no obesos (IMC < 30 kg/m2), segons els
criteris de ’OMS (367).

8.2.2. Seleccioé de subjectes. Criteris d’inclusié i d’exclusio

En aquest estudi es van avaluar 1.512 homes d’un total de 4.006 subjectes, entre
dones i homes, que van participar en el programa de deteccié de sobrecarrega
bioquimica de ferro i d’HH descrit en I'estudi 1 i formulat en tres etapes. Aquest
estudi es va dur a terme exclusivament al CAP Canaletes de Cerdanyola del
Valles amb inclusié de subjectes des del febrer de 2005 al febrer de 2006.

En aquest estudi, a diferencia de I'estudi 1, el punt de tall per la ferritina en serum
va ser de > 200 ug/L en lloc de > 300 pg/L, atenent als articles de referencia
sobre el paper de la sobrecarrega bioquimica de ferro en les patologies
cardiovasculars (182,368,369) i en la disfunci6 vascular (268).

En resum es van estudiar un total de 75 homes amb sobrecarrega bioquimica de
ferro després d’aplicar els seglents criteris d’exclusié:

1. Edat <18 anys
2. Anemia (hemoglobina < 130 g/L)
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Situacions d’expansio6 de la serie eritroide (volum corpuscular mig (VCM)

> 98 fl i/o recompte de reticulocits > 2,5 % dels globuls vermells)

4. Inflamaci6é o malalties infeccioses en els 3 mesos previs

5. Neoplasia en els ultims 5 anys

6. Presentar alguna de les principals causes de sobrecarrega bioquimica de

7.
8.
9.

ferro: consum d’alcohol > 20 g/dia, HH (homozigots per la mutacié C282Y
del gen HFE), anémies hemolitiques i hepatopaties croniques (cirrosi,
hepatitis cronica, i/o enzims hepatics 2 o 3 vegades per sobre del limit
normal, determinat per 45 U/L per I'ALT i per 40 U/L per 'AST ila GGT)
Concentracions de creatinina serica > 115 pymol/L

Esdeveniments cardiovasculars en els tres mesos previs

Tractament amb ferro, aspirina o glucocorticoides durant I'any previ

10.Donaci6 de sang durant els sis mesos previs

11.Tabaquisme actiu els sis mesos anteriors

12.Diabetis mellitus

13.Canvis en el pes de més d’un 3 % en els tres mesos previs 0 bé Us de

tractaments que poguessin afectar el pes corporal el mateix periode

14. Etnia no caucasica

8.2.3. Avaluacio dels subjectes

Els homes seleccionats es van avaluar de forma similar a la realitzada en la

tercera etapa de I'estudi 1. No hi va haver diferéncies respecte a I'estudi 1 pel

que fa a 'anamnesi i a I'exploraci6 fisica. Les determinacions fetes en la mostres

de sang obtingudes en la tercera extraccié de sang van ser les mateixes que en

'estudi 1, incloent I'analisi molecular del gen HFE. A més, en aquest estudi es

van afegir les seglients determinacions que es van realitzar amb el sérum de

mostres sanguinies emmagatzemades a -80 °C immediatament després de la

seva obtencio:

Receptor soluble de la transferrina (sTFR) per Il'immunoassaig
QUANTIKINETM transferrin  receptor ELISA kit (R&D Systems,
Minneapolis, EUA), amb coeficients de variaci6 intraassaig de 0,6 a 3 %,

i interassaig de 2 a 3 %.
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e Proteina C reactiva d’alta sensibilitat (PCRhs) per immunofelometria
altament sensible (Dade Behring, Marburg, Alemanya).

¢ Insulina per ELISA (R&DSystems,Minneapolis,MN, EUA).

e La resistencia a la insulina es va calcular per 'index Homeostatic Model
Assessment Insulin Resistance (HOMA-IR) (370).

Cap malalt es va avaluar amb ecografia hepatica.

8.2.4. Consideracions etiques i legals

El protocol d’aquest estudi es va aprovar pel Comité Etic d’Investigaci6 Clinica
de I'Hospital de Sabadell. Es va informar de les caracteristiques de I'estudi i es
va obtenir el consentiment informat per escrit de tots els participants inclosos en
estudi. L'estudi es va realitzar d’acord amb la Declaracié de Helsinki i la
normativa legal vigent del moment (Llei de Recerca Biomeédica 14/2007).

8.2.5. Analisi estadistica

Les dades estan presentades com a percentatges per les variables qualitatives,
mitjana (+ desviacié estandard) per les quantitatives amb distribucié normal, i

mediana (interval interquartil) per les quantitatives amb distribucié no normal.

Per fer les analisis de les diferencies entre casos i controls, les variables
qualitatives es van comparar amb la prova de X2 o amb el test de Fisher (per
mostres petites). En el cas de las variables quantitatives, primer es va analitzar
si seguien o no una distribucié normal (test de Kolmogorov-Smirnov). Si seguien
una distribucié normal, es va utilitzar la prova de t de Student per comparar els
dos grups. En cas que no seguissin aquesta distribucid, es va realitzar una
transformacio logaritmica per utilitzar proves parametriques, o bé es van analitzar
amb proves no parametriques (U de Mann-Whitney). Les correlacions entre les
variables analitzades es van realitzar amb els coeficients de correlacié de

Pearson o Spearman segons correspongués.
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Aquest estudi va incloure models de regressi6 lineal mdultiple (backward
stepwise) amb la variable dependent sTFR. En aquests models, les variables
potencialment independents es van seleccionar en funci6 de la seva significacié
estadistica en les correlacions univariades i/o de la seva potencial relacio amb la
variable dependent tenint en compte la literatura previa. Tots aquests models
utilitzaven un valor de p < 0,10 per eliminar les variables i de p < 0,05 per
mantenir-les en els models. Es va utilitzar per tots els calculs el programa
estadistic SPSS (v.16.0.1 for Mac; Chicago, IL, EUA). Tots els valors de p van
ser bilaterals i es van considerar com a estadisticament significatius valors de p
<0,05.
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9. RESULTATS

Els resultats estan descrits amb més detall en les dues publicacions originals que
s’adjunten. En aquest apartat s’ofereix un resum del que es considera més

rellevant.

ESTUDI 1: Detection of hereditary hemochromatosis and biochemical iron
overload in primary care: A multicenter case finding study in Spain. Nuria
Freixenet, Maria Sierra Moreno-Rosel, Maria Jesus Barcel6, Antonia Serrano,
Marina Paya, Lourdes Crespo, Maria José Pérez-Lucena, Albert Altés,
Montserrat Baiget, Jordi Félez. Am J Hematol. 2010 Apr;85(4):294-6.

Erratum a: Am J Hematol, 2014 Sep;89 (9):940.

Es van avaluar un total de n = 2.739 individus reclutats en dos CAPs de I'area de

Barcelona dels quals 1.712 eren dones (62,5 %) i 1.027 eren homes (37,5 %).

Atenent a I'objectiu principal del nostre estudi, la prevalenca de la sobrecarrega

bioquimica de ferro és:
e Prevalenca sobrecarrega bioquimica de ferro: 126/2.739 (4,6 %).
Atenent a I'objectiu secundari 1, els nostres resultats indiquen:
e Prevalenca d’HH lligada a 'HFE segons les guies del moment en qué va
ser realitzat I'estudi (230): 1/304 (0,32 %) tenint en compte els individus
amb homozigosi C282Y (0,07 %) i els individus amb heterozigosi

composta C282Y/H63D (0,25 %).

e Tipus de mutacions d’HH lligada a I'HFE i prevalenca de cadascuna

d’elles:

a. Dos individus amb homozigosi C282Y: prevalenca 0,07 %.
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b. Setindividus amb heterozigosi composta C282Y/H63D: prevalenca
0,25 %.

c. Esvaidentificar una nova mutacié V284M (189).

Cost economic de les determinacions de la ferritina i de I'lST del programa:
el cost d’aquestes determinacions va ser en total de 15.810 € tenint en
compte els costos de les determinacions fetes als familiars de les
persones amb HH detectades en el programa. Aquest import va permetre
detectar 126 persones amb sobrecarrega bioquimica de ferro, de les quals
14 presentaven HH lligada a I'HFE.

Tenint en compte l'objectiu secundari 2 respecte a la relaci6 mutacions i

expressio clinica, trobem que:
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Les persones amb diagnostic d’HH lligada a I'HFE no presentaven clinica
relacionada amb I’'HH, situacié que es va mantenir durant el seguiment

anual dels 4 anys addicionals.

Cap dels dos homozigots C282Y presentava criteris ecografics d’EHNA.
Tres dones heterozigotes compostes C282Y/H63D presentaven criteris

ecografics d’EHNA lleu.

Un 27 % de les dones i un 40 % dels homes amb sobrecarrega bioquimica
de ferro presentaven criteris de DM2. Cap dels subjectes diagnosticats
d’HH lligada a 'HFE presentava DM2.

Un 45 % i un 43 % de dones i homes, respectivament, amb sobrecarrega
bioguimica de ferro presentaven criteris de sindrome metabodlica,
independentment de la presencia o no de mutacions del gen HFE. Cap
dels dos homozigots C282Y presentava criteris de sindrome metabdlica.
Dues dones heterozigotes compostes C282Y/H63D presentaven criteris

de sindrome metabdlica.
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Detection of hereditary hemochromatosis and biochemical
iron overload in primary care: A multicenter case finding

study in Spain

Niria Freixenet,! Maria Sierra Moreno-Rosel,! Maria Jesis Barcel,? Antonia Serrano,’ Marina Paya,3
Lourdes Crespo,3Maria José Pérez-Lucena,* Albert Altés,® Montserrat Baiget,? and Jordi Félez*

Although the C282Y HFE gene substitution is the most common muta-
tion among individuals from Northern Europe in Spain and ltaly, this
mutation has a lower prevalence and thus a lower proportion of Spanish
and Italian patients are C282Y homozygotes in comparison to Northern
European descendants. These differences prompted us to explore the
expression of hereditary hemochromatosis (HH) in a set of Spanish indi-
viduals in primary care settings. We undertook a multicenter prospec-
tive case-finding study including 2,739 individuals. Subjects with con-
sistent elevated transferring saturation and/or serum ferritin levels were
referred has having elevated iron measures (EIM), and molecular analy-
ses for HFE-gene were performed. EIM were consistently found in 126
subjects. Among them 14 HH patients were identified (3 C282Y homozy-
gotes and 11 compound C282Y/HE3D heterozygotes), including subjects
from familial studies. A hitherto new mutation of HFE was detected
(V284M/H63D) as well as a family carrying a hereditary hyperferritine-
mia/cataract syndrome (HHCS) with a C39T mutation in L-ferritin gene. A
5-year follow-up of patients with HH showed a steady state of the iron
measurements as well as in their clinical situation. Forty-five percent of
patients with EIM had metabolic syndrome. This is the first case-finding
study performed in Spain on these topics.

HH is one of the most frequent genetic diseases in Caucasians [1,2]. HH
is associated to two point mutations in the HFE gene (C282Y and H63D),
which account for the vast majority of iron overload related clinical complica-
tions [3-5]. C282Y mutation has a lower gene frequency than H63D muta-
tion but its iron overload related clinical penetrance is markedly higher than
in H63D mutation [6-10]. Additional missense and nonsense mutations in
HFE gene have also been described in association with clinical phenotype
of hemochromatosis [11-14]. A different prevalence of HFE mutations have
been reported among individuals from Northern Europe [6,12,13] in Spain
and Italy. These differences prompted us to explore the expression of HH in
a set of Spanish individuals in primary care settings.

In this study, 2,739 individuals were enrolled: 1,712 women (62.5%) and
1,027 men (37.5%). Among these individuals, we initially found 271 sub-
jects (211 men and 61 women) with EIM. That was confirmed 2-3 months
after the first determination on 126 subjects (104 men and 22 women),
which represented 6% of the total population screened. The age between
the women first enrolled in the study was not markedly different: 51 + 19
and 52 + 17 for women and men, respectively. In contrast, in the group of
cases where EIM was confirmed (n = 126), the age of the women with
EIM (n = 22, mean of age 65 + 11) was significantly higher (P > 0.01)
than that of the men with EIM (n = 104, mean of age 57 + 11) and it was
also higher than the average age of the individuals firstly enrolled in the
study (P > 0.01).

Among the 126 subjects with confirmed EIM, two unrelated patients, a
60-year-old man and a 37-year-old woman both originally from Catalonia-
Spain, were identified as homozygous C282Y. The homozygote C282Y 60-
year-old man (who was a “blood donor”) had a TS of 66-86% and sF lev-
els of 55-67 ng/mL, whereas the homozygote 37-year-old woman had a
TS of 58-67% and her sF levels ranged from 227 to 287 ng/mL. Seven
additional individuals belonging to unrelated families were also detected as
compound heterozygotes for C282Y and H63 HFE gene mutation (five
women and two men). In addition, we identified a new HFE gene mutation
(V284M) in a patient with EIM [14]. Among compound heterozygotes, the
mean TS and sF levels were 65% + 13% and 337 + 164 ng/mL, respec-
tively, for women, and 41% = 2% and 543 + 37 ng/mL for men. The HFE-
genotypes found in the group of 126 individuals with EIM are summarized
in Table 1.
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In our study HFE-gene mutation analyses were performed on phenotypi-
cally screened participants when EIM were confirmed. Because of this initial
selection, prevalence of HFE mutations among the total population can only
be estimated. 0.07 and 0.25% of the participants were homozygotes for
(C282Y and compound heterozygotes for C282/H63D, respectively. These
data are in agreement with genetic studies performed by our group on the
prevalence of HH in Spain, and they are similar to the ones described in
populations from Southern France, Czech Republic, and several other
regions of Italy [15]. That means that we have detected one HH in 304
screened individuals. Studies of differing populations have estimated that
the prevalence ranges from 1 in 357 subjects to 1 in 625 in general popula-
tion to rates almost as high as 1 in 135 persons in Norwegian men
(reviewed in Ref. 16).

Among adults, liver diseases, such as cirrhosis and hepatic carcinoma
are the most specific manifestations of HH [17]. Nonspecific symptoms
attributed to HH, such as excessive fatigue, arthropaties, and impotence
are considered no more common in C282Y homozygotes than they are in
the general population [17]. None of our HH patients suffered any severe
hepatic disease as assessed by detection of cytolysis and abdominal ultra-
sound examination. The two C282Y homozygote individuals were healthy.
Both had high TS but normal sF levels and other biochemical blood tests
were also normal. Among the five women with C282Y/HE3D mutations,
four had elevated TS and the one with normal TS was identified due to a
high sF (~570 ng/mL). This later 51-year-old woman had polyartralgies
and metabolic syndrome with a grade |l hepatic steatosis. An additional
66-year-old woman suffered poliartalgies related to well known arthrosic
process, one had hyperthyrodism, one had hypothyroidism, and another
one had glaucoma. No other clinical or biochemical alterations had to be
considered. The two compound heterozygote men had normal TS but high
sF levels (~540 ng/mL). One of them (61-year-old) had obesity (BMI 31)
and the other one (73-year-old) had metabolic syndrome and grade Il
esteatosis. No clinical complications were detected among the family mem-
bers carrying a new mutation of HFE gene (V284M) recently described by
our group [14].

To extend our study to relatives of patients with HH, molecular studies were
performed in 20 subjects with C282Y mutations. Sixty-three additional cases
were analyzed. A 44-year-old C282Y/C282Y woman was found. She had a
TS of 74% with sF levels of 105 ng/mL but she was completely asymptomatic.
Four compound heterozygotes for C282Y/HB3D were also identified: three
men with ages ranging from 21- to 27-year-old and a 33-year-old woman, all
of them with normal TS and sF levels that were also asymptomatic. The
extension of HH detection among relatives of affected individuals increased
HH prevalence to 1 in 197 individuals enrolled in the study.

Distinct to hospital diagnosed population, our study detected HH patients
with moderate high levels of sF, and probably they will not have clinical com-
plications related to their genetic HH. This is supported by data from our
clinical and biological follow-up of these individuals conducted throughout a
5-year period (see Fig. 1). We found that compound heterozygotes have a
higher EIM than homozygotes. These data seem to contradict our knowl-
edge on HFE-HH but it could be explained by the design of our study where
homozygotes with more severe phenotype probably have been missed.
Another possibility is that compound heterozygotes have a higher preva-
lence of metabolic disorders. We are currently exploring this hypothesis in
an ongoing case-control study.

We have calculated a cost of 5 € for iron measurements (2.87 € for sF
and 2.13 € for TS). We performed 3,162 iron measures, including those per-
formed in familial studies. That means that using the present protocol we
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TABLE I. Characteristics of HFE Gene Mutations Detected and Their
Frequency

Over Patients with

Genotype Patients EIM (n = 126) (%)
A) With clinical penetrance®
282Y/C282Y 2 16
282Y/H63D 7 55
B) Without clinical penetrance®
63D/HB3D 8 6.3
282Y/C658 2 1.6
63D/C65S 3 24
282M-H63D 1 0.8
282Y/W 11 8.7
83D/W 39 31.0
655/W 1 08

®Patients with HFE gene mutations are grouped by (A) with possible clinical
expression and (B) without clinical expression, according to literature. W: wild
allele.

expend 15,810 € in detecting 14 patients with HH and 162 individuals with a
ferropenic status. Due to its cost molecular HFE screening in general popula-
tion has not recommended by several experts panels, whereas case-finding
studies may be considered for the initial selection of individuals with HH [16].
Although TS is considered the golden test for detection of HH, in recent stud-
ies it has been suggested that genetic studies should only be performed when
sF levels are very high (~ or >1,000 ng/mL) [17]. Rationality for this is based
upon the fact that high levels of sF will detect patients who will be clinically
affected. In several studies performed on individuals with a different geograph-
ical background, it has been demonstrated that cirrhosis of the liver occurs
only extremely rarely in HH patients with sF < 1000 ng/mL. Since sF for HH
does not rise over long periods of time, patients with levels <1000 ng/mL
should not need phlebotomies [18,19]. This cutoff can be modified by co-fac-
tors such an increased alcohol intake, and other hepatoxic factors [20]. In
these situations measurement of hepatic iron should be the definitive measure
of iron loading, especially in those with ferritin of greater than 1000 ng/mL.
High levels of sF may also detect other clinically significant diseases in
patients who do not have HH [21]. For example, we found a young individual
(23-year-old male) with persistent serum feritin elevation (~900 ng/mL)
affected by a HHCS (see Table 1l). Among 126 patients with consistent EIM,
52 (41%) had no HH and most of them not had a marked increase in TS.
Clinical characteristics of these individuals are displayed in Table Il. Dysmeta-
bolic iron overload syndrome is related to diabetes, insulin resistance, and
metabolic syndrome [22,23] and generally characterized by normal TS
[24,25]. In our set of 126 individuals with EIM, 6/22 (27%) women and 42/104
(40%) men had diabetes. This represents a higher expression than the one
found in our setting of primary care population (14,000 individuals) with the
same range of age: 15 and 18% for women and men, respectively. In addition,
we also found a high prevalence of MS among EIM individuals by comparing
our data on prevalence of MS among Spanish employees [26]. We found a
prevalence of 45 and 44% of MS among our men and women with EIM,
respectively. In contrast, among a ~100-fold higher number of individuals with
uncharacterized EIM but similar age range, the prevalence of MS was 14 and
16% for men and women, respectively. This confirmed a strong association
between diabetes, MS and EIM in our Mediterranean population. The hypo-
thetical EIM modulation by controlling MS seems to be confirmed by prelimi-
nary evaluation of these ongoing analyses and it is the aim of future studies.

Patients and Methods Summary

Patients and study design. This multicenter prospective study involved 2,739
individuals from 15- to 96-year-old, attending one of the two participating com-
munity-based primary care centers from Spain: ABS Canaletes (Cerdanyola
del Valles-Barcelona) and ABS Sant Just (Sant Just Desvern-Barcelona). Indi-
viduals were systematically enrolled in the study from February to September
2004. TS and sF levels were included among blood tests. TS was measured
by immuno (chemiluminiscence) assay using the Roche/Hitachi 717 kit (Roche
Diagnostics SL, Barcelona, Spain). Serum Ferritin was measured by colori-
metric assay using the Elecsys (Roche). Iron blood tests were reassessed in
a period of 2-3 months in patients which had EIM: high sF levels (>300 ng/
mL, cutoff level in our lab), elevated TS (>50%) or both. Only subjects with
confirmed EIM in the two independent blood tests were finally enrolled. These

American Journal of Hematology

124

letters
150
§ 130
o
>
110 |
=
o
& 90 |
>
[+]
= 70|
50 . ) . 1 . .
1 2 3 4
Year of Follow-up
Figure 1.  Five-year evolution of serum ferritin levels and transferrin saturation in

hereditary hemochromatosis individuals. Ferritin (triangles) and TS (squares) were
assessed once per year among C282Y homozygotes (three individuals) and com-
pound C282Y/H63D heterozygotes (nine subjects). Results are depicted as of per-
centage (mean + SD) calculated every year over the first determination during a
period of 5 years.

TABLE Il. Clinical and Bi if of Ir with EIM
Women (%) Men (%)
n 22 (100) 104 (100)
Metabolic syndrome® 10 (45) 44 (43)
Type |l diabetes 6 (27) 42 (40)
ESR/CRP increased” 9 (41) 13 (12.5)
Anti-core BHV 5 (23) 8(7.7)
Hypothyroidism 4 (18) 3(2.8)
Increased yGT® 2(9) 6(5.8)
Seropositive for CHV 3 (14) 1(1)
Alcohol abuse? 1 (4.5) 5 (4.8)
Talasemia minor 1 (4.5) 2(1.9)
HHCS* 0 (0) 1(4.5)
MCV-EBC > 99 L 0 (0) 3(2.9)
Seropositive for HIV 0 (0) 0(0)

Age MS (mean = SD) in years: women 65 + 11, men 57 + 11.

AMetabolic syndrome as defined by IDF (see details in the text).

YEsR (erythrocyte sedimentation rate) >10 and >15 for men and women, respec-
tively, or C-reactive protein > 0.4 mg dL.

®Gamma glutamyl transferase x 3 over control values.

9Alcohol abuse confirmed because patients were under specific treatment units.
®HHCS, hyperferritinemia/cataract syndrome related to C39T mutation in L-ferritin gene.
'MCV-EBC mean of corpuscular volume of red blood cells.

subjects were again appointed to be submitted to full anamnesis, clinical
exploration, abdominal ultrasound study, and new blood test including molecu-
lar analyses for HFE mutations. Informed consent was obtained in agreement
to Helsinky's declaration and approved by Fondo de Investigaciones Sanitarias
(Ministerio de Sanidad y Consumo, Spain). A third blood test included: hemo-
gram, sF, TS, erythrocyte sedimentation rate and/or C-reactive protein, glyce-
mia, glycolisated hemoglobin (HbA1c), blood urea nitrogen, serum creatinin,
serum urate, alanine transaminase, aspartate aminotransferase, y-glutamyl
transterase, alkaline phosphatase, cholesterols (total, high density lipoproteins
and calculated low density lipoproteins), thyroid stimulating hormone and T4
when indicated, serum markers for hepatitis B and C viruses, and human
immunodeficiency virus. a-Feto-protein, CEA and PSA (in males) where also
quantified. In addition, uncoagulable blood was also obtained for DNA extrac-
tion from leucocytes and frozen unti molecular analyses were carried out.
Abdominal ultrasound examinations were performed using a Thoshiba Just
Vision 400 (Thoshiba Medical Systems Corporation, Tochigi, Japan). These
clinical, biological and ultrasound studies were repeated on an annual basis
for a 4-year period on homozygotes for C282Y HFE mutation or compound
C282Y/H63D heterozygotes as well as patients with a blO.

Molecular analyses of HFE gene. The HFE gene mutations were analyzed
using an assay that combines rapid-cycle PCR with allele-specific fluores-
cent probe melting profiles. It is a single-tube analysis and was performed
on the Roche diagnostics lightcycler, a microvolume fluorimeter integrated
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with a thermal cycler. Continuous acquisition of fluorescence data during a
melting curve analysis at completion of PCR allows the detection of muta-
tions given the loss of fluorescence in an allele-specific manner. By plotting
melting peaks, the different alleles are readily distinguishable [27]. This melt-
ing analysis identifies single-base changes in PCR products with a sensitiv-
ity and specificity comparable or superior to conventional mutation scanning
methods [28]. Specific details on these methods have been previously
described [14].

Statistical analyses. T and X° tests were used for comparisons of the
means. Determination of prevalence of diabetes and hypertension on sev-
eral primary care centers (Badia del Vallés, Barbera del Vallés, Canaletes-
Fontetes, Ripollet and Serraparera from West Vallés in Barcelona, Spain)
were performed by analyses of computerized data (e-CAP™; Institut Catala
de la Salut, Generalitat de Catalunya, Barcelona, Spain).
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Development of Loffler's endocarditis in FIP1L1-PDGFRalpha-
positive hypereosinophilic syndrome despite continuous imatinib
mesylate therapy and continuous complete remission

Jan Vaclavik,™* Tomas Szotkowski,? Martin Hutyra, Jifi Kozak,3 Jan Lukl,* and Milo§ Taborsky*

We present a case of a 32-year-old male with FIP1L1-PDGFRalpha-pos-
itive hypereosinophilic syndrome (HES), whose complete clinical, hem-
atological, and mol lar remissi was i and maintained on
100 mg of imatinib mesylate daily. The markedly increased thickness
of the left ventricular (LV) apical myocardium at the time of the diagno-
sis d d very quickly after i ib and warfarin therapy and
there was no i aral thr on rep h
graphic check-ups. After 28 months of imatinib therapy and 16 months
after warfarin withdrawal, both asymptomatic endocardial fibrosis and

dio-
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LV apical thrombus developed, consistent with the diagnosis of Léffler’s
endocarditis, and these findings were confirmed by cardiac magnetic
resonance imaging (MRI). Resumption of warfarin therapy led to the dis-
appearance of the apical thrombus after 7 months, whereas endomyocar-
dial fibrosis persists and the LV systolic and diastolic functions remain
normal. To our knowledge, no similar case of the development of L&f-
fler's endocarditis during imatinib therapy with continuous complete
remission of HES has been described up to the present. We suggest that
frequent echocardiographic or preferably gadolinium-enhanced MRI
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ESTUDI 2: Serum soluble transferrin receptor concentrations are increased in
central obesity. Results from a screening programme for hereditary
hemochromatosis in men with hyperferritinemia. Nuaria Freixenet, Angel
Remacha, Eugenio Berlanga, Assumpta Caixas, Olga Giménez-Palop, Francisco
Blanco-Vaca, Vanessa Bach, Montserrat Baiget, Yolanda Sanchez, Jordi Félez,
José Miguel Gonzalez-Clemente. Clin Chim Acta. 2009 Feb;400(1-2):111-6.
Erratum a: Clin Chim Acta. 2014 Sep 25; 436:351.

Atenent als objectius secundaris 3 i 4, en aquest estudi es va analitzar un
subgrup de 75 homes amb sobrecarrega bioquimica de ferro (ferritina =200 pg/L)
i sense HH lligada a 'HFE ni DM, dels quals 32 (43 %) es van classificar com a
obesos (IMC > 30) i 43 (57 %) com a no obesos. L’edat mitjana dels obesos va
ser de 55,6 (x 12,2) anys i la dels no obesos de 52,2 (+ 12,6) anys (p = 0,896).
En conjunt, 26 individus (34,7 %) estaven diagnosticats d’hipertensié arterial i en
tractament amb farmacs antihipertensius. Globalment, 14 individus (18,7 %)

estaven diagnosticats d’hipercolesterolemia i en tractament amb hipolipemiants.

En aquest estudi es va observar que:

e L’IMC va ser de 32,3 (= 2,2) Kg/m? en els obesos i de 26,2 (+ 1,9) Kg/m?
en els no obesos (p <0,001), i la circumferencia abdominal d’1,06 (+ 0,91)
m en els obesos i de 0,95 (+ 0,62) m en els no obesos (p < 0,001).

e Els valors de ferritina sérica no van ser diferents entre els dos grups
(obesos: 554 (421-798) versus 574 (508-669) ug/L) (p = 0,770).

e Només 11 (14,7 %) presentaven un IST =45 %.
e Cap d’ells presentava una PCRhs > 10 mg/L.

e Els individus obesos presentaven, en relaci6 als no obesos,
concentracions més altes d’hemoglobina ( 157 (+ 12) versus 152 (+ 11)
g/L; p =0,049) i de sTFR (2,95 (2,22-3,28) versus 2,28 (1,88-2,91) mg/L;

p = 0,013) i una major resisténcia a la insulina mesurada per l'index
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HOMA-IR (1,38 (1,04-2,69) versus 1,02 (0,60-1,55); p = 0,009), perd no
van presentar diferéncies en la pressi6 arterial, el recompte de reticuldcits,
el VCM, la ferritina sérica, I'lST, la glucémia basal, el cHDL, els triglicerids
basals, els enzims hepatics, la PCRhs i les mutacions del gen HFE de
I'HH.

Ajustant per tots els potencials factors de confusié avaluats, es va
demostrar una correlacié positiva entre les concentracions seriques de
sTFRiI'lMC (B=0,277; p=0,041), que va ser encara més significativa entre
els valors de sTFRi els de circumferencia abdominal (f=0,421; p=0,002).

No es van trobar correlacions significatives entre el sTFR i la resta de les
variables avaluades (edat: r = —-0,183, p = 0,124; tensi6 arterial sistolica
(TAS): r = -0,076, p = 0,534; tensid arterial diastolica (TAD): r = 0,135, p
= 0,268; hemoglobina: r = 0,190, p = 0,112; ferritina sérica r = -0,088, p =
0,891, IST: r = -0,046, p = 0,701; glicémia basal: r = 0,074, p = 0,537,
HDL-colesterol: r = -0,183, p = 0,125; triglicérids: r = 0,116, p = 0,339;
index HOMA-IR: r = 0,043, p = 0,740; PCRhs: r = 0,036, p = 0,766; AST:
r=0,176,p=0,216; ALT:r=0,141, p =0,254; GGT:r=0,117, p = 0,336).
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Background: A decrease in the serum concentrations of the soluble transferrin receptor (sTfR) is considered a
good index of tissue iron. Because obesity is associated with hyperferritinemia and this is considered a sign of
iron overload, a decrease in sTfR would be expected for the obese. We evaluated whether obese men with
hyperferritinemia, detected in a genetic screening programme for hereditary hemochromatosis (HH), have
lower serum concentrations of sTfR than their non-obese counterparts.

Methods: 75 men (age: 55.4+12.4 years) with hyperferritinemia (serum ferritin — SF >200 pg/L) and no
known conditions of iron overload were evaluated for body mass index (BMI), waist circumference (WC),
blood pressure, traditional indices of iron status, sTfR, fasting plasma glucose, lipid profile, insulin resistance
(HOMA-IR), highly-sensitive C-reactive protein, hepatic enzymes and HFE gene mutations of HH.

Results: sTIR correlated with BMI (r=0.289; p=0.014) and with WC (r=0.420; p<0.001). Thirty-two subjects
were obese (BM>30 kg/m?) and had a significantly higher sTfR (2.95 (2.22-3.28) vs 2.28 (1.88-2.91) mg|L;
p=0.013), hemoglobin (157 +12 vs 152£11 gr/L; p=0.049) and HOMA-IR (1.38 (1.04-2.69) vs 1.02 (0.60-1.55)
mg/L; p=0.009) than the non-obese, WC explained separately more variability of the sTfR than BMI
(r*=0.177; p=0.002 and r=0.077; p=0.042, respectively), after adjusting for potential confounders,
Conclusion: An increase in serum concentrations of sTfR is associated with central obesity in men with
hyperferritinemia.

Keywords:

Soluble transferrin receptor
Central obesity

Ferritin

Protein C-reactive

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Intreduction orders, share an increase in SF as a common phenotypic expression [3].
In addition, an increase in SF is found in several metabolic conditions.
In men the prevalence of central obesity (waist circumference —
WC=1.02 m) increases from 24% to 38% when SF goes from the 1st
quartile (<86 pgr/L) to the 4th quartile (>231 pgr/L) [4] and hyper-
ferritinemia has also been associated with diabetes mellitus [4] [5],
dyslipemia [4], hypertension [6] and insulin resistance [78]. Even a
syndrome called insulin-resistance hepatic iron overload (IR-HIO), was

Iron overload measured through an increase in concentrations of
serum ferritin (SF) is a frequent finding among adults in developed
countries, especially in men [1,2]. Several diseases, such as hereditary
hemochromatosis (HH), viral hepatitis or alcoholism and rarer dis-

Abbreviations: SF, serum ferritin; HH, hereditary hemochromatosis; WC, waist

circumference; IR-HIO, insulin-resistance hepatic iron overload; TSI, transferrin
saturation index; TfR, transferrin receptor; sTfR, soluble transferrin receptor; BMI,
body mass index; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; ASAT, aspartate
aminotransferase; ALAT, alanine aminotransferase; GGT, gamma glutamil transpepti-
dase; HOMA-IR, homeostatic metabolic assessment insulin resistance index.

* Corresponding author. Department of Diabetes, Endocrinology and Nutrition,
Hospital de Sabadell, Parc Tauli s/n, 08208 Sabadell, Spain, Tel.: +34 93 745 84 12; fax;
+34 93 716 0646.

E-mail address: jmgonzalez@tauli.cat (JM. Gonzalez-Clemente).

0009-8981/% - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cca.2008.10.019

described in 1997 [9,10]. This syndrome affects middle-aged men, is
not related to HH and is characterized by a mild to moderate increase
in SF concentrations with a normal or slightly increased transferrin
saturation index (TSI). In the IR-HIO syndrome subjects have an in-
creased prevalence of overweight with elevated waist-to-hip ratio,
hyperlipemia and diabetes [11]. From a pathogenic point of view,
iron overload could participate in the mechanisms involved in the
pathogenesis of the several components of the metabolic syndrome or
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in the cardiovascular disease associated with it, because it catalyzes the
formation of hydroxyl radicals [ 12] and activates the pro-inflammatory
pathway of the NF-kappa B [13] and both pro-oxidant and pro-
inflammatory mechanisms are involved in the pathogenesis of such
conditions.

However, one important issue regarding the measurement of body
iron stores is how to measure them. SF is a measure of the size of iron
stores provided that the subject is healthy. However, in inflammatory
disorders a cytokine-mediated pathway can activate the ferritin gene,
causing hyperferritinemia, which is commonly seen in conditions such
as obesity. This mechanism is iron independent [14]. Another im-
portant protein that participates in iron homeostasis, is the transferrin
receptor (TfR). This is a transmembrane protein that practically all cells
have on their surfaces, although most is on the erythroid cells. It is
involved in the uptake of iron by the cells and its expression on the cell
surface increases as iron cellular demands increase. This protein has a
soluble form (sTfR) in serum, which is the truncated form of the
cellular receptor [15]. Serum sTfR concentrations closely reflect
the expression of TfR on the cell surface: they increase in the iron
deficiency anemia [16] and decrease when iron overload exists [17,18].
In contrast to SF, this sTfR do not change when inflammatory con-
ditions exist. Because obesity is a low-grade systemic inflammatory
condition, the use of serum sTfR instead of SF could be a more accurate
index for determining tissue iron availability. However, only two
studies on serum sTfR concentrations in subjects with obesity have
been performed up to now [19,20]. In these two studies, in which
obesity was defined according to body mass index (BMI), sTfR has been
found to be higher in the obese than in the non-obese, suggesting that
in obesity a tissue iron deficit would eventually exist [ 19,20]. However,
none of these studies have simultaneously taken into account three
potential confounding factors: low-grade systemic inflammatory
response, insulin resistance [21] and the H63D mutation of the HFE
gene of the HH (such a mutation is quite prevalentin the Caucasian [22]
and it is associated with a decrease in sTfR concentrations [23]). In
addition, measures of central or abdominal obesity were provided in
none of them, although the measures of central obesity show signi-
ficant association with SF (independently of BMI) [24] and central
obesity is a stronger predictor of obesity-related outcomes than BMI
[25,26]. To get more insight into iron metabolism in obesity, we mea-
sured serum sTfR concentrations in a group of men (obese and non-
obese) who supposedly had an iron overload because of the presence
of hyperferritinemia. These men had been detected through a genetic
screening programme for HH and in all of them the most common
conditions associated with hyperferritinemia had been excluded (viral
hepatitis, alcoholism, HH). Our results confirm an increase in the
serum concentrations of sTfR in the men with hyperferritinemia
who are also obese. In addition, we found that this increase is more
associated with central obesity (WC) than with BMI.

2. Subjects and methods
2.1. Subjects

Aone-year genetic screening programme for HH involving more than 4000 Caucasian
subjects was carried out in a primary care center near Barcelona, This programme had
three stages. In the first stage, a SF was determined in all subjects attending the center for
routine blood analysis. In the second step, if the previous determination of SF was higher
than 200 pg/L, a second one was carried out one month later. This limit of 200 pg/L was
chosen because it had been previously used in studies evaluating the role of iron overload
in cardiovascular disease [27,28] and vascular dysfunction in diabetes [29]. In the third
stage, if the second SF determination was also higher than 200 pg/L the following were
done:

1) Anamnesis and physical examination for assessing age, sex, alcohol intake, smoking,
body weight and height for calculating BMI, WC, bload pressure, diabetes mellitus
history and drug intake. Body weight was measured to the nearest 0.1 kg and height
to the nearest 0.5 cm. BMI was calculated as weight (kg) divided by height squared
(m?). WC was measured midway between the lowest rib and the iliac crest to the
nearest 0.1 cm with a flexible tape, Obesity was defined according to the World
Health Organization definition as a BMI of at least 30 ke/m? [30]. Blood pressure was
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Table 1
Univariate comparison between obese and non-obese men with hyperferritinemia
Non-obese Obese
(BMI<30 kg/m?% n=43) (BMI>30 kg/m?; n=32)
Age 5524126 55.6£12.2 0.896
BMI (kg/m?) 262+19 323122 <0.001
WC (m) 0.95+0.62 1.06£0.91 <0.001
Systolic blood pressure 138£15 144£21 0.130
{mm Hg)
Diastolic blood pressure  81+10 83412 0326
(mm Hg)
Hemoglobin (gr/L) 152+11 157412 0.049
Reticulocyte count 8.5 (3.8-41.1) 7.9(3.1-493) 0.801
(/1000 red cells)
Mean corpuscular volume 92 (91-94) 92 (89-94) 0.503
(fL)
SF (pgfL) 574 (508-669) 554 (421-798) 0.770
TSI (%) 34.0 (31.8-39.9) 34.9 (28.8-45.0) 0.204
STIR (mg/L) 228 (1.88-2.91) 295 (2.22-328) 0013
Fasting plasma glucose 53+0.6 5307 0.856
(mmolfL)
HDL-cholesterol 111027 1.08:0.28 0.592
(mmol/L})
Triglycerides (mmal/L) 1.45 (0.98-2.23) 1.98 (1.139-2.59) 0614
HOMA-IR 1.02 (0.60-1.55) 1.38 (1.04-2.69) 0.009
hs-CRP (mg/L) 221 (1.09-411) 1.95 (1.00-5.51) 0.291
ASAT (UJL) 23.0(21.5-26.8) 37.0 (22.3-46.8) 0295
ALAT (UfL) 24.5(19.8-34.0) 43.4(22.8-59.5) 0.183
GGT (U/L) 28.0 (22.8-43.0) 341 (22.8-612) 0.254
HFE gene mutations (r (%))
282y 2(47) 4(143) 0392
H63D 22(512) 19 (59.4) 0.494
S65C 3(7.0) 2(6.3) 1.000

Data are expressed as mean+ 5D, median (interquartile range) or number (percentage).
The obese had higher concentrations of hemoglobin and sTfR and were more insulin-
resistant (higher HOMA-IR values) than the non-obese.

Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase;
BMI, body mass index; GGT, gamma glutamil transpeptidase; hs-CRP, high-sensitivity
C-reactive protein; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-insulin resistance; SF,
serum ferritin; sTfR, soluble transferrin receptor; TSI, transferrin saturation index; WC,
waist circumference.

measured using a mercury sphygmomaneometer (mean of three determinations in a
sitting position after resting for at least 5 min). Alcohol intake was confirmed by at
least one family member. Diabetes mellitus was defined according to the criteria
from the American Association Diabetes [31].

Blood samples taken by venipuncture in the fasting state (10-12 h) to determine: red
and white cell counts and indices (including reticulocyte counts), SF, TSI (calculated as
serum ironx70.9/transferrin), serum sTfR, plasma glucose, lipid profile (total
cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol), insulinemia, high-sensitivity C-reactive
protein — hs-CRP, hepatic enzymes (aspartate aminotransferase — ASAT, alanine
aminotransferase — ALAT, gamma glutamil transpeptidase — GGT), hepatitis B and C
serologies and mutations of the HFE gene of the HH (C282Y, H63D, S65C). To performall
these determinations, samples of plasma, serum and DNA were immediately separated
after blood extractions and were frozen at —80 °C until performing determinations.

2

For the present study we excluded all the women and we included only those men
who did not meet the following exclusion criteria: 1) anemia (hemoglobin <130 gr/L), 2)
expansion of the erythroid marrow (mean corpuscular volume=98 fl andjor
reticulocyte counts=2.5% red cells); 3) inflammatory or infectious diseases during the
previous three months; 4) neoplastic disease; 5) main known causes of iron overload:
alcohol intake>20 gr/day, HH (homozygosity for the C282Y HFE mutation), hemolytic
anemias and chronic hepatopathy (cirrhosis, chronic hepatitis, andfor liver enzymes
two or more times the upper normal limit — these upper normal limits were 45 U/L for
ALAT and 40 U/L for ASAT and GGT); 6) serum creatinine concentrations =115 umol/L; 7)
acute cardiovascular events in the previous three months; 8) iron, aspirin or glu-
cocorticoid treatment during the previous year; 9) blood donation during the previous
six months; 10) active smoking in the previous six months; 11) diabetes mellitus and
12) change of more than 3% of body weight in the preceding three months or use of
drugs that affected body weight.

Informed written consent was obtained from all participants. The study was
approved by the local ethic committee and was conducted according to the principles of
the Declaration of Helsinki.

2.2, Laboratory analysis

Blood and white cell counts, whole blood hemoglobin, plasma glucose, cholesterol,
triglycerides, HDL cholesterol, ASAT, ALAT and GGT were determined by the standard
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techniques used in clinical chemistry laboratory. Anti-hepatitis B core antigen, hepatitis
B surface-antigen and antihepatitis C virus were tested by a fully automated
microparticle enzyme immunoassay (Abbot GmbH, Wiesbaden-Delkenheim, Ger-
many). Serum insulin concentrations were determined by ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), Insulin resistance was calculated by the homeostatic metabolic
assessment insulin resistance index (HOMA-IR) as previously described [32]. Plasma
high-sensitive CRP was determined by a highly sensitive immunonephelometry kit
(Dade Behring, Marburg, Germany). Ferritin was measured by a turbidimetric fixed rate
method Olympus System Reagent, Olympus Diagnostica GmbH, Wendenstrabe,
Hamburg), transferrin by a turbidimetric end point method (Olympus System Reagent,
Olympus Diagnostica GmbH) and serum iron by a photometric colour test for clinical
chemistry analysers (Olympus System Reagent, Olympus Diagnostica GmbH), The
determination of sTfR was done by a commercial immunoassay (QUANTIKINE™,
transferrin receptor ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, USA), being the intra-assay
coefficients of variation of 0.6% to 3%, and the inter-assay coefficients of 2% to 3% [14].
C282Y, H63D and S65C HFE mutations were searched after extracting genomic DNA
from peripheral leukocytes as previously reported [22].

Log10 sTfR (mg/L)
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Fig. 1. A. Positive and significant crude correlation between Logy STFR and WC.
B. Positive and significant crude correlation between Logyo sTfR and BML

Table 2
Backward stepwise multiple regression models with the sTfR as the dependent variable
in men with hyperferritinemia

Variables Initial model  Intermediate  Intermediate  Final model
(all variables) model 1 model 2
R?=0.353 R*=0.341 R*=0.271 R*=0177
B p B P B p B P
Systolic blood -0.002 0986
pressure (mm Hg)
Hemoglobin (gr/L)  -0.003 0983
Logyo ALAT (U/L) -0.050 0823
Logyp triglycerides 0.064 0.640
(mmaol/dL)
Logio hs-CRP (mg/L)  0.079 0.564
Logyo TSI (%) -0146 0315 -0135 0305
Logio HOMA-IRx10  -0192 0236 -0188 0160
H63D mutation -0.133 0346 -0.135 0293
(yes/no)
Age (years) -0223 0242 -0200 0105 -0192 0120
Ferritin (ug/L) 0289 0054 0298 0023 0252 0043
Waist circumference  0.435 0.007 0449 0001 0415 0001 0421 0.002
(m)

sTfR and WC are independently and positively associated after adjusting for potential
confounders and WC explains the 18% variability of sTR.

Dependent variable: Logo sTfR. Triglycerides were included in the model in mmol/dL to
allow appropriate log transformations for calculations. In the backward stepwise
procedure, the variables were sequentially removed as follows: systolic blood pressure,
hemoglabin, Logyy ALAT, Logp triglycerides, Logo hs-CRP, Log,p TSI, Logip HOMA-
IR%10, H63D mutation, age and ferritin, Only two intermediate models (model 1: six
variables; model 2: three variables) obtained through this procedure, were reported.
Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; BMI, body mass index; hs-CRF, high-
sensitivity C-reactive protein; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-insulin
resistance; TSI, transferrin saturation index.

2.3. Statistical analysis

Data are presented as percentages, means+SD for variables normally distributed or
medians (interquartile range) for variables not normally distributed (Kolmogorov-
Smirnov test). To improve skewness and kurtosis variables not normally distributed
were log transformed. These variables were tested for significance on this log scale and
then back-transformed to their natural units for illustration in the tables. Subjects were
classified into obese and non-obese and comparisons between these two groups were
done using Student ¢ tests for continuous variables and the xz test for categorical variables.
The potential relationships between serum sTiR and the rest of the variables were also
explored using correlation tests (Pearson or Spearman's tests, where appropriate). When a
significant crude correlation was found, multiple linear regression models with a
subsequent backward stepwise procedure were used to adjust for potential confounders.
Variables to be included in these models were based on the previous univariate analyses or
had previously been shown to be associated with sTfR. All stepwise selection models used a
p<0.05 level for entry and a p<0.10 for removal. The SPSS statistical program (v.16.0 for
Mac; Chicago, IL, USA) was used for all these calculations. All p values were 2-sided and a p
value<0.05 was considered statistically significant.

3. Results

A total of 75 consecutive men with SF>200 pgr/L were recruited for
this study according to the previously described protocol. Of these
subjects, 32 were classified as obese and the rest as non-obese. Their
clinical characteristics are shown in Table 1. There were 26 (34.7%)
subjects on antihypertensive drugs and 14 (18.7%) on cholesterol
lowering drugs. Only 11 (14.7%) subjects had a TSI higher than 45%
and none of the subjects evaluated had hs-CRP serum concentrations
higher than 10 mg/L. The obese subjects had higher serum concentra-
tions of sTfR than the non-obese (Table 1). In addition, they also had
higher concentrations of hemoglobin and were more insulin resistant
(higher HOMA-IR values) than the non-obese (Table 1). No differences
were found between the obese and the non-obese regarding the other
indices of iron status, hepatic enzymes, hs-CRP and HFE gene mutations.

Fig. 1 shows the positive significant crude correlations between
sTfR and BMI and sTfR and WC. No other significant correlations
were found between sTfR and the rest of the variables evaluated
(age: r=—0.183, p=0.124; systolic blood pressure: r=-0.076, p=0.534;
diastolic blood pressure: r=0.135, p=0.268; hemoglobin: r=0.190,
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Table 3
Backward stepwise multiple regression models with the sTfR as the dependent variable
in men with hyperferritinemia

Variables Initial model  Intermediate  Intermediate  Final model
(all variables) model 1 model 2
R?=0283 R?=0.259 R*=0186 R=0.077
B P B p B P B P

Systolic blood -0,004 0981

pressure (mm Hg)

Hemoglobin (gr/L) 0.071 0.648

Log;p ALAT (U/L) -0.112 0,628

Logyp triglycerides 0.078 0.583

(mmeol/dL)

Logo hs-CRP (mg/L) 0109 0.435

Logsg TSI (%) ~0186 0.224 -0163 0241

Log,p HOMA-IRx10 -0.119 0.467 -0.131 0346

HB3D mutation -0.181 0214 -0.183 0.172 -0239 0.066

(yesfno)

Age (years) -0.248 0.211 -0.210 0.104

Ferritin (pg/L) 0296 0.054 02983 0032 0218 0.090

BMI [kg]mz) 0286 0.077 0309 0027 0258 0.048 0277 0.041

sTfR and BMI are independently and positively associated after adjusting for potential
confounders and BMI explains the 8% variability of sTR,

Dependent variable: Logyg sTR. Triglycerides were included in the model in mmol/dL to
allow appropriate log transformations for calculations. In the backward stepwise
procedure, the variables were sequentially removed as follows: systolic blood pressure,
hemoglobin, Log,y ALAT, Logg triglycerides, Logp hs-CRP, Log;s HOMA-IRx 10, Log
TSI, age, ferritin and HG63D mutation. Only two intermediate models (model 1: six
variables; madel 2: three variables) obtained through this procedure, were reported.
Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; BMI, body mass index; hs-CRP, high-
sensitivity C-reactive protein; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-insulin
resistance; TSI, transferrin saturation index.

p=0.112; TSI: r=-0.046, p=0.701; fasting plasma glucose: r=0.074,
p=0.537, HDL-cholesterol: r=-0.183, p=0.125; triglycerides: r=0.116,
p=0.339; HOMA-IR: r=0.043, p=0.740; hs-CRP: r=0.036, p=0.766; AST:
r=0176, p=0.216; ALT: r=0.141, p=0.254; GGT: r=0.117, p=0.336).

Tables 2 and 3 show the multiple linear regression models regarding
the relationship between obesity indices (either WC — Table 2 or BMI —
Table 3) and sTIR, after adjusting for potential confounders. Table 2
shows the initial model, two intermediate models and the final model
regarding the relationship between WC and sTfR. This relationship was
positive and persisted after adjusting for potential confounding factors.
In the final model (Table 2) WC explains the 18% variance in sTfR.
Likewise, Table 3 shows the initial model, two intermediate models and
the final model about the relationship between BMI and sTfR. This
relationship was positive. In this case, in the final model, BMI explains
the 8% variance in sTIR, after adjusting for the same potential con-
founding factors as in Table 2.

4. Discussion

The present study shows an increase in the serum concentration of
the sTIR in the obese men with hyperferritinemia and without HH or
other common causes of iron overload as compared to the hyperferri-
tinemic non-obese. This increase correlates positively with central
obesity and persists after adjusting for confounding factors such as
insulin resistance or the mutation H63D of the HFE gene of HH. In
theory, this finding would indicate a tissue deficiency of iron and it is of
special interest because it has been found in subjects with hyperferri-
tinemia, who otherwise would have been classified as having an iron
overload.

First of all, there are at least two possible factors to explain an
increase in serum sTfR concentrations: an expansion of the erythroid
marrow, a tissue deficiency of iron or a combination of these two
factors [33]. Conditions associated with an expansion of the erythroid
marrow can be reasonably ruled out by performing a reticulocyte
count to exclude hemolytic anemia and by determining the mean
corpuscular volume to exclude patients with macrocytosis caused by
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an underlying ineffective erythropoiesis [34]. All our patients have
normal reticulocyte counts and none of them have macrocytosis.
Consequently, it can be assumed that the increase in serum sTfR
observed in our hyperferritinemic obese subjects would be due to a
functional iron deficiency, a situation defined by tissue iron deficiency
despite adequate iron stores [35]. Our findings agree with results of
studies assessing the iron status through the measurements of serum
iron concentrations — ferremia [36-39]. This parameter has been
found lower in the obese than in the non obese, but in contrast to sTfR,
it shows larger day-to-day variations [40,41] and is affected by
inflammation. In addition, our data cannot be considered as a surprise,
because they agree with the results from two recent studies, in
which sTfR was measured to assess the iron status in postmenopausal
women [20] and in a group of adult subjects recruited from an
outpatient clinic [19], respectively. In none of these two studies,
specific information about the relationships between central obesity
and serum sTfR concentrations were provided and several mechan-
isms have been proposed to explain the presence of functional iron
deficiency in the obese. These mechanisms have included a deficient
iron intake or intestinal absorption, greater iron requirements in the
obese due to their larger blood volume, or a functional iron deficiency
due to inflammatory mechanisms [19].

Nevertheless, although the increase in serum sTfR concentrations in
the obese could really reflect a functional iron deficiency, our finding
that sTfR are more strongly associated to central obesity than to BMI in
hyperferritinemic men, allow us to speculate on another potential
mechanism to explain the increase in serum sTfR concentrations. The
main source of SF is the ferritin placed in hepatocytes and macrophages
and it would reflect the iron storage compartment [41]. All the subjects
in the current study were hyperferritinemic and most them had a
normal TSI. This biochemical pattern is consistent with an accumulation
of iron in the macrophages instead of the tissues [42] and it is similar to
the one described in the IR-HIO syndrome [43]. Obesity is associated
with an increased macrophage infiltration of the adipose tissue, which
may be an important component of the chronic inflammation associated
to obesity [44]. This infiltration is higher in the visceral than in the
subcutaneous adipose tissue [45] and, consequently, it would be more
important when the accumulation of adipose tissue occurs mainly in the
abdominal compartment. In contrast to the rest of cellular types, the
expression of TIR on the surface of macrophages increases as their
cellular iron stores in ferritin increase [46]. Therefore, it may be
speculated that the increase in macrophages in the abdominal adipose
tissue of our obese subjects, would account for a significant increase in
their serum sTfR concentrations. The accumulation of iron in macro-
phages in a context of relative functional iron deficiency would be
mediated by hepcidin. This hormone is produced mainly in the
hepatocytes, but it is also produced in the adipose tissue [47,48]. Its
action is to block the release of iron from the macrophages, apart from
regulating iron intestinal absorption. An increase in hepcidin to explain
the changes in iron metabolism is an attractive explanation for our
findings, but this hypothesis awaits further exploration.

Finally, another potential mechanism could be put forward to
explain the increase in serum sTfR observed in relation to obesity.
Obesity may be associated with intermittent hypoxia in the form of
obstructive sleep apnea and chronic hypoxia in the form of the
Pickwickian syndrome, The TfR gene has a recognition element for the
master regulator of the hypoxic response [49], the hypoxia inducible
factor, and the TfR gene is upregulated by hypoxia [50]. Unfortunately
we do not have any data regarding hypoxia in our subjects. Never-
theless, subjects with obesity had higher hemoglobin concentrations,
which is consistent with the possibility that an upregulated hypoxic
response could occur. This hypothesis will require further analyses in
the future.

The current study has the strength to describe that the obese men
with hyperferritinemia have a functional iron deficiency when serum
sTfR concentrations are taken into account. This deficiency is mainly



9. Resultats

N. Freixenet et al. / Clinica Chimica Acta 400 (2009) 111-116 115

associated with abdominal obesity and even exists after adjusting for
potential confounders, such as the quite common H63D mutation of
the HFE gene of HH or the components of the metabolic syndrome and
insulin resistance. In particular, it should be kept in mind that insulin
is known to cause a marked stimulation of iron uptake by fat cells inin
vitro studies, redistributing TfRs from an intracellular membrane
compartment to the cell surface [51]. In addition, it has been recently
reported that insulin resistance is associated independently with an
increase in the serum STfR concentrations but only in those subjects
with a normal glucose tolerance test (not in subjects with diabetes or
impaired glucose tolerance) [21]. To take into account this factor, we
excluded subjects with diabetes and we adjusted for insulin resistance
in the multiple regression models. However, some limitations have to
be acknowledged too. Firstly, the present study includes possible bias
arising from the non-agreement of the subjects who met the criteria
to participate in the screening programme. Nevertheless, this bias was
very limited, because less than 1% of the potential candidates refused
to take part in the study. Secondly, there is a lack of standardization of
serum TfR assays [33,52], which would invalidate the comparisons
between results obtained through different methods. Thirdly, the
study was limited to Caucasian men with hyperferritinemia. Conse-
quently, the results may not be directly applicable to women, subjects
without hyperferritinemia or subjects from other ethnic groups.
Finally, the study was cross-sectional in its design and therefore, no
conclusions regarding cause and effect relationships can be drawn.
However, a recent study in rat suggests than perinatally iron defi-
ciency could take part in the pathogenesis of central obesity [53].

In conclusion, an increase in serum sTfR concentrations is asso-
ciated with central obesity in Caucasian men with hyperferritinemia.
This finding could reflect a lower tissue iron bioavailability in the
central obese than in the non-central obese. Our findings stress the
need to carry out further studies to assess iron metabolism in obesity
and its likely role in the obesity complications.
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10. DISCUSSIO

Aquesta tesi doctoral es va plantejar aprofundir en I'estudi de la sobrecarrega
bioquimica de ferro des de la consulta d’atencié primaria. En primer lloc, la tesi
estudia els estats de sobrecarrega bioquimica de ferro des de la consulta
d’atencié primaria en la nostra area mediterrania i la seva relaci6 amb I'HH
(estudi 1). Posteriorment, estén l'analisi a la seva relacid6 amb patologies amb
més alta prevalenca en atencié primaria com l'obesitat dins el context de la

sindrome metabolica (estudi 2).

10.1. ESTUDI 1

Ates que I'HH és una de les malalties hereditaries més frequents en la raga
caucasica i tenint present que s’ha descrit una prevalenca diferent entre les
mutacions del gen HFE al nord d’Europa i al sud d’Europa (ltalia o Espanya)
(170,196,197), vam voler coneixer la situacié dels trastorns del ferro en la nostra
area en relacié a aquestes patologies.

10.1.1. La prevalenca de la sobrecarrega bioguimica de ferro

La prevalenca de sobrecarrega bioquimica de ferro a la nostra mostra va ser
de 126/2.739, un 4,6 %. D’aquests subjectes 22 (17,5 %) eren dones i 104 (82,5
%) eren homes, amb una mitjana d’edat entre les dones amb sobrecarrega
bioquimica de ferro de 65 + 11 significativament més alta (p > 0,01) que entre els
homes amb sobrecarrega bioquimica de ferro amb una mitjana d’edat de 57 +
11. Aquestes mitjanes d’edat també van ser significativament més altes que la

dels individus inicialment reclutats en I'estudi (p > 0,01).

El 2002 la Direcci6é General de Salut Publica de la Generalitat de Catalunya va
realitzar un Examen de Salut a Catalunya amb el proposit d’avaluar els objectius
del Pla de Salut de Catalunya (371). En una submostra de 1.296 individus de la
poblacié adulta de Catalunya escollits a I'atzar, representatius de la poblacié,
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convocats en un centre de salut proper al seu domicili, es va observar una
prevalenca global de la sobrecarrega bioquimica de ferro determinada per valors
de ferritina superiors a 300 ug/l en el cas dels homes i de 200 ug/l en les dones,
d’'un 9,3 %. Per sexes, el 14,7 % dels homes i el 3,8 % de les dones. Per edats,
I'11,7 % dels homes joves i fins el 20,4 % dels homes majors de 50 anys,
presentaven una sobrecarrega bioquimica de ferro. Entre les dones, I'1,2 % de
les dones joves i fins el 9,4 % de les dones majors de 50 anys presentaven una

sobrecarrega bioquimica de ferro (372).

Altres estudis en paisos occidentals, observaven prevalences diferents. En un
estudi d’avaluaci6 de I'estat ferric d’'una poblacié de 1.016 ancians d’entre 67 i
96 anys que pertanyien al Framingham Heart Study, un 13 % van presentar
sobrecarrega ferrica definida amb criteris idéntics als comentats en I'estudi previ
(en els homes ferritina en sérum major a 300 pg/L i en les dones ferritina en
serum major a 200 pg/L) (373). Aixi mateix, en un estudi realitzat en la poblacié
danesa en el periode entre 1984 i 1994 es va observar un increment de la
prevalenca de la sobrecarrega bioquimica de ferro de I'11,3 al 18,9 % en els
homes. Per altra banda, en un altre estudi en el mateix periode realitzat en la
poblacié danesa i en el que s’agafaven punts de tall de la ferritina diferents als
dels anteriors estudis comentats (ferritina en serum major a 300 yg/L en dones),
es va observar un increment de la prevalenca de sobrecarrega bioquimica de
ferro del 2,4 al 5,5 % en les dones postmenopausiques (374,375). En la mateixa
linia, 'estudi HEIRS (Hemochromatosis and Iron Overload Screening) que tenia
per objectiu determinar la prevalenca de 'HH en una extensa poblacié nord-
americana sana (101.168 individus en total), va trobar entre els 98.529 individus
en els que es va valorar la ferritina, que el 5,9 % dels blancs i el 19 % dels asiatics
presentaven valors de ferritina elevats (determinant la sobrecarrega bioquimica
de ferro en els homes amb ferritina en serum major a 300 pg/L i en les dones
amb ferritina en sérum major a 200 pg/L) (185).

Aixi doncs, entre els estudis que avaluen la sobrecarrega bioquimica de ferro en
la poblaci6 caucasica dels dos sexes trobem diferéncies importants pel que fa a
la seva prevalenca, essent d’un 18,9 % (374), d’'un 13 % (373), d’un 9,3 % (372),
d’'un 5,9 % (185), i finalment, d’un 4,6 % en el nostre estudi.
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Per explicar aquestes discrepancies cal tenir en compte que els criteris utilitzats
com a indicadors de sobrecarrega bioquimica de ferro per reclutar els individus
en aquests estudis no sén els mateixos que els utilitzats en el nostre estudi en el
qual es van tenir en compte dos parametres: la ferritina i I'IST. De la mateixa
manera, la poblacioé sobre la qual es va realitzar els anteriors estudis és diferent
a la del nostre treball. En el nostre estudi es van reclutar individus que venien a
una visita rutinaria a la consulta del CAP a diferéncia dels altres estudis de la
nostra zona en els que els subjectes eren o bé escollits a I'atzar o bé havien estat
previament identificats a través de la donacid de sang. Per altra banda, cal també
tenir en compte que alguns d’aquests estudis estan realitzats en la poblacié
caucasica del nord en la qual la prevalenca de la mutacié homozigota C282Y del
gen HFE, amb la corresponent predisposicié a la sobrecarrega bioquimica de
ferro, pot ser major que en les poblacions caucasiques del sud, tal com valorem
més endavant (170,184,188,193).

La definicio de sobrecarrega bioquimica de ferro no va ser la mateixa en els
dos estudis que conformen aquesta tesi. A I'estudi 1 els punts de tall van ser de
ferritina en sérum > 300 ng/mL indistintament en dones i en homes i/o d’IST > 50
%, en base als articles de qué es disposava en aquell moment referents al valor
indicatiu de sobrecarrega bioquimica de ferro (196,197,230). A I'estudi 2 van ser
de ferritina en sérum > 200 ng/mL i/0 IST > 50 %, seguint les referéncies del
moment sobre el paper de la sobrecarrega bioquimica de ferro en les patologies

cardiovasculars (182,368,369) i en la disfunci6 vascular (268).

Al llarg dels anys els estudis han utilitzat diversos punts de tall per 'IST per
identificar els individus elegibles per fer una prova addicional per detectar
mutacions del gen HFE de 'HH. Actualment s’ha establert un punt de tall d’IST
> 45 % perque s’ha demostrat que aquest nivell t€ una alta sensibilitat per la
deteccié d’homozigots C282Y, malgrat que té una menor especificitat i un menor
valor predictiu positiu en comparacié amb valors de tall més alts. Amb el punt de
tall d’IST =45 % també s’identifiquen persones amb sobrecarrega de ferro menor

com els heterozigots compostos C282Y/altra mutacio (195,376).
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La ferritina en serum té menys variabilitat biologica que I'IST, pero té
I'inconvenient que la seva elevacié provocada, per exemple, per la inflamacio,
sovint és un fals positiu de sobrecarrega bioquimica de ferro. En aquest sentit, la
ferritina pot estar elevada en abséncia d’un increment en el magatzem de ferro
en pacients amb malaltia necroinflamatoria hepatica (malaltia alcoholica
hepatica, hepatitis cronica B i C, malaltia no alcoholica hepatica), en neoplasies
(cancer de mama, de pulméd, de fetge, neuroblastoma en nens, i neoplasies
hematologiques, sent molt menys frequent la relacié amb altres tumors digestius
i ginecologics), en pacients amb altres condicions de malaltia cronica inflamatoria

no hepatica, en la sindrome metabdlica i en I’alcoholisme cronic (237).

La sobrecarrega bioquimica de ferro, doncs, no és la principal causa d’elevacio
del nivell de ferritina. Tanmateix, en abséncia d’altres processos inflamatoris,
diversos estudis en families amb HH han demostrat que la concentraci6 de la
ferritina en sérum proporciona una correlacio valuosa amb el grau de reserva de
ferro del cos. En un estudi d'individus < 35 anys d'edat, la ferritina sérica en
l'interval normal en combinacié amb un IST < 45 % va tenir un valor predictiu
negatiu del 97 % per excloure la sobrecarrega (377). En un gran estudi de
correlacid fenotipica i genotipica dels marcadors en una poblacié d’atencid
primaria a California, una ferritina sérica > 250 mg/l en homes i > 200 mg/l en
dones va permetre detectar 77 % i 56 % respectivament, d’homozigots C282Y
(191). En l'estudi HEIRS ja comentat, que va comptar en total amb 101.168
participants d’América del Nord, els nivells de ferritina utilitzats van ser més
elevats (ferritina > 300 mg/l en els homes i > 200 mg/l en dones) i van permetre
detectar el 57 % de les dones i el 88 % dels homes homozigots C282Y (184).
També sabem que hi ha malalties no relacionades amb la sobrecarrega
bioquimica de ferro que, en absencia d’IST elevat, poden provocar un augment
inespecific en la ferritina sérica. Per altra banda, la sobrecarrega ferrica pot estar
present en un pacient amb ferritina elevada i IST normal, especialment la
sobrecarrega de ferro no relacionada amb I"'HFE o en una heterozigosi composta
C282Y/H63D (378). A més, els nivells de ferritina en serum tenen un valor
addicional com a predictors de fibrosi avancada en 'HH confirmada, alhora que
diversos estudis han demostrat que el nivell de ferritina < 1000 pg/L és un
indicador precis de l'abséncia de cirrosi, independentment de la durada de la

142



10. Discussi6

malaltia (206,232,379). Un nivell de ferritina sérica > 1000 pg/L amb un nivell
elevat d’aminotransferasa (ALT o AST) i un recompte de plaguetes < 200x10°
prediu la preséncia de cirrosi en el 80 % dels homozigots C282Y (231).

10.1.2 La prevalenga de ’lhemocromatosi hereditaria

Si ens centrem en I’'HH, segons les guies europees més recentment publicades,
la definicié d’HH es reduiria als homozigots C282Y pel gen HFE, amb increment
dels diposits de ferro amb o sense simptomes clinics (184). Segons les guies
americanes, s’inclourien en la definicié els homozigots C282Y (serien del 80-85
% dels pacients amb HH), i els heterozigots compostos C282Y/H63D i
C282Y/S65C (195). Sabem que la mutaci6 C282Y del gen HFE és menys
frequent que la mutacié H63D, perd té una penetrancia molt més alta. S’han
descrit altres mutacions del gen HFE amb poc o sense cap significat. A Espanya
la mutacié més frequent és ’'H63D i la mutacié S65C és molt poc frequient (197).
En els ultims 10 anys, les mutacions d'altres gens que codifiquen proteines
reguladores del ferro s'han implicat en les sindromes de sobrecarrega de ferro
heretades anomenades formes no-HFE de I'HH (per exemple, I'hepcidina
(HAMP), I'hemojuvelina (HFE2 o HJV), el TFR2, la ferroportina (SCL40A1) i la
BMP6) (176,195).

En el nostre estudi, I'analisi de les mutacions del gen HFE de I'HH es va fer en
individus ja seleccionats en els qui préviament s’havia confirmat la sobrecarrega
bioquimica de ferro. A causa d’aquesta seleccié inicial, la prevalenca de les
mutacions del gen HFE sobre el total de la poblacié s’ha de considerar només

com a una estimacio:

1. El 0,07 % dels participants van ser homozigots C282Y i el 0,25 % dels
participants van ser heterozigots compostos C282Y/H63D. Aix0 significa
gue vam detectar HH en 1/304 individus estudiats (prevalenca del 0,32
%), segons el criteris de I'any 2000 de 'EASL (230) d’incloure com a HH
HFE els homozigots C282Y i els heterozigots compostos C282Y/H63D.
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2. Segons la guiade I'any 2010 de 'EASL (184), en la qual es considera com
a HH HFE nomes els homozigots C282Y, tindriem HH en 1/1.369 individus
(prevalenca del 0,07 %).

3. Segons la guia de 'AASLD (American Association for the Study of Liver
Diseases) de 2011 (195) contemplariem com a HH els homozigots C282Y
(prevalenca del 0,07 %), els heterozigots compostos C282Y/H63D
(prevalenca del 0,25 %) i els heterozigots compostos C282Y/C65S
(prevalenca del 0,07 %). Aixo implicaria que la prevalenca d’HH seria de
1/249 individus (prevalenca del 0,39 %), la més alta de les tres

estimacions calculades.

La prevalenca general d’'HH entre els descendents caucasians de raca celta es
d’aproximadament 1/220-250 individus (195). En estudis en la poblacié
masculina noruega, es va descriure ’'HH en 1/135 homes (0,74 %) (380). Altres
estudis detecten en I'atencié primaria d’Estats Units i d’Ameérica del Nord 1/270 i
1/333 subjectes, respectivament; entre la poblacié general de Noruega 1/220
individus; i en la poblacié general d’Australia 1/146 subjectes (195). Per altra
banda, els estudis recents consideren una prevalenga d’'un 5/1000 (0,5 %) entre

els descendents caucasians del nord d’Europa (12,381).

Tal com hem dit, la prevalenca de I'HH lligada a 'HFE que resulta del nostre
estudi tenint en compte la definici6 de la guia PTEASL de 2000 (230), seria d’1/304
individus estudiats (prevalenca del 0,32 %), segons els criteris de 'lEASL de 2010
(184) d’1/1.369 subjectes (prevalenca del 0,07 % ), i segons la guia de 'AASLD
de 2011 (195) d’1/249 persones (prevalenca del 0,39 %). Tenint en compte les
frequéncies de les mutacions trobades i la definicid d’HH de les guies de cada
moment, les nostres dades sb6n similars a la primera prevalenca descrita a
Catalunya de la mutaci6 C282Y comparant les frequéncies al-leliques de les
mutacions del gen HFE en individus voluntaris d’Espanya d’étnia basca i gitana
i en voluntaris donants de sang de Catalunya (382). Posteriorment aquestes
frequéncies al-leliques es van confirmar en voluntaris donants del Banc de Sang
i de Teixits a Catalunya, estudi en el qual es va observar una frequéncia
d’homozigots C282Y d’'un 1/1004 individus (196) i que estan en concordanca
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amb un altre estudi de cribratge de mutacions relacionades amb el gen HFE
realitzat en nadons també a Catalunya on es va observar una proporcié de
C282Y en homozigosi d’un 0,001, una proporci6 de 0,01 d’heterozigosi composta
C282Y/H63D i de 0,002 d’heterozigosi composta C282Y/S65C (197). De la
mateixa manera també estan d’acord amb la prevalenca descrita, un estudi de
cribratge de mutacions relacionades amb el gen HFE en nadons del sud de
Franca (383); un estudi de la poblacié de la Republica Txeca realitzat a partir
d’un cribratge de mutacions relacionades amb el gen HFE en nadons (384); aixi
com amb una mostra de donants de sang del nord-oest d’ltalia descendents
d’europeus del nord (385). En aquests estudis s’havia estimat una prevalenca
d’HH d’entre 1/357 (0,28 %) i 1/625 (0,16 %) en subjectes de la poblacié general.

En I'estudi previ a dalt esmentat sobre la poblacidé general a Catalunya a partir
del cribratge en nadons (197) es va observar que la freqiéncia al-lelica de la
mutacié H63D era de les més altes estudiades (proporcié del 0,2), de la mateixa
manera que es va observar que la mutacié S65C era molt infrequient (proporcid
del 0,009). Per tant, la frequencia al-lelica elevada de la mutaci6 H63D a
Catalunya podria jugar un paper clinicament rellevant en la sobrecarrega
bioquimica de ferro amb I'impacte consequent epidemiologic sobre la poblaci
de Catalunya, malgrat la seva influéncia sobre el metabolisme del ferro seria
menys important que la causada per la mutacié C282Y (197). La prevalenca
d’aquesta mutacié en la nostra mostra va ser també la més alta, un 2,1 %
respecte la mutaci6 C282Y que va presentar una prevalenca del 0,84 % i la
mutacié S65C amb una prevalencga del 0,22 %. La mutacié S65C també va ser
baixa en estudis previs a Catalunya, donant suport a la hipotesi de que aquesta

mutacio no és rellevant en el diagnostic de I’'HH al nostre territori (197,386).

10.1.3. Manifestacions cliniques de les persones amb hemocromatosi

hereditaria
Sabem que les manifestacions més caracteristiques de I'HH en els adults sén

les hepatopaties com la cirrosi i 'adenocarcinoma hepatic. Altra simptomatologia

atribuida a 'HH, com la fatiga, les artropaties, la disfunci6 eréctil, es considera
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que no s6n meés frequents en els homozigots C282Y que en la poblacié general
(387).

Les persones amb HH de la nostra mostra estaven asimptomatiques i en els HH
homozigots C282Y I'ecografia hepatica va ser normal. Els dos homozigots
C282Y, una dona de 37 anys i un home de 60 anys, presentaven un IST >50 %

i nivells de ferritina normals. Els dos estaven asimptomatics.

Es van detectar set individus heterozigots compostos: cinc dones i dos homes.
De les cinc dones heterozigotes compostes C282Y/H63D, quatre presentaven
un IST > 50 % amb ferritina normal i una presentava un IST normal amb una
ferritina elevada (= 570ng/mL). Aquesta ultima dona tenia 51 anys i presentava
artralgies probablement per artrosi, sindrome metabolica i EHNA lleu segons el
criteri ecografic. Sobre les altres quatre heterozigotes compostes C282Y/H63D
amb un IST > 50 %: una dona de 66 anys presentava artralgies per artrosi ben
estudiada; una altra presentava hipertiroidisme; una altra hipotiroidisme i una
altra patia glaucoma. Pel que fa als dos homes amb heterozigosi composta
C282Y/H63D identificats, cal destacar que presentaven un IST normal amb
nivells elevats de ferritina (= 540 ng/mL). Un d’ells de 61 anys presentava
obesitat (IMC 31) i un segon de 73 anys presentava sindrome metabolica i EHNA
lleu segons el criteri ecografic.

No es va detectar cap alteraci6 clinica en l'individu amb la nova mutacié6 HFE

V284M ni en els seus familiars (189).

Finalment, vam detectar un home jove de 23 anys amb una sobrecarrega
bioquimica de ferro persistent (ferritina =~ 900 ng/mL), afectat de la sindrome
hereditaria d’hiperferritinémia i cataractes (HHCS) que esta en relaci6 a la
mutacié C39T en el gen de la L-ferritina. Es tracta d’'una malaltia autosomica
dominant causada per mutacions heterogenies en I'element IRE de la regi6é 5’ no
traduida de I'ARNm que codifica la cadena L de la ferritina. Aquestes mutacions
redueixen la unid de les proteines reguladores de ferro en trans i, en
consequeéncia, la sintesi de la cadena L esta constitutivament augmentada. En

les diverses families identificades fins el moment, els nivells seérics i tissulars de
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L-ferritina son de 5 a 20 vegades superiors als controls no afectats, el
metabolisme del ferro és aparentment normal, i I'Unic simptoma clinic rellevant

és l'aparicié primerenca de cataracta bilateral (388).

En realitzar I'extensié de I'estudi als familiars de primer grau dels pacients amb
HH, es van analitzar 63 casos addicionals entre els quals es va detectar 20
subjectes amb la mutaci6é C282Y. Es va detectar una dona de 44 anys amb
homozigosi C282Y que presentava un IST de 74 % amb nivells de ferritina
normals de 105 ng/mL i estava totalment asimptomatica. També es van
identificar quatre heterozigots compostos C282Y/H63D tres homes d’edats
compreses entre el 21 i els 27 anys i una dona de 33 anys, tots ells amb nivells
d’IST i de ferritina normals, i asimptomatics. L’extensié de la deteccid entre els
familiars dels individus afectats va augmentar la prevalenga d’HH a 1/197

individus detectats en I'estudi.

Un aspecte que cal destacar és que I'estudi consisteix en un cribratge des de
I'atencidé primaria. Probablement aquesta particularitat €s la responsable que les
persones detectades amb HH tinguessin nivells moderats de ferritina sérica i no

presentessin complicacions cliniques.

Pel que fa al seguiment durant 5 anys en total, els nivells de ferritina en sérum
en les persones amb HH per homozigosi C282Y van ser al llarg del temps els
seglents: la dona homozigota C282Y de 37 anys va presentar un IST de 58-67
% i una ferritina serica de 227-287 ng/mL, i ’'home homozigot C282Y de 60 anys,
donant habitual de sang, un IST de 66-86 % i una ferritina sérica 55-67 ng/mL,
aquests ultims nivells probablement deguts a les donacions de sang que feia
periodicament. Per altra banda, els heterozigots compostos tenien una major
sobrecarrega bioquimica de ferro mesurada amb la ferritina serica que els
homozigots. Aquesta dada sembla contradictoria, perd es podria explicar si
partim del fet que en el nostre estudi les persones amb HH per homozigosi amb
expressio fenotipica greu probablement no havien estat incloses per trobar-se en

I'ambit hospitalari.
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En el nostre estudi i tal com recomanen les guies (184,195) vam avaluar les
persones amb resultats anormals reiterats en I'estudi del metabolisme del ferro
com a possibles persones amb HH, fins i tot en abséncia de simptomes (nivell
d’evidéencia A). Per altra banda, les guies recomanen que tots els pacients amb
evidéncia de malaltia hepatica haurien de ser avaluats per I’'HH (nivell d’evidéncia
1B). En aquest cas, vam descartar les persones amb malaltia hepatica segons

el protocol explicat.

El protocol aplicat al nostre estudi va seguir les recomanacions de les guies
segons les quals en una persona amb simptomes suggestius, troballes fisiques
o antecedents familiars, és necessaria una combinacié d’IST i de ferritina sérica
per obtenir una major aproximaci6 diagnostica, en comptes de basar-nos en una
sola de aquestes determinacions (nivell d’evidéncia 1B). Si el resultat fos anormal
(IST = 45 % o una ferritina per sobre del limit superior de la normalitat) s’hauria
de realitzar I'analisi de la mutacié del gen HFE (nivell d’evidéncia 1B). A més a
més, vam aplicar el cribratge (estudi del metabolisme del ferro i analisi genética
de 'HFE) en els familiars de primer grau dels individus amb HH per detectar
malaltia en fase inicial i poder prevenir les seves complicacions, segons les
recomanacions de les guies (nivell d’evidencia 1A). Tal com hem comentat, en
estendre el nostre estudi als familiars de primer grau dels individus que
presentaven la mutaci6 C282Y en homozigosi o heterozigosi composta, vam
analitzar 63 nous subjectes i vam detectar 5 noves HH lligades a ’HFE.

En el nostre estudi, els pacients amb sobrecarrega bioquimica de ferro i HH van
ser sotmesos a una flebotomia setmanal terapéutica (segons la tolerancia),
seguint les recomanacions dels estudis del moment i amb I'objectiu d’arribar a

un nivell de ferritina en sérum de 50-100 pg/l amb una monitoritzacié periodica.

S’ha de tenir en compte que el nivell de ferritina de la majoria del homozigots pel
gen HFE no s’eleva durant llargs periodes de temps. Per tant és aconsellable el
seguiment dels pacients amb HH i amb ferritina < 1000 per a no perdre
'oportunitat de que puguin beneficiar-se del tractament preco¢ amb flebotomies
(210,387,389).
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Altres recomanacions de les guies estan especificades en I'annex 1.

10.1.4. Cost economic del programa

Tot i que no va ser l'objectiu principal fer un estudi de cost-efectivitat del
programa, vam observar que el seu cost economic va ser relativament baix. El
cost de les determinacions d’IST i de ferritina sérica va ser de 15.810 €, fet que
va permetre detectar 126 individus amb sobrecarrega bioquimica de ferro i 14
persones amb HH, 5 d’elles familiars de persones amb HH (inclou, per tant, els
costos de les determinacions fetes també a tots els familiars de les persones
amb HH detectades en I'estudi).

De les dades obtingudes se’n desprenen conclusions que coincideixen amb les
recomanacions de les guies cliniques sobre el maneig de I’'HH. D’acord amb les
guies actuals, el cribratge general d’HH HFE en la poblacio a partir de I'IST no
esta recomanat (nivell d’evidéncia 1B) per la seva baixa penetrancia. A més,
tampoc és cost-efectiu perqué la majoria de subjectes detectats no presenten
clinica i molt probablement no la desenvoluparan. Tal com hem comentat,
diversos estudis demostren que tan sols les persones amb ferritina serica > 1000
pg/L tenen risc de cirrosi, una de les principals complicacions de I'HH
(206,231,232,379). Pero també cal tenir en compte les altres causes rellevants
de ferritina sérica elevada com son, principalment, les patologies que conformen
la sindrome metabolica, la ingesta excessiva d’alcohol, el cancer o les
hepatopaties. Per tant, la deteccid de I’'HH a partir dels nivells de ferritina elevats
incloura la majoria de pacients que es veuran afectats clinicament. Els nivells
elevats de ferritina també podran servir per a detectar altres malalties clinicament

significatives en pacients que no tenen genotips d’HH.

10.1.5. Manifestacions cliniques de les persones amb sobrecarrega

bioguimica de ferro

En els individus de la nostra mostra amb sobrecarrega bioquimica de ferro (n =
126) un 27 % de dones i un 40 % homes presentaven DM2. Aquests resultats
estan en linia amb altres estudis realitzats en poblacions amb sobrecarrega
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ferrica i hemocromatosi, en les quals s’ha descrit una alta prevalenca de DM2,
tanmateix, variable segons els estudis. En els estudis inicials la prevalenca de
DM en pacients amb hemocromatosi s’objectivava entre un 7-40%, perd es
tractava d’estudis amb baix nombre d’individus i un cert grau de biaix de selecci6
(336,337). Més tard, amb la identificacio de les alteracions genetiques causants
de 'hemocromatosi, es va passar a disposar d’'una eina objectiva pel diagnostic
de la malaltia i els calculs de la prevalenca de DM es van portar a terme a partir
dels pacients detectats per diagnostic genetic. Els estudis més recents, doncs,
mostren una prevalenca de DM del 13-23% i una prevalenca de pacients amb
una intolerancia oral a la glucosa del 18-30% (338,339).

En el nostre entorn I'estudi poblacional Di@betes, en persones de 46 a 60 anys,
que seria l'interval d’edat aplicable a la nostra mostra, la prevalenca de DM2 en
dones va ser del 10,9 % i en homes va ser del 23,8 % (390).

Pel que fa a la sindrome metabdlica, la presentaven un 45 % de les dones i un
43 % dels homes de la nostra mostra amb sobrecarrega bioquimica de ferro.
L’estudi MESYAS, les dades del qual estaven disponibles durant I'elaboraci6 de
I’estudi 1, indicava una prevalenca de sindrome metabolica a Espanya del 10,2
% que ajustada per edat i sexe era del 5,8 % i significativament superior en
homes (8,7 %) que en dones (3,0 %) (391). Tanmateix, I'estudi MESYAS feia
referencia a una poblacié més jove que la del nostre estudi. Per aquest motiu i
tenint en compte l'edat dels individus de la nostra mostra, és més precis
comparar el nostre estudi amb I'estudi DARIOS publicat posteriorment i que va
agrupar 11 estudis poblacionals d’arreu d’Espanya (edats de 35 a 74 anys). En
'estudi DARIOS es descriu que la prevalenca de la sindrome metabolica a
Espanya és del 31 % (en dones del 29 % i en homes del 32 %) (252). Aixi doncs,
els resultats obtinguts suggereixen una possible associacié de la sobrecarrega
bioquimica de ferro amb la DM2 i amb la sindrome metabdlica en la poblacié del
nostre estudi.
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10.2. ESTUDI 2

A partir del primer estudi vam dissenyar un segon i un tercer estudi per explorar
la sobrecarrega bioquimica de ferro en I'obesitat i en la DM2. En aquesta tesi
s’inclou només l'estudi sobre I'obesitat. L’estudi sobre DM2 s’ha adjuntat com a
annex 2, d’acord amb les indicacions fetes per la comissié académica del

programa de doctorat en Medicina amb data 16 de mar¢ de 2017.

10.2.1. Obesitat, obesitat central i déficit tissular de ferro

El nostre estudi va mostrar una elevacié en les concentracions sériques de sTFR
en els homes obesos amb hiperferritinemia sense HH o altres causes més
prevalents de sobrecarrega bioquimica de ferro com la DM, en comparacié amb
els homes no obesos. Aquesta elevacio es va correlacionar positivament amb
'obesitat abdominal o central després d’ajustar per potencials factors de
confusi6, com ara 'augment dels nivells de sTFR en situacions de resisténcia a
la insulina (268) o la disminucié de sTFR en persones amb la mutacié H63D del
gen HFE de I'HH (392), forca frequent en la nostra area. En teoria aixo0 indicaria
un déficit tissular de ferro en els homes obesos en relacié als no obesos, dada
especialment interessant atés que s’haurien classificat com a portadors d’'una
sobrecarrega férrica tenint en compte que tots ells presentaven hiperferritinémia.
El sSTFR seric és la fraccié truncada del TFR. En aquest treball ja hem descrit
que el TFR és una proteina transmembrana present gairebé a tots el tipus
cel-lulars, especialment en les cél-lules de la série eritroide. Aquesta proteina és
la responsable de la captacioé de ferro extracel-lular. L’expressié del TFR a la
membrana cel-lular augmenta a mesura que creixen les demandes intracel-lulars
de ferro, fet que determina també un increment de la seva forma truncada, el
sTFR en sérum. En consequéncia, les concentracions seriques del sTFR
augmenten quan hi ha un déficit tissular de ferro com és el cas d’una anémia i
disminueixen quan hi ha una sobrecarrega tissular de ferro. Per tant, com més
gran sigui el nivell de ferritina sérica, menor sera la concentraci6 del sTFR (332).
A diferencia de la ferritina sérica, el sSTFR séric no es modificaria en els processos

inflamatoris de baix grau.
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En el nostre estudi existirien almenys dos possibles factors que explicarien de
forma aillada o en combinacié, un augment en les concentracions sériques de
sTFR: una expansi6 de la serie eritroide o una deficiencia tissular de ferro, o bé
la combinaci6é d’aquests dos factors. Les situacions associades a una expansio
de la serie eritroide es poden descartar mitjancant la realitzacié d'un recompte
de reticulocits per excloure I'anémia hemolitica i la determinacié del VCM per
excloure la macrocitosi per eritropoesi inefica¢ subjacent (393). Tots els
subjectes avaluats presentaven recomptes de reticulocits normals i cap d'ells
presentava macrocitosi. Per tant, és raonable assumir que I’elevacidé observada
en les concentracions seriques de sTFR serien degudes a un déficit funcional de
ferro, situacié en qué es produeix una deficiéncia tissular de ferro en presencia
d’unes reserves de ferro adequades (394). Aquestes dades estan en linia amb
resultats d’altres estudis que han avaluat les concentracions de ferro séric en
persones amb obesitat i que les han trobat disminuides en relaci6 a les persones
sense obesitat (293,294,395,396). Pero el ferro seric, a diferéncia del sTFR séric,
té una alta variabilitat d’un dia a un altre i es veu molt afectat per processos
inflamatoris (397,398). Finalment, els nostres resultats també estarien d’acord
amb dos altres estudis que van mesurar el STFR en relacié a I'obesitat, 'un en
dones postmenopausiques (399) i I'altre en grup de persones adultes reclutades
en un centre de assistencia ambulatoria (400). En aquests dos estudis es va
observar una elevaciéo del sTFR que indica déficit de ferro tissular en les
persones amb obesitat definida per I'IMC. Per explicar aquest resultat es va
proposar una mancanca en la ingesta o un deficit en 'absorcié intestinal de ferro,
unes majors necessitats de ferro de la persona obesa degut al seu major volum
de sang, i/o una major inflamacid de baix grau que causarien un déficit funcional
de ferro (400). No obstant, en cap d’aquests dos estudis es va mesurar I'obesitat
abdominal i tampoc es van ajustar per factors de confusié com la mutacié H63D
del gen HFE.

Tot i qué l'increment en les concentracions seriques de sTFR observades en els
homes obesos amb hiperferritineémia podrien reflectir un déficit funcional tissular
real de ferro, el fet que I'associacié sigui més intensa amb la circumferéncia
abdominal que amb I'IMC ens permetria especular sobre altres mecanismes que
podrien ajudar a explicar aquesta associacio. La ferritina que es troba en els
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hepatocits i en els macrofags és la principal font de ferritina en serum (397). Tots
els subjectes de I'estudi presentaven hiperferritinemia i la majoria d'ells tenia un
IST normal. Aquest patré bioquimic reflectiria una acumulacié de ferro en els
macrofags en lloc dels teixits (401), i seria similar al descrit en la sobrecarrega
ferrica hepatica associada a la resistencia a la insulina (sindrome d'IR-HIO)
(285). L'obesitat s'associa a un augment de la infiltracié del teixit adip6s blanc
per macrofags, cosa que forma part important de la inflamacié cronica de baix
grau associada a l'obesitat (315). Aquesta infiltracié és major en el compartiment
de teixit adipds blanc visceral que en del teixit adipds blanc subcutani (402). En
consequeéncia, globalment també sera més important com major sigui I'obesitat
abdominal. D’altra banda, a diferéncia del que passa amb la resta de tipus
cel-lulars, en el macrofag l'expressié del TFR a la seva superficie augmenta en
incrementar la reserva de ferro del macrofag en forma de ferritina (403). Per tant,
una major infiltraci6 de macrofags en el teixit adip6s visceral podria ser
responsable almenys d’'una part de 'augment en les concentracions sériques del
sTFR en els subjectes amb obesitat de la nostra mostra. Aquesta acumulacié de
ferro en els macrofags en el context d’'una deficiéncia funcional de ferro podria
estar mitjancada per I’hepcidina. Aquesta hormona es produeix principalment en
els hepatocits, perdo també en el teixit adipés blanc (90,404). Com ja hem
comentat, la seva accié és bloquejar l'alliberament de ferro dels macrofags, a
més de regular 'absorcié intestinal de ferro. Un augment de I’hepcidina podria
contribuir als canvis en el metabolisme del ferro observats en el nostre estudi, tot

i que aquesta hipotesi s’haura d’avalar en futurs estudis.

Un altre mecanisme que pot ajudar a explicar 'associacié entre obesitat i unes
concentracions més elevades del sTFR circulant, seria la hipoxia tissular.
L'obesitat pot associar-se amb una hipoxia intermitent en forma d'apnea
obstructiva del son i/o amb una hipdxia cronica en la forma de la sindrome de
Pickwick. El gen TFR té un element de reconeixement per al regulador central
de la resposta hipoxica, el factor de transcripcié HIF (405). Aquest factor que
augmenta com a resposta a la hipoxia, incrementa I'expressié del gen del TFR
(344) i, per tant, podria augmentar la produccié de TFR. No tenim dades sobre

la hipoxia en els subjectes avaluats. No obstant aix0, els individus amb obesitat
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presentaven unes concentracions d'hemoglobina més altes, dada que recolzaria

I'associacié entre els nivells augmentats del sSTFR i la hipoxia.

L’interés fonamental del nostre estudi és haver detectat en homes obesos amb
hiperferritinemia un déficit funcional de ferro d’acord amb la preséncia d’'unes
concentracions elevades de sTFR en serum. Aquest deficit s’associa sobretot
amb I'obesitat abdominal i és independent de la preséncia de factors que poden
incrementar les concentracions sériques de sTFR, com la mutacié H63D del gen
HFE o la resisténcia a la insulina. Concretament, en relacié a aquesta resisténcia
a la insulina, s’ha descrit que la insulina provoca una important estimulacié de la
captacid de ferro en els adipocits in vitro alhora que redistribueix el TFR des de
compartiments intracel-lulars a la membrana plasmatica (344). A més, també
s’ha observat que la resisténcia a la insulina s’associa independentment amb un
augment en les concentracions en sérum de sTFR, perd només en aquells
subjectes amb una prova normal de tolerancia oral a la glucosa, no en subjectes
amb DM o intolerancia oral a la glucosa (406). Per controlar aquest factor, el
nostre treball d’'una banda va excloure els subjectes amb DM i per altra banda,

va ajustar els resultats per la presencia de la resistencia a la insulina.

Tanmateix, el nostre estudi presenta algunes limitacions que s’han de
reconeixer. En primer lloc, hi pot haver un biaix de seleccié ocasionat per la
dificultat de reclutar tots el subjectes que complien els criteris de participacié a
'estudi. De fet, només van participar a I'estudi aquells que havien signat el
consentiment informat. Tot i aixd, aquest biaix va ser molt limitat, ja que menys
d’un 1 % dels potencials candidats a participar a I'estudi van refusar-ho. En segon
lloc, hi ha una manca d'estandarditzacié d'assajos sobre el sTFR en sérum
(393,407), fet que dificultaria les comparacions entre els resultats obtinguts a
través de diferents métodes. En tercer lloc, I'estudi es va limitar als homes de
raca caucasica amb hiperferritinemia. En consequeéncia, els resultats poden no
ser directament aplicables a les dones, als subjectes sense hiperferritinemia o a
altres grups étnics. Finalment, donat que I'estudi és transversal no es poden
concloure relacions causa-efecte. No obstant aix0, un estudi en rates suggereix
que la deficiéncia de ferro perinatal podria participar en la patogénesi de 'obesitat
central (408).
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En conclusio, 'augment en les concentracions seriques de sTFR s'associa amb
l'obesitat central en homes caucasics amb hiperferritinemia. Aquesta troballa
podria reflectir una biodisponibilitat de ferro tissular menor en les persones amb
obesitat de predomini central. Els nostres resultats suggereixen la necessitat de

dur a terme més estudis per avaluar el metabolisme del ferro en I'obesitat.
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1.

La prevalencga de sobrecarrega bioquimica de ferro en la poblaci6é atesa a

centres d’atenci6é primaria de la nostra area mediterrania és d’un 4,6 %.

La prevalenca d’hemocromatosi hereditaria en la mateixa poblacié és molt
baixa (0,32 %; 1/304 persones estudiades). La prevalenca d’homozigots
per a la mutaci6 C282Y del gen HFE de 'hemocromatosi hereditaria és
0,07 % i la prevalenca d’heterozigots compostos C282Y/H63D del gen
HFE de 'hemocromatosi hereditaria €s 0,25 %. La mutacié més frequent
de 'HFE és I'H63D amb una prevalenga del 2,1 %, sent les mutacions
C282Y i S65C molt menys frequients amb una prevalenca del 0,84 % i del
0,22 %, respectivament. L’estudi ha permes identificar una nova mutacié
del gen HFE, la V284M. Totes les persones detectades estaven
asimptomatiques en relacié a les patologies propies de ’'hemocromatosi
hereditaria i es van mantenir asimptomatiques durant un periode de

seguiment addicional de 4 anys.

Un programa d’avaluacié sistematica de la sobrecarrega bioquimica de
ferro mitjancant la determinacio inicial de l'index de saturacié de la
transferrina i de la ferritina sérica en atencié primaria t¢ un cost
relativament baix i permet detectar persones amb hemocromatosi

hereditaria.

Tot i que el programa va detectar persones amb hemocromatosi
hereditaria, les patologies amb més prevalenca associades a la
sobrecarrega bioquimica de ferro son aquelles que formen part del ventall

de trastorns de la sindrome metabdlica.

Els homes obesos amb hiperferritinemia, detectats amb un programa
d’avaluaci6é sistematica de sobrecarrega bioquimica de ferro en atenci6
primaria, en els que es descarta una hemocromatosi hereditaria o altres

causes comunes de sobrecarrega bioquimica de ferro, presenten un
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increment en serum de les concentracions de sTFR. Aquesta situaci6

suggereix que aquests individus tenen un déficit tissular de ferro.

En aquest subgrup d’homes amb hiperferritinémia, després d’ajustar per
tots els potencials factors de confusié, I'increment de les concentracions
seriques de sTFR (déficit tissular de ferro) s’associa independentment a
un major index de massa corporal. Aquesta associacié encara es més
forta entre unes concentracions sériques més elevades de sTFR i uns
majors valors de circumferencia abdominal, com a mesura d’obesitat

central.
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En la linia d’investigacio de la tesi s’inclou com a annex 2 una tercera publicacio,
on s’avalua un grup d’homes amb hiperferritinemia detectats amb el programa
de detecci6é d’HH descrit en aquesta tesi, seleccionats en funcio de si presenten
o no DM2 no insulinodepenent segons els criteris de I’American Diabetes
Association (366). L’estudi de la sobrecarrega férrica a la DM2 té un gran interés
cientific per les seves potencials implicacions patogéniques (409). Com es pot
comprovar en lannex 2, els homes amb hiperferritinemia i DM2 no
insulinodepenent no presenten major sobrecarrega de ferro (mesurada a través
de la ferritina, I'IST i el sTFR) que els homes sense DM2. A més, presenten una
menor funcio de les cél-lules beta pancreatiques (HOMA-%B) perd no s’observen
diferéncies entre els dos grups (DM2 i no DM2) pel que fa a la sensibilitat a la
insulina (HOMA-%S), a la inflamacié (PCR) o als altres components de la
sindrome metabolica. Aixi doncs, aquest treball posaria en dubte el possible
paper patogenic de la sobrecarrega bioquimica de ferro en la DM2 en homes

amb hiperferritinemia.

Un altre aspecte d’interes cientific potencial que caldra investigar en un futur és
el paper de I'’hepcidina en la patogenia dels diferents components de la sindrome
metabolica i de la sobrecarrega bioquimica de ferro, tenint en compte la seva
relacio amb diverses citocines inflamatories com la IL6 i el TNFa. L’objectiu final
de totes aquestes investigacions hauria de ser trobar noves dianes terapeutiques
per prevenir o tractar les diverses patologies que conformen la sindrome

metabdlica.

Des d’'un punt de vista més practic, també té un gran interés I'avaluacié en
assajos clinics aleatoritzats de la deplecié periodica de ferro mitjancant els
quelants (410) o les flebotomies (411—-413) com a tractament en les persones
amb sobrecarrega bioquimica de ferro, per tal de poder valorar els possibles
beneficis i la seva seguretat en aquests individus. Aixd seria especialment

interessant si aquestes persones presenten DM2 o prediabetis, inclus si la
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sobrecarrega bioquimica de ferro és moderada (ferritina entre 100-300 mg/dl)
(289).

Finalment, en aquestes situacions de prediabetis també seria interessant avaluar
el potencial paper del sTFR seéric. En el seguiment d’aquests pacients, es podria
considerar la monitoritzacié dels nivells de ferritina sérica i de sTFR, valorar el
contingut de ferro de la dieta i objectivar la situacié de sobrecarrega ferrica real
a través de RM (234,414).
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14.1. ANNEX 1

Recomanacions de I’American Association for the Study of Liver Diseases
(AASLD) 2011

1. En els pacients amb estudis anormals del ferro es recomana que caldria
avaluar-los com a pacients amb hemocromatosi, inclis en abséncia de

simptomes (evidéncia 1A).

2. En tots els pacients amb evidencia de malaltia hepatica caldria fer
I'avaluacié de ’'hemocromatosi (evidéncia 1B).

3. En pacients amb simptomes suggestius, troballes fisiques o historia
familiar, la combinaci6 d’IST i de ferritina hauria de ser millor que confiar
en una Unica de les dues proves (evidencia 1B). Si qualsevol de les dues
fos anormal (IST = 45 % o ferritina per sobre del limit normal), llavors
caldria realitzar I'analisi de la mutacié del gen HFE (evidencia 1B).

4. Les estratégies de diagnostic que utilitzen els marcadors de ferro en
serum s’haurien d’adrecar a grups d’alt risc en els quals trobem una
historia familiar dHH o en els que sospitem una afectaci6 d’organs

(evidéncia 1B).

5. El cribratge (estudi dels parametres del metabolisme del ferro i 'analisi de
la mutaci6 HFE) esta recomanat en els familiars de primer grau dels
pacients amb HH relacionada amb I'HFE per detectar la malaltia en una

fase inicial i poder prevenir les complicacions (evidéncia 1A).

6. La biopsia hepatica es recomana per estudiar I'estudi del grau de la
malaltia hepatica en els homozigots C282Y o en els heterozigots
compostos si els enzims hepatics (ALT i AST) estan elevats o si la ferritina

és > 1000 pg/L (evidéncia 1B).
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7. La biopsia hepatica es recomana pel diagnostic i el pronostic en els
pacients amb marcadors fenotipics de sobrecarrega ferrica que no sén

homozigots C282Y o heterozigots compostos (evidencia 2C).

8. En els pacients amb HH no relacionada amb I'HFE es recomana que es
puguin utilitzar les dades sobre la concentracié hepatica de ferro,
juntament amb la tinci6 histopatologica, per determinar el grau i la

distribuci6 cel-lular de la carrega de ferro present (evidéncia 2C).

9. Els pacients amb hemocromatosi i sobrecarrega férrica s’haurien de
sotmetre a una flebotomia setmanal (si la toleren) (evidéncia 1A).
L’objectiu hauria de ser uns nivells de ferritina de 50-100 pg/L (evidéncia
1B).

10.En abséncia d’indicadors suggestius de malaltia hepatica (elevacié de
'ALT, 'AST), els homozigots C282Y que tenen la ferritina elevada (pero
< 1000 pg/L) haurien de procedir a una flebotomia sense una biopsia
hepatica prévia (evidencia 1B).

11.Els pacients amb lesi6 dels drgans diana deguda a la sobrecarrega ferrica
haurien de procedir a la flebotomia regular amb els mateixos objectius que
els indicats a dalt (evidéncia 1A).

12.Durant el tractament per 'HH no sén necessaris els ajustaments dietétics.
Els suplements de vitamina C i els suplements de ferro haurien d’estar
prohibits (evidéncia 1C).

13.Els pacients amb hemocromatosi i amb sobrecarrega ferrica s’haurien de
monitoritzar per evitar I'acumulaci6 de ferro i ser sotmesos a un
manteniment amb flebotomies (evidencia 1A). L’objectiu de la flebotomia
hauria de ser aconseguir un nivell de ferritina de 50-100 pg/L (evidéncia
1B).
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14.Es recomana el tractament amb flebotomia en els pacients amb
sobrecarrega ferrica no relacionada amb 'HFE que tenen una elevada

concentracio hepatica de ferro (evidencia 1B).
15.Els quelants del ferro (deferoxamina o deferasirox) es recomanen en els
pacients amb sobrecarrega ferrica i amb sindromes diseritropoietiques o

amb anémia hemolitica cronica (evidencia 1A).

16.No es recomana el cribratge poblacional de ’'HH en les poblacions de risc
(evidéncia 1B).
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14.2. ANNEX 2

En aquest apartat s’exposa un article que, tot i no formar part del cos principal
de la tesi doctoral, es va desenvolupar dins la linia d’investigacié del grup de

recerca.

Freixenet N, Vilardell C, Llaurad6 G, Giménez-Palop O, Berlanga E, Gutiérrez C,
Caixas A, Vendrell J, Gonzalez-Clemente JM. Men with hyperferritinemia and
diabetes in the Mediterranean area do not have a higher iron overload than those
without diabetes. Diabetes Res Clin Pract. 2011 Feb;91(2): e33-e36.
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Aim: To assess the role of iron overload in type 2 diabetic men with hyperferritinemia.
Methods: 150 men were recruited from a genetic screening programme for hereditary
hemocromatosis (HH) and were tested for type 2 diabetes, other components of the
metabolic syndrome, beta cell function (BCF), insulin sensitivity, high-sensitivity C-reactive
protein and iron overload.
Results: Fifty-one men had type 2 diabetes. They were older (p = 0.017) and 99 had lower BCF
(p < 0.001) than non-diabetic men. None of the iron overload indexes was associated with
diabetes.
Conclusions: Our findings dispute a role of iron overload in the pathogenesis of type 2
diabetes.

{© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

through either phlebotomy or iron chelation therapy
improves glycemic control in hyperferritinemic subjects

An increase in type 2 diabetes, its complications, or other with type 2 diabetes [3], suggesting iron overload involve-
metabolic syndrome components was reported in diverse ment in the pathogenesis of type 2 diabetes. Three
conditions of iron overload, such as hereditary hemochro- mechanisms have been suggested: (1) insulin deficiency,
matosis (HH) [1,2]. Moreover, a reduction in iron load (2) insulin resistance, and (3) hepatic dysfunction [1]. Iron
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overload is usually assessed through serum ferritin (SF)
concentrations. However, SF is influenced by inflammatory
mechanisms and some data do not support a role of iron
overload in the pathogenesis of type 2 diabetes [4,5] or other
components of the metabolic syndrome, such as obesity [6].
Hyperferritinemia is common in clinical practice [7,8],
especially in men. Few subjects have HH or other common
iron-overload conditions and could be included in the
insulin-resistance hepatic iron overload (IR-HIO) syndrome.
Subjects with this syndrome are usually middle-aged men
with mild to moderate increases in SF concentrations,
normal or slightly increased transferrin saturation index
(TSI) and an increased prevalence of metabolic syndrome
components [9]. This study assesses the role of iron
overload in type 2 diabetes in men with hyperferritinemia,
detected through a HH genetic screening programme, in
which HH and other common conditions associated with
hyperferritinemia had previously been excluded.

2. Subjects, materials and methods

A 1-year, three-step genetic screening programme for HH
involving 4006 Caucasian subjects (2494 women, 1512 men)
was carried outin a primary care centre. In step one (n = 4006),
SF was determined in all attending subjects through routine
blood analysis. In the second step, if the previous SF reading
was >200 pg/L, a second one (n = 181) was performed 1 month
later. This limit of 200 pg/L was chosen due to its prior use in
studies evaluating the role of iron overload in cardiovascular
disease [10,11] and vascular dysfunction in diabetes [12]. In
step three (n=150, exclusions were: 17-enoclism, 6-hepato-
pathy, 5-HH and 3-other causes). If the second SF level was
also >200 pg/L, the following were done:

(1) Anamnesis and physical examination to determine age,
sex, alcohol intake, smoking habits, body weight and
height to calculate BMI, WC, blood pressure, diabetes
mellitus history and drug intake. Obesity was defined
according to the WHO definition as a BMI of at least 30 kg/
m? [12]. Blood pressure was measured using a mercury
sphygmomanometer (mean of three readings in a sitting
position after resting for atleast 5 min). Alcohol intake was
confirmed by at least one family member. Diabetes
mellitus was defined according to American Diabetes
Association criteria [14].

Blood samples were taken by venipuncture in the fasting
state (10-12 h) to determine: red and white cell counts and
indices (including reticulocyte counts), SF, TSI (calculated
as serum iron x 70.9/transferrin), serum sTIR, plasma
glucose, lipid profile (total cholesterol, triglycerides, HDL-
cholesterol), insulinemia, high-sensitivity C-reactive pro-
tein -hs-CRP-, hepatic enzymes (aspartate aminotrans-
ferase - ASAT, alanine aminotransferase - ALAT, gamma
glutamil transpeptidase— GGT). All were determined using
standard techniques. Anti-hepatitis B core antigen,
hepatitis B surface-antigen and antihepatitis C virus were
tested through a fully automated microparticle enzyme
immunoassay (Abbot GmbH, Wiesbaden-Delkenheim,
Germany) and serum insulin concentrations through
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ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Insulin
resistance was calculated using the homeostatic meta-
bolic assessment insulin resistance index (HOMA-IR) as
previously described [15]. Plasma high-sensitive CRP was
determined through a highly sensitive immunonephelo-
metry kit (Dade Behring, Marburg, Germany). Ferritin was
measured by a turbidimetric fixed rate method (Olympus
System Reagent (OSR), Olympus Diagnostica GmbH,
Wendenstrabe, Hamburg), transferrin by a turbidimetric
end point method (OSR, Olympus Diagnostica GmbH) and
serum iron by a photometric colour test for clinical
chemistry analysers (OSR, Olympus Diagnostica GmbH).
The evaluation of sTfR was done by a commercial
immunoassay (QUANTIKINE™, transferrin receptor
ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, USA), with intra-
assay coefficients of variation of 0.6-3%, and inter-assay
coefficients of 2-3% [16]. TSI (calculated as serum
iron x 70.9/transferrin). C282Y, H63D and S65C HFE
mutations were checked following peripheral leukocyte
genomic DNA extraction [17].

Samples of plasma, serum and DNA were immediately
separated after blood extractions and were frozen at —80 °C
until tests were carried out.

All women were excluded. Exclusion criteria for men were:
(1) haemoglobin <130 g/L), (2) mean corpuscular volume >98 fl
and/or reticulocyte counts >2.5% red cells, (3) inflammatory or
infectious diseases during the previous 3 months, (4) neoplas-
tic disease, (5) main known causes of iron overload: alcohol
intake >20g/day, HH (homozygosity for the C282Y HFE
mutation), hemolytic anemias, chronic hepatopathy or liver
enzymes twice or more times the normal upper limit, (6)
serum creatinine concentrations >115pmol/L, (7) acute
cardiovascular events in the previous 3 meonths, (8) iron,
aspirin or glucocorticoid treatment during the previous year,
(9) blood donation during the previous 6 months, (10) active
smoking in the previous 6 months, (11) type 1 or 2 diabetes
receiving insulin and (12) a variation of more than 3% of body
weight in the preceding 3 months or use of drugs that affected
body weight. Diabetes mellitus was defined according to
American Diabetes Association criteria [14], and those sub-
jects with either impaired fasting glucose or impaired glucose
tolerance were included in the non-diabetic group. Signed
informed-consent was obtained from all participants. The
study was approved by the Ethics Committee and conducted
according to the Declaration of Helsinki.

Following screening, men were classified into diabetics (not
taking insulin) and non-diabetics. Data are presented as
percentages, mean -+ SD for normally distributed variables or
as a median (interquartile range) for those variables not
normally distributed (Kolmogorov-Smirnov test). To improve
skewness and kurtosis, logarithmical transformation before
analysis was used when variables were not normally
distributed. These variables were tested for significance on
this log scale and then back-transformed to their natural units
for illustration in the table. Two study groups were compared
using Student’s t-tests for continuous variables and the ¥ test
for categorical variables. To adjust for potential confounders
between groups we used several logistic regression models
with the variable diabetes (yes or no) as the dependent variable
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Table 1 - Comparison between hyperferritinemic men with or without type 2 diabetes.

Men without diabetes (n=99) Men with diabetes (n = 51) p

Age (years) 53 (49-66) 60 (54-64) 0.017
BMI (kg/m?) 289 1 3.6 288 £23.2 0.957
Waist circumference (m) 1.00 + 0.09 1.00 £0.08 0.867
Waist circumference > 1.02 m 28 (28.3) 19 (37.3) 0.296
Systolic blood pressure (mm Hg) 141+ 17 138 +£15 0.429
Diastolic blood pressure (mm Hg) 8211 81+9 0.686
Blood pressure > 130/85 mm Hg or on treatment 81 (81.8) 41 (80.4) 0.791
Fasting plasma glucose (mmol/L) 53+06 B9 <0.001
High-density lipoprotein-cholesterol (mmol/L) 1.37 £ 0.36 1.354+0.34 0.641
TG (mmol/L) 2,05 + 2.87 1.92 +1.32 0.745
TG > 1.69 mmol/L or HDL < 1.03 mmol/L or on treatment 51 (51.5) 28 (54.9) 0.840
HOMA-%B 96 (68-141) 49 (23-78) <0.001
HOMA-%S 106 + 71 85+ 62 0.209
High-sensitivity C-reactive protein (mg/L) 3.0+41 43462 0.112
Serum ferritin (pg/L) 585 + 214 576 =185 0.213
Transferrin saturation index (%) 36.6+ 84 355122 0.624
Soluble transferrin receptors (mg/L) 27511 24407 0.256
HFE gene mutations

c282Y 9 (9.1) 4(7.8) 0476

H63D 55 (55.6) 18 (35.3) 0.053

$65C 8 (8.1) 2(3.9) 0.217

Data are expressed as mean + standard deviation, percentage, or median (interquartile range). TG, triglycerides; HOMA-%B, Homeostasis
Model Assessment for beta-cell function; HOMA-%S, Homeostasis Model Assessment for insulin sensitivity.

and other variables as the independents. The latter were those
significant in the univariate analysis (except for fasting plasma
glucose) and those related to iron metabolism (including HFE
test). Study size was calculated to provide a power of 80% to
detect a mean difference of 100 pg/L in SF between groups
(ratio controls to cases of 2:1; o =0.05). The SPSS statistical
programme (v.16.0.1 for Mac; Chicago, IL, USA) was used for all
calculations. All p values were 2-sided and a p value <0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

One hundred and fifty non-related men were evaluated
consecutively, 51 with type 2 diabetes without insulin and 99
without diabetes (Table 1). Subjects with diabetes were older,
had higher fasting plasma glucose and lower BCF (-HOMA-
%B-) than subjects without diabetes (Table 1). No significant
differences were found between groups regarding other
components of the metabolic syndrome, insulin-sensitivity
(-HOMA-%S-), hs-CRP, iron overload serum parameters (SF,
TSI, sTfR) and HFE gene mutations. No patient had hs-CRP
>10 mg/L. A multiple logistic regression analysis with type 2
diabetes as the dependent variable, adjusted for age, WC, hs-
CRP, SF, sTfR and the HFE gene H63D mutation confirmed the
independent association between a lower BCF and diabetes
(OR for HOMA-%B: 0.966 (0.947-0.984); p < 0.001).

4, Discussion

This study indicates that in hyperferritinemic men without
common causes of iron overload, type 2 diabetes subjects do
not have higher iron overload (measured through SF, TSI and
sTfR) than subjects without diabetes, at least in the Mediter-

ranean area. Furthermore, they have a lower BCF (HOMA-%B)
but no differences in insulin sensitivity (HOMA-%S), inflam-
mation (hs-CRP) or the other components of the metabolic
syndrome were found between groups.

Previous studies using SF for iron overload evaluation
concluded that this overload could play a role in type 2 diabetes
and its physiopathological complications [1]. However, other
authors do not agree [5]. Furthermore, it is well-known that HFE
gene mutations in HH are much more frequent in northern
Europe than in the Mediterranean area where our study was
done. We used several biochemical parameters to assess iron
overload in subjects with hyperferritinemia with or without
diabetes, after excluding common iron-overload causes. Our
results would not support a pathogenic role for iron-overload in
type 2 diabetes. Finally, our finding that BCF rather than insulin
sensitivityis the main determinant of diabetesis not surprising,
considering the role of both BCF and insulin sensitivity in type 2
diabetes pathogenesis [18].

Despite the limitations of the current cross-sectional case-
control study, our results dispute a pathogenic role of iron
overload in type 2 diabetes [4]. Similar interpretations for
central obesity [6] and cardiovascular disease [19], suggest that
the role of iron may be more complex than previously thought.
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14.1. ANNEX 3

Aquests treballs han estat realitzats amb el suport dels seglents ajuts:

e Projecte FIS PI030459 (Ministerio de Sanidad y Consumo; Instituto de
Salud Carlos 1ll) a J. Félez, 2003-2005. “ldentificacid preco¢
d’hemocromatosi hereditaria a l'area mediterrania des d’atencio
primaria: Establiment d’'un programa de prevencidé primaria i

secundaria”.

e Projecte FIS PI050631 (Ministerio de Sanidad y Consumo; Instituto de
Salud Carlos Ill) a J.M. Gonzalez Clemente, 2005-2007. “Inflamacio,
resisténcia a la insulina i sindrome metabdlica en subjectes amb
sobrecarrega ferrica detectats durant un programa d’escrutini

d’hemocromatosi a atenci6 primaria. Paper de I'’hepcidina”.

e Premi de Recerca de I'Associaci6 Catalana de Diabetis a J.M.
Gonzélez Clemente, 2005. “Sobrecarrega feérrica en la patogénia de la
sindrome metabolica”. José Miguel Gonzalez-Clemente, Nuria
Freixenet, Gabriel Giménez-Pérez, Vanessa Bach, Montserrat Baiget,

Assumpta Caixas, Angels Ruiz, Albert Altés, Jordi Félez.

e Ajut d’Intensificaci6 de Iactivitat investigadora (Instituto de Salud
Carlos Ill) a J.M. Gonzalez Clemente, 2008.
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