Medicina (B. Aires) vol.71 no.6 Ciudad Auténoma de Buenos Aires nov./dic. 2011

Aumento de los depdsitos de hierro y su relaciéon con la enfermedad
cardiovascular

Tomas Merofio?, Patricia Sorroche?, Fernando D. Brites?

!Laboratorio de Lipidos y Lipoproteinas, Departamento de Bioquimica Clinica, INFIBIOC, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, CONICET,
’Hospital Italiano de Buenos Aires

Direccion postal: Dr. Toméas Merofio, Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia
y Bioguimica, Universidad de Buenos Aires (UBA), Junin 956, 1113, Buenos Aires, Argentina
Fax: (54-11) 5950-8691 e-mail: tomasmero@yahoo.com.ar

Resumen

En los dltimos afos, se ha avanzado considerablemente en el control de varios de los
denominados factores de riesgo aterogénico tradicionales, a pesar de lo cual la incidencia de la
enfermedad cardiovascular (ECV) continla siendo elevada. Entre las diversas condiciones
asociadas a ECV, podria ubicarse también a la sobrecarga de hierro. Su estudio ha cobrado
relevancia desde que se planted la “hipotesis del hierro”, la cual postula que bajos niveles de hierro
ejercerian un efecto protector del sistema cardiovascular. No obstante, hasta el presente, los
resultados de los estudios disefiados para probar esta hipétesis han sido controversiales. Por otro
lado, se lograron numerosos avances en el conocimiento del metabolismo del hierro a partir del
descubrimiento de la hormona reguladora hepcidina. Los estudios sobre las funciones fisiolégicas
de esta hormona permitieron elaborar nuevas hipétesis que explican los resultados de los estudios
clinicos anteriormente concebidos como contradictorios. El objetivo de la presente actualizacion es
exponer, a la luz de los ultimos avances sobre la regulacién del metabolismo del hierro y su
vinculacién con la inflamacién, el estado actual del conocimiento sobre el posible rol del exceso de
hierro como factor de riesgo de ECV.
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Abstract

Increased iron store and its relationship with cardiovascular disease. In the last years, great
advance has been achieved in the control of several of the classic atherogenic risk factors;
nonetheless, the incidence of cardiovascular disease (CVD) still remains high. Among the disorders
which are associated with CVD, increased iron stores have been described as one of them. Its
study gained relevance since the “iron hypothesis”, which postulates that low iron levels exert a
protective effect on cardiovascular system, was elaborated. In spite of the numerous studies carried
out to test this hypothesis, the results have been controversial. On the other hand, much knowledge
regarding iron metabolism has been gained since the description of the regulatory hormone,
hepcidin. The studies on hepcidin physiologic functions allowed the elaboration of new hypothesis
that could explain the results formerly conceived as inconsistent. The aim of the present review is to
describe, in light of the newest advances in iron metabolism regulation and its association with
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inflammation, the current state of knowledge regarding the possible role of iron overload as a risk
factor of CVD.

Key words: Iron; Cardiovascular disease; Aterosclerosis; Iron overload; Hereditary
hemochromatosis

En la actualidad, la enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las principales
causas de muerte en EE.UU. y en Europa occidental®. A pesar de los avances
alcanzados en los ultimos afios en el control de varios de los denominados
factores de riesgo aterogénico tradicionales, la incidencia de dicha enfermedad
continta aun siendo elevada. Por tal motivo, sobre la base de un mayor
entendimiento de la fisiopatologia de la ECV, se han estado estudiando otros
factores de riesgo, llamados emergentes, y biomarcadores de ECV como la
proteina C reactiva (PCR), las interleuquinas (IL) 1y 6, la lipoproteina de baja
densidad (LDL) oxidada, las moléculas de adhesion endotelial (VCAM-1, ICAM-1y
selectina E), la enzima fosfolipasa A, asociada a lipoproteinas (Lp-PLA)), el
fibrindgeno, la homocisteina, etc. Asimismo, cabe destacar que en diversas
condiciones fisiologicas y patolégicas, como la menopausia, la obesidad central, el
sindrome metabdlico, la diabetes, la acromegalia, el sindrome de Cushing, la
esteatosis hepatica no alcohdlica, entre otras, frecuentemente existen
modificaciones de los niveles de los factores de riesgo y biomarcadores antes
mencionados. Entre estos desoérdenes, podria ubicarse también a la sobrecarga
de hierro, cuya relacién con la ECV ha comenzado a ser abordada recientemente.
El conocimiento de la etiopatogenia de la sobrecarga de hierro ha avanzado
considerablemente desde el descubrimiento de la hormona reguladora hepcidinaZ.
Esta hormona secretada por el higado es un péptido de 20 a 25 aminoacidos en
su forma activa, y posee la capacidad de inhibir la absorcién duodenal de hierro y
el eflujo de hierro desde los macréfagos hacia la circulacién®. De esta manera, la
hepcidina regula los niveles del hierro en circulacion, donde es transportado por la
transferrina y utilizado principalmente para la sintesis de hemoglobina o es
almacenado como ferritina (Fig. 1). El aumento de la expresion de hepcidina
ocurre en respuesta al exceso de hierro y a la inflamacion, mientras que su
disminucién se asocia a deficiencia de hierro, hipoxia y estimulacién de la
eritropoyesis?.
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Fig. 1.- Distribucion de hierro en adultos. El hierro absorbido en duodeno pasa a circulacion
donde se une a la transferrina. Este hierro puede ser utilizado para la sintesis de mioglobina y
hemoglobina o su almacenamiento. El hierro de los eritrocitos se encuentra en continuo reciclaje
siendo los macrofagos del sistema reticulo endotelial los encargados de fagocitar los eritrocitos
senescentes, obtener el hierro de la hemoglobina y almacenarlo o mediar su reutilizaciéon acorde a
la concentracion de hepcidina plasmatica. Modificado de Andrews NC. New Eng J Med 1999;
341:1986-95.

La comprension de los mecanismos de accion de esta hormona permitié elaborar
nuevas hipétesis, explicando las controversias que existen en los estudios sobre el
rol de los depdsitos de hierro en la fisiopatologia de la ECV. El objetivo de la
presente revision es resumir los resultados de los estudios de mayor relevancia,
los cuales podrian ser agrupados en: a) la deplecion de hierro como factor
protector contra la ECV, b) el exceso de hierro como factor de riesgo de ECV, ¢)
estudios en pacientes con sobrecarga de hierro y efecto de las mutaciones
predisponentes, y d) el hierro retenido en los macréfagos como factor de riesgo de
ECV, y presentar el estado actual del conocimiento sobre la hipotesis que plantea
al exceso de hierro como factor de riesgo de ECV.

Deplecién de hierro como factor protector frente a la ECV. Hipoétesis del
hierro

Hace aproximadamente 30 afios, Sullivan® postulé la hipétesis del hierro. Esta fue
formulada pretendiendo explicar la diferencia en la incidencia de ECV entre
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hombres y mujeres posmenopausicas, en comparacion a mujeres en edad fértil,
en funcidn de las diferencias existentes en los niveles de hierro entre ambos
grupos. Segun este planteo, las mujeres en edad fértil estarian protegidas debido
a gque presentan menor hierro de depdsito a causa del sangrado menstrual. Si bien
en la actualidad se sabe que existen multiples factores independientes del
metabolismo del hierro que podrian explicar la diferencia en el riesgo de ECV, la
relacion entre disminucion de hierro por donacién de sangre y menor riesgo de
padecer ECV ha sido avalada por distintos estudios®‘. Mientras que Salonen y
col.2 comunicaron que los dadores de sangre presentaban una reduccion del
riesgo de infarto agudo de miocardio (IAM) del 88% respecto a los no dadores,
Meyers y col. observaron una reduccién del riesgo de eventos cardiovasculares
del 40% al comparar dadores de sangre frecuentes (una donacion por afio) contra
dadores casuales (una donacion cada 3 afos). Sin embargo, el tema es
controvertido, ya que Ascherio y col.2 no observaron menor riesgo de IAM en
dadores frecuentes de sangre (RR = 1.2; IC 95%, 0.8-1.2, p > 0.05).
Paralelamente, estudios de marcadores de la funcion vascular llevados a cabo en
dadores de sangre en comparacioén con no dadores, resultaron también
controvertidos222. Es probable que estas diferencias sean resultado de las
limitaciones intrinsecas del disefio de estos estudios, debido a que tanto en el
grupo de donantes como en el de no donantes los niveles de hierro de depdésito
(evaluados a través de la ferritina) pueden ser muy variables. En efecto, la
donacion de sangre no garantiza una efectiva deplecion de los niveles de hierro, la
cual seria necesaria para que se manifestase el efecto protector. Por lo tanto, para
comprobar si la deplecion de hierro, evitando la anemia por deficiencia, ejercia
proteccion frente a la ECV, se implementd un protocolo de reduccién de los
niveles de hierro en aproximadamente 1300 pacientes en prevencién secundaria,
cuyos resultados fueron publicados recientemente®t. En el citado estudio, si bien
no se observaron diferencias significativas en el punto final compuesto por muerte,
IAM-no fatal o stroke entre los pacientes asignados al tratamiento (HR = 0.88; IC
95%, 0.72-1.07; p = 0.20) y los controles, se evidencié una interaccién significativa
entre el tratamiento y la edad™?.

Por lo tanto, hasta el momento la relacién entre bajos niveles de hierro
(equiparables con los de mujeres en edad fértil) y menor incidencia de ECV no ha
sido fehacientemente comprobada. Las diferencias en los resultados obtenidos
podrian deberse a que solo sea evidente un efecto protector en grupos especificos
de individuos y no en la poblacién general. En coherencia con esta limitacion, es
destacable la interaccion entre la reduccion de hierro y la edad en el estudio de
Zacharski y col. .

Exceso de hierro como factor de riesgo de ECV

En paralelo a los primeros estudios destinados a confrontar la hipotesis planteada
por Sullivan?, se analizé la relacién directa entre el riesgo de ECV y el aumento de
la concentracion de ferritina. Si bien inicialmente en una poblacion finlandesa de
hombres se observé que individuos con concentracion de ferritina mayor o igual a
200 ng/ml presentaban dos veces mayor riesgo de IAM que individuos con
menores concentraciones*2, no todos los estudios posteriores confirmaron este
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hallazgo®*22. Mientras que por un lado Knuiman y col.2 y Friedrich y col.2, al
estudiar prospectivamente mas de 1500 sujetos, no evidenciaron una asociacion
positiva entre el aumento de ferritina y el riesgo de ECV, otros autores observaron
un aumento del riesgo de aterosclerosis carotideat®L’, enfermedad arterial
periférica’® y estenosis coronariat? en relacién al aumento de los depoésitos de
hierro. Un aspecto importante en los citados estudios radica en que en la mayoria
de los que se observo una relacion entre el aumento de la ferritina sérica y el
riesgo de ECV el resultado fue significativo solo en individuos de sexo masculino.
En particular, Wolff y col.28 informaron un aumento del riesgo de aterosclerosis por
incremento de desvio estandar de ferritina significativo en hombres (1.33, IC 95%,
1.08-1.44; p <0.01), pero no en mujeres (1.29; IC 95% 0.98-1.75; p > 0.05). De
modo similar, Haidari y col.X2 observaron que los hombres del mayor cuartilo de
ferritina presentaban mayor riesgo de ECV que los del menor cuartilo (OR = 1.62;
IC 95%, 1.1 -2.42; p < 0.001), mientras que en el grupo de mujeres no hubo
incremento alguno. Es asi que hasta el momento el rol del aumento de los
depdsitos de hierro como factor de riesgo de ECV es todavia discutido.
Posiblemente y en coherencia con los estudios sobre la deplecion, la asociaciéon
entre el exceso de hierro y el riesgo de ECV dependa de la interaccion con
factores como la edad y el sexo.

Sin embargo, otros estudios reportaron correlaciones entre la concentracion de
ferritina y bioindicadores de inflamacion, disfuncién endotelial y aterosclerosis. En
particular, la concentracion de ferritina se asocié positivamente con la
concentracion de oxisteroles, LDL oxidadas, PCR, IL-6, y moléculas de adhesion
celular®®2. Mas aln, se ha propuesto a la elevacion de la concentracién sérica de
ferritina como un componente del sindrome de resistencia insulinica y como factor
de riesgo para alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono®2.. De
hecho, estudios poblacionales describieron correlaciones positivas entre la ferritina
y los niveles de glucosa en ayunas o el area bajo la curva de la prueba oral de
tolerancia a la glucosa®. Si bien diversas explicaciones se han propuesto
relacionando al exceso de hierro con la resistencia a la insulina, el mecanismo
fisiopatologico aln no se encuentra completamente descrito.

En conclusion, pese a que los estudios clinicos no han podido definir al aumento
de la concentracion de ferritina como un factor de riesgo de ECV, existe
abundante bibliografia que relaciona al exceso de hierro con la resistencia a la
insulina y con bioindicadores de inflamacion, disfuncion endotelial y aterosclerosis;
no pudiéndose descartar un mayor riesgo en individuos de sexo masculino o con
concentraciones de ferritina excesivamente elevadas.

Estudios en pacientes con sobrecarga de hierro y efecto de las mutaciones
predisponentes

La sobrecarga de hierro se caracteriza por un aumento sostenido de los niveles de
hierro en los depdsitos, el cual eventualmente dafia 6rganos como el higado, el
pancreas y el coraz6n®. Su etiologia puede ser primaria o secundaria. Las
primarias son afecciones de origen genético, mientras que las secundarias se
encuentran asociadas a hemoglobinopatias, patologias inflamatorias y

alteraciones metabolicas como la esteatosis hepéatica no alcohdlica?-=2, entre
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otras. En la presente revision, nos referiremos en particular a la hemocromatosis
hereditaria (HH), por ser la enfermedad mas frecuente de etiologia primaria
asociada a sobrecarga de hierro.

La HH ocurre como consecuencia de mutaciones en el gen HFE, el cual modula el
aumento de la expresion de hepcidina en los hepatocitos en respuesta al exceso
de hierro plasmatico®. Actualmente, se han descrito diversas mutaciones en el
gen HFE que conducen a HH. Sin embargo, las de mayor frecuencia son las que
llevan a un producto génico truncado caracterizado por reemplazo de la cisteina
282 por un residuo de tirosina (C282Y) y de la histidina 63 por un residuo de
aspartato (H63D). La sobrecarga de hierro asociada a esta patologia es entonces
consecuencia de un incremento en la absorcion duodenal de hierro debido a la
baja capacidad de aumentar la expresion de hepcidina.

Respecto al estudio de si las mutaciones para HH influian en la incidencia de
eventos cardiovasculares, sélo la mutacion H63D se encontrd asociada a riesgo
de stroke3228. En particular, Ellervik y col.23comunicaron que los pacientes
homocigotas para la mutacion H63D presentaban entre 2 y 3 veces mayor riesgo
de stroke isquémico. De modo similar, Njajou y col.2* destacaron un aumento
significativo del riesgo de stroke en los portadores de mutaciones para HH en un
contexto de hipertensién o tabaquismo. No obstante, un metaanalisis reciente que
abarc6 aproximadamente a 54 000 pacientes, no encontré asociacion entre las
mutaciones del gen HFE y el riesgo cardiovascular®’. Es de notar que este
resultado podria deberse a que las mutaciones que conducen a HH son factores
predisponentes, pero por si solos no llevan a sobrecarga de hierro. Mas aun, el
efecto de las mutaciones en mujeres en edad fértil se ve atenuado, debido a que
en éstas, la acumulacion de hierro presenta una evolucion diferente por el
sangrado menstrual. Por lo tanto, los niveles de ferritina en cohortes de pacientes
con mutaciones en el gen HFE son muy variables y no representan un contraste
adecuado a la hipotesis de si los niveles aumentados de hierro constituyen un
factor de riesgo para ECV o no.

Dado esta limitacién, se estudié la funcion vascular y los biomarcadores de
aterosclerosis en grupos de pacientes con sobrecarga franca de hierro en
comparacion con controles. En estos estudios, todos los pacientes presentaban
valores aumentados de ferritina, saturacion de transferrina y/o siderosis hepatica
detectada por biopsia. Gaenzer y col.22 demostraron que los pacientes masculinos
presentaban un deterioro de la funcion endotelial en comparacion con controles
pareados por sexo, el cual revirtié luego del tratamiento por flebotomia. Asimismo,
en un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio®?, observamos que
pacientes con sobrecarga de hierro presentaban no solo resistencia a la insulina,
sino también un perfil lipoproteico aterogénico y aumento de la concentracion de
LDL oxidada y de la actividad de Lp-PLA,, la cual constituye un marcador de
inflamacion e injuria vascular®. El principal hallazgo de este estudio fue que un
40% de la variabilidad de la actividad de Lp-PLA; era atribuible Unicamente a la
ferritina en un modelo ajustado por variables confundentes. A su vez, la actividad
de esta enzima se hallé correlacionada con la concentracion de LDL oxidada, la
cual presenta en su superficie los fosfolipidos oxidados que son hidrolizados por la
Lp-PLA; (Eig. 2). Adicionalmente, y en apoyo a los estudios que indican un mayor
riesgo de ECV asociado a la mutacion H63D, la presencia de este alelo en la
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poblacién estudiada se asocio significativamente a concentraciones de colesterol
total mayor a 200 mg/dl y de colesterol-LDL por encima de 160 mg/dl.
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Fig. 2.- Acciones proaterogénicas de la Lp-PLA,. Las células inflamatorias, en particular
macrdéfagos, secretan la enzima, la cual se une a la LDL oxidada e hidroliza los fosfolipidos
oxidados de su superficie, liberando al medio acidos grasos oxidados y lisofosfatidilcolina que
estimulan la secrecién de citoquinas proinflamatorias, la migracion de células de musculo liso y la
expresion de moléculas de adhesion. Resultados de nuestros estudios sugieren que la
concentracién de hierro del macréfago seria uno de los factores que estimularia la secrecién de
esta enzima. Lp-PLA,, fosfolipasa A, asociada a lipoproteinas; LDLox, lipoproteina de baja
densidad oxidada; AGox, acidos grasos oxidados; LPC, lisofosfatidilcolina. Modificado de Munzel y
col. Eur Heart J 2009; 30:2829-31.

Por lo tanto, se puede concluir que, si bien no se ha logrado demostrar un efecto
de las mutaciones para HH sobre el riesgo de ECV, los pacientes con sobrecarga
franca de hierro poseen alteraciones en la funcién vascular y en marcadores de
inflamacion y factores de riesgo de aterosclerosis, lo cual apoya la relacion entre la
concentracion de ferritina y el riesgo de ECV en individuos con niveles de ferritina
considerablemente elevados.

El hierro retenido en los macréfagos como factor de riesgo de ECV



La falta de asociacion entre las mutaciones para HH y el riesgo de ECV, llevo al
cuestionamiento de si éstas ejercen un efecto protector, y si el mayor riesgo
cardiovascular seria solo atribuible al exceso de hierro retenido en los macréfagos,
ya sea por aumento de hepcidina o de los niveles de hierro**. Si bien el punto
respecto a las mutaciones para HH parece contradecir la hipétesis del hierro, mas
bien la complementa. De hecho, los bajos niveles de hepcidina presentes en
pacientes con HH podrian explicar la falta de asociacién entre estas mutaciones y
el riesgo de ECV4.

En apoyo a este postulado, diversos estudios evidenciaron la presencia de hierro
en placas ateroscleréticas, mas especificamente en macréfagos y células
espumosas*%?4 tipos celulares con un rol clave en la progresién de las lesiones
ateromatosas®. Mas aun, la concentracion de hierro en las lesiones
ateroscleréticas correlaciond con los niveles de colesterol de las placas, con
marcadores de oxidacion de proteinas y de lipidos, con la severidad de las
lesiones y con los niveles plasmaticos de ferritina*-%2,

A su vez, la acumulacion de hierro en los macréfagos podria ser responsable de la
manifestacion de un fenotipo proaterogénico con mayor capacidad de incorporar
colesterol a través del receptor scavenger-1 y de secretar moléculas
proinflamatorias como la Lp-PLA;24¢, Mas aun, es conocido que los macréfagos,
frente a una sobrecarga celular de hierro secretan mayor cantidad de hierro

y ferritina*’, hecho que podria favorecer el aumento de la concentracién de
prooxidantes en la placa de ateroma, facilitando asi el dafio oxidativo y
promoviendo la progresién de la enfermedad®.

En coherencia con este planteo, recientemente se han publicado dos estudios que
involucran al aumento de hepcidina con el mayor riesgo de enfermedad
aterosclerética. Valenti y col.%2 describieron los efectos proinflamatorios y
proaterogénicos de la hepcidina in vitro e in vivo. En cultivos de monocitos
derivados de pacientes sin mutaciones para HH, la hepcidina indujo la expresion
de la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y de IL-6. A su vez, en un
grupo de 130 pacientes con sindrome metabdlico la concentracion sérica de
hepcidina correlacion6 con la concentracion de MCP-1 la cual junto con la
concentracion de ferritina resultaron predictores independientes de la presencia de
placas carotideas®2. Asimismo, en otro estudio limitado a pacientes con esteatosis
hepatica no alcohdlica, el mismo grupo de trabajo describié una asociacion
significativa entre la concentracion de hepcidina y la presencia de placas
carotideas en los pacientes con concentraciones elevadas de ferritina y sin
mutaciones en el gen HFE>,

Perspectivas

Pese a que muchos estudios abordaron la hip6tesis del hierro segun su planteo
original o acorde a variantes derivadas de la misma, los resultados fueron
controvertidos en todos los casos. Si bien existen amplias evidencias de que el
hierro juega un rol en relacion a la ECV, gran parte de la controversia se puede
deber a diferencias en las poblaciones estudiadas y en el indicador sérico utilizado
para evaluar el hierro corporal. El entendimiento de la relacion entre los
reguladores del metabolismo del hierro y su relacién con la inflamacion proveen
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evidencias sobre el posible rol del exceso de hierro como factor de riesgo de ECV.
En este aspecto, el rol del hierro retenido en los macréfagos como factor de riesgo
de ECV parece ser prometedor. De este modo, el aumento de la concentracion de
hepcidina podria condicionar el riesgo cardiovascular asociado al aumento de
ferritina, por lo que la determinacion de hepcidina podria resolver parte de la
controversia existente en los estudios clinicos realizados hasta el momento.
Serian necesarios estudios prospectivos en los que se evalle la concentracion de
hepcidina y ferritina, y la implementacién de protocolos controlados de reduccion
de hierro en pacientes de alto riesgo, para poder esclarecer la relacion entre el
aumento de los depdsitos de hierro y la ECV.
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