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RESUMEN

Introduccidon: La sobrecarga severa de hierro se asocia a una enfermedad llamada
Hemocromatosis Hereditaria (HH) relacionada con mutaciones en el gen HFE. En los Ultimos
afos, los niveles moderadamente altos se han asociado a un aumento del estrés oxidativo que
puede contribuir a la aparicion de enfermedades crénicas y muy frecuentes en nuestra sociedad
a través de la hipotesis de la teoria oxidativa del hierro.

Los niveles de hierro también pueden estar modulados por otros factores como la dieta o
diversos habitos y estilos de vida.

Objetivo: Establecer la prevalencia de las mutaciones en el gen HFE, la prevalencia de
sobrecarga de hierro, la relacion entre dieta y genética sobre los niveles de hierro y el efecto del
exceso de hierro sobre el estrés oxidativo.

Sujetos y métodos: Estudio epidemioldgico transversal. Participaron 815 individuos de tres
municipios de la provincia de Tarragona representativos de la poblacion.

Se valoraron caracteristicas sociodemograficas, medidas antropométricas y estilos de vida como
el consumo de tabaco, alcohol, actividad fisica y la toma de suplementos de hierro. Se estimo el
consumo alimentario a través del método del registro alimentario por estimacidon durante tres
dias no consecutivos de los cuales uno debia ser festivo.

Se determind Hemoglobina (Hb), Volumen corpuscular medio (VCM) vy otros indices
hematoldgicos, Ferritina sérica (FS), el Hierro sérico (HS), Transferrina sérica (Tfs), receptor
soluble de transferrina (RTfs) y la proteina C reactiva (PCR). Se calcul6 la capacidad total de
fijacién del hierro a la transferrina (CFHT) y la Saturacién de la Transferrina (STf).

Se definid sobrecarga de hierro moderada cuando se cumplieran cualquiera de estas tres
condiciones: a) STf superior al 45 % en ambos sexos, b) FS elevada (mayor de 110 pg/l en
mujeres y mayor de 200 pg/l en hombres) y c) STf superior a 45% y FS moderada (entre 110-
200 pg/l en mujeres y entre 200-300 ug/l en hombres).

Se definié sobrecarga de hierro severa cuando la STf fue superior al 45 % en ambos sexos vy la
FS mayor de 200 pg/l en mujeres y mayor de 300 pg/l en hombres.

Se determinaron los polimorfismos C282Y (mutacién G845A), H63D (mutacién C187G) y S65C
(mutaciéon A193T) del gen HFE de la HH, mediante la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa. La ausencia de mutaciones se expresé como genotipo salvaje.

Se determinaron los siguientes parametros de estrés oxidativo: los TBARS plasmaticos
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(sustancias reactivas al acido tiobarbitirico) como medida de peroxidacion lipidica y el test de
ORAC como medida antioxidante total del plasma.

Resultados y Conclusiones: El 25,3% de la poblacion presenta algun tipo de sobrecarga de
hierro y un 46% de nuestra poblacién presenta algun tipo de las alteraciones estudiadas en el
gen HFE. Las mutaciones estudiadas en el gen HFE aumentan significativamente los niveles de
hierro, afectandose mas los niveles circulantes (medidos con la STf) que los depdsitos (medidos
con la FS). Los genotipos compuestos C282Y/H63D y H63D/S65C son los que mas aumentan los
niveles de hierro mientras que la alteracion S65C heterocigota parece no afectar a dichos
niveles en nuestra poblacion. La mayor ingesta de hierro y de alcohol y la menor de calcio se
relacionan con el aumento de los niveles de hierro. Los niveles de STf se asocian con un mayor
estrés oxidativo medido con los TBARS plasmaticos en las mujeres ademas de la ingesta de
hierro hemo y la vitamina D. En ambos sexos, los depédsitos de hierro medidos con la FS y la
ingesta de vitamina C y D se relacionan directamente con el aumento de la capacidad
antioxidante (ORAC).
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Introduccion

1. METABOLISMO DEL HIERRO

El hierro es un elemento esencial para la vida, puesto que participa practicamente en todos los
procesos de oxidacidén-reduccion. Forma parte esencial de las enzimas del ciclo de Krebs, de la
respiracién celular y como transportador de electrones en los citocromos. Esta presente en
numerosas enzimas involucradas en el mantenimiento de la integridad celular, tales como las
catalasas, peroxidasas y oxigenasas (Andrews y Bridge, 1998). Su elevado potencial redox, junto a su
facilidad para promover la formacion de compuestos toxicos altamente reactivos, determina que
el metabolismo de hierro sea controlado por un potente sistema regulador (Hentze, 1993).

1.1 CONTENIDO CORPORAL, DISTRIBUCION Y FUNCIONES
DEL HIERRO EN EL ORGANISMO

El contenido total de hierro de un individuo normal es aproximadamente de 3,5 a 4 g en la
mujer y de 4 a 5 g en el hombre, es decir entre 45-55 mg/kg de peso corporal en hombre y
mujer adulta respectivamente (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005). El hierro esta distribuido en el
organismo en tres compartimentos: el esencial, el de transporte y el de reserva.

El compartimento esencial o funcional estd formado principalmente por proteinas con
estructura hemoglobinica, tales como la hemoglobina y la mioglobina, ademas de otras enzimas
que requieren hierro como cofactor o como grupo prostético y compuestos activos como los
citocromos y grupos Fe-S. Estas proteinas realizan importantes funciones metabdlicas o
enzimaticas. Del total del hierro del organismo, aproximadamente el 65 % se encuentra
formando parte de la hemoglobina (Ponka, 1997; Andrews, 1999) y el 15 % esta contenido en las
enzimas (catalasas y peroxidasas), citocromos y la mioglobina (fibras musculares).

El compartimento de transporte estd constituido por la transferrina (también Ilamada

siderofilina) que es una glicoproteina que transporta el hierro por la sangre desde el sistema
reticuloendotelial y el intestino hasta los tejidos, en especial hacia la médula 6sea para la
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sintesis de hemoglobina, el hierro unido a la transferrina representa entre el 0,1-0,2 % del
total.

El tercer compartimento, el de reserva, estd constituido por compuestos proteicos (ferritina y
hemosiderina) que constituyen las reservas corporales de este metal. La ferritina se encuentra
en muchos tejidos, y en la mucosa intestinal cumple una funcion de regulacién de la absorcion
(almacenamiento y barrera) al impedir que el hierro se absorba hacia el plasma cuando los
depdsitos del organismo son abundantes. Esta funcidon es muy importante ya que una vez
absorbido podemos eliminar muy poco hierro y su exceso puede ser perjudicial. En este
compartimento se encuentra aproximadamente entre el 20-30 % del hierro total (equivale
aproximadamente a 1 gramo en el varon adulto y algo menos en la mujer) (Figura 1).

Figura 1.- Distribucién del hierro en el organismo

= Hemoglobina

o Mioglobina

o0 Enzimas

= Fewitina /hemos

= Transferrina

Elaboracién propia

La circulacidon del hierro entre los compartimentos de reserva y esencial se produce a través de
un ciclo que se muestra en la figura 2.

Un individuo sano, absorbe diariamente entre 1-2 mg de hierro de la dieta (aproximadamente
un 10 %), que compensa con las pérdidas no especificas por la descamacion de las células de la
piel y del intestino (mediante orina, sudor, bilis y heces). Ademas de estas pérdidas basales
(0,8-1 mg/dia) existen otras pérdidas de hierro afiadidas que pueden corresponder a
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situaciones fisiolégicas como la menstruacién y el embarazo al proveer hierro al feto, o
situaciones patoldgicas acompafiadas de pérdida de sangre. En total, las pérdidas diarias
corresponden entre 1-2 mg de hierro al dia.

La eritropoyesis requiere aproximadamente unos 30 mg de hierro al dia, que proviene
principalmente del reciclaje del hierro de los macréfagos del sistema reticuloendotelial
(Papanikolaou y Pantopoulos, 2005). Estos eliminan los eritrocitos senescentes y liberan el hierro a la

transferrina circulante en el plasma.

Figura 2.- Ciclo del hierro en el hombre

Duodeno
(hierro de la dieta)

Absorcion del hierro dietético ~1-2 mg/d

Parénquima
hepatico

Misculo

~3200 mg NII?["]_ myg
(principalmente (prmcl??lmente
en Mioglobina) en ferritina)

Médula dsea
300 mg

i i
crﬁfagu (SRE) ~600 mg Eritrocitos ﬁ\-«
~1800 mg (hemoglobina) e
Pérdidas de hierro ~1-2 mg/d
pérdidas por descamacién de las Pérdidas menstruales
células delamucosa Otras....

Adaptado de Andrews, 1999

Teniendo en cuenta la relacién hierro-proteina, parece claro que en el ser vivo las principales
funciones del hierro son transportar oxigeno y participar en los procesos redox que se dan en
las reacciones de transferencia de electrones en la cadena respiratoria, facilitando la
fosforilacion oxidativa que permite convertir el ADP en ATP. En la tabla 1 se muestran los
principales procesos de las células animales que especificamente requieren hierro o son
moduladas por él.
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Tabla 1.- Procesos del organismo en los que interviene el hierro

Proceso

Sitio especifico de accidon del
hierro

Sintesis de ADN

Ribonucledtido reductasa

Sintesis de ARMN

ARMN polimerasa

Transferencia de electrones

Citocromos, hidrogenasa,
ferredoxina, succinato
dehidrogenasa

Metabolismo del oxigeno

Catalasa, oxigenasas,
peroxidasas

Ciclo de Krebs

Aconitasa

Respuestainmune

Activacion de linfocitos T;
funcion de neutrdfilos, natural
killers y linfocitos B

Fuente: Weinberg, 1990
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1.2 ENTRADA DEL HIERRO AL ORGANISMO:
ABSORCION INTESTINAL

En un individuo normal, las necesidades diarias de hierro son muy bajas en comparacion con el
hierro circulante, por lo que sélo se absorbe una pequefia proporcion del total ingerido. La
cantidad absorbida varia de acuerdo con la cantidad y el tipo de hierro presente en los
alimentos, el estado de los depodsitos corporales del mineral, las necesidades, la actividad
eritropoyética y una serie de factores luminales e intraluminales que interfieren o facilitan la
absorcidn (Forrellat y cols., 2000).

El balance de hierro en el organismo se mantiene en unos margenes estrechos, regulado a
través de la absorcién intestinal, que puede aumentar o disminuir la cantidad absorbida segun
diversas situaciones para cubrir las necesidades de hierro.

El proceso de absorcion del hierro puede dividirse secuencialmente en dos etapas, una la
entrada del hierro dietético en el enterocito, y la otra el paso del hierro del enterocito a la
circulacion.

1.2.1 HIERRO DIETETICO

Las dietas habituales de las poblaciones occidentales aportan entre 10 y 20 mg de hierro al dia.
Existe dos tipos de hierro en la dieta: el hierro hemo, pertenece a la familia de las porfirinas y
se encuentra formando parte de la hemoglobina y mioglobina. Este tipo de hierro se absorbe
muy bien, pero representa una pequefia fraccidén del total de la dieta. Por otro lado, el hierro no
hemo (o hierro inorganico) lo encontramos como hidréxido de hierro, sales de hierro o proteinas
férricas. El hierro no hemo se encuentra de forma abundante en los alimentos, pero su
absorcidén es mucho menor y depende de varios factores dietéticos y fisioldgicos.

El hierro hemo esta presente en la sangre, las visceras y el tejido muscular (carne y pescado) y
suele representar un 40% del total contenido en el alimento. Tiene una alta biodisponibilidad ya
que se absorbe aproximadamente entre un 15 y un 40% del ingerido dependiendo del estado
nutricional de hierro y su absorcidn no se ve apenas influenciada por otros factores dietéticos.

19




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION
Nuria Aranda Pons

ISBN:

978-84-691-1012-6/DL:T.2253-2007

Introduccion

Por el contrario, el hierro no hemo esta contenido tanto en los alimentos de origen animal como
vegetal, y su absorcién varia ampliamente (entre menos del 1% hasta el 40%) siendo muy
influenciada por factores dietéticos y bioldgicos. Este tipo de hierro es el que se utiliza en la
fortificacion de alimentos (Arija y Viteri, 2006). En la tabla 2 se muestra el contenido de hierro en
distintos alimentos.

Diversos trabajos han estudiado la biodisponibilidad de algunos alimentos o de una comida
completa mediante la utilizacion de la técnica del hierro marcado isotépicamente. En este
sentido cabe resaltar que la absorcidén de hierro de las espinacas o de las judias blancas es muy
baja (1-3%) en comparacion con la del higado, la carne (12-22%) o la morcilla que contiene
aproximadamente 0,4 mg de hierro por cada ml de sangre en ese alimento (Layrisse y cols., 1971).

La principal diferencia entre el metabolismo del nifio y del adulto estd dada por la dependencia
que tienen los primeros del hierro proveniente de los alimentos. En los adultos,
aproximadamente el 95 % del hierro necesario para la sintesis de la hemoglobina proviene del
reciclaje del hierro de los hematies senescentes. En contraste, un nifo entre los 4 y 12 meses
de edad, utiliza el 30 % del hierro contenido en los alimentos con este fin, y la tasa de
reutilizacién a esta edad es menos significativa (paliman y Simes, 1985).
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Tabla 2.- Contenido de hierro en los alimentos

A IMENTO CANTIDAD DEHIERRO
(mg/100g)

CARMNES 1-3
Higado 13
Carne magra 1.3
Jambn serano 2,3
PESCADOS ¥ MARISCOS 0,4-2,7
Pescado blanco 1
Pescado Azul 1,1
Mariscos 2.5
HUEYO% 2.2
LACTEDS 0,04-,9
Yogur natural 0,1
Queso [I]
Leche entera 0,04
LEGUMBRES 3.0-8,2
Lentejas 8,2
Garbanzos [
FRUTOS SECOS 53-7.9
Pistachos 7.2
CEREALES 0,8-2,1
Pan 1.6
Esp ague tis 2.1
YERDURAS ¥ HORTALIZAS 0,33
Tomate o7
Patata o8
Acelgas y espinacas 3
FRUTAS 0,1-0,7
Platano 0,6

M aranja 0,5
Fresa, freson 0.7

Fuente: Mataix y cols., 2002.
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1.2.2 ENTRADA DEL HIERRO DIETETICO AL ENTEROCITO

El hierro se absorbe de forma activa en las células epiteliales del duodeno y primera porcion del
yeyuno, decreciendo su absorcion hasta la parte distal del intestino.

El epitelio intestinal se organiza en una estructura de pliegues aumentando asi la superficie de
absorcidn. Ademas, la superficie de estos pliegues no es lisa, si no que se encuentra recubierta
por unas evaginaciones de 0,5 a 1 mm de altura, que multiplican por ocho la superficie de
absorcién. En estas vellosidades se pueden distinguir dos partes fundamentales, una, la mas
proxima a la luz intestinal, que es la vellosidad propiamente dicha, y otra, mas profunda con
relacidn a la luz que son las llamadas criptas de Lieberklhn (Ariznavarreta R, 1999).

En las criptas se encuentran las células juveniles indiferenciadas cuya funcién sera basicamente
reguladora. Una vez maduros y transformados en enterocitos adultos, ascienden desde las
criptas hasta las vellosidades donde realizaran la funcién de absorcion. Los enterocitos maduros
poseen ademas las llamadas “microvellosidades” con lo que aumentan en 20 veces la superficie
interior del intestino (Figura 3).

El enterocito maduro tiene dos superficies: la apical, es la que se encuentra en contacto con la
luz intestinal y contiene las microvellosidades que constituyen el llamado borde del cepillo. En
esta membrana es donde se producird la absorcion del hierro de la dieta. La superficie
laterobasal o basolateral es la que esta en contacto con los vasos sanguineos y es por donde
pasara el hierro a la circulacion.

Del total del hierro aportado por la dieta occidental (10-20 mg al dia), Unicamente se absorbe
1-2 mg (aproximadamente el 10% del total), de los cuales 2 terceras partes deriva del grupo
hemo (hierro hemo), mientras que el resto es hierro inorganico (hierro no hemo). Tanto el
hierro hemo como el hierro inorganico son absorbidos en la membrana apical de los enterocitos
duodenales a través de diferentes mecanismos como veremos a continuacién.
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Figura 3.- Absorcion intestinal de hierro
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1.2.2.1 HIERRO INORGANICO O NO HEMO

El hierro no hemo de la dieta se encuentra principalmente en su forma oxidada (Fe3*). Este es

insoluble en soluciones con pH mayor a 3, por lo que en el estdmago, por su bajo pH, se forman

complejos solubles del metal que aumentan su disponibilidad para ser absorbido en el duodeno.

Por otra parte, en el lumen del intestino se forman cantidades variables de iones ferrosos (Fe?")

como consecuencia de la reduccidn del hierro férrico por agentes de la dieta (Agentes

Reductores Dietéticos: ARD) y por una enzima ferrireductasa (Dcytb) (Duodenal cytochrome B)

que se expresa en la superficie apical del enterocito, concretamente en el reborde del cepillo

(McKie y cols., 2000). La expresion de Dcytb aumenta en situaciones de déficit de hierro e hipoxia,

consiguiendo asi un importante papel en la captacién de hierro en la membrana apical (Andrews,

2005).
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En consecuencia, ambos iones (ferroso y férrico) pueden presentarse ante las células
intestinales (Pérez y cols., 2005).

La absorcién de los iones ferrosos (Fe?*) a través de la membrana apical del enterocito es
facilitada por el transportador de metales divalentes DMT1 (Divalent Metal Transporter 1)
también conocido como DCT1 (Divalent Cation Transporter 1) o Nramp2 (Natural Resistance
Associated macrophage protein 2), que es una proteina de membrana que se encuentra en
muchas células del organismo (Fleming y cols.., 1997; Gunshin y cols., 1997). Mientras que en las células
intestinales el DMT1 se encuentra concretamente en las células de las vellosidades e interviene
en el transporte del hierro desde la luz intestinal al enterocito, en el resto de las células
interviene en el paso del hierro del endosoma al citoplasma (Andrews, 1999).

Los iones férricos (Fe3*) pueden ser absorbidos via una proteina de membrana miembro de la
familia de las integrinas, la B3-integrina. Luego, son transferidos a la proteina chaperona
mobilferrina (Conrad y cols., 1993) formando un gran complejo proteico citoplasmatico llamado
paraferritina (Conrad y Umbreit, 2002) que contiene hierro, B3integrina, mobilferrina, 32
microglobulina (B2ub) y la enzima Flavinmonooxigenasa (FMO). Este complejo macromolecular

tiene actividad ferrireductasa y lleva a cabo la reduccion del hierro (pérez y cols., 2005).

1.2.2.2 HIERRO HEMO

Este tipo de hierro atraviesa la membrana celular como una metaloporfirina intacta después de
haber sido separada de la globina a través de las proteasas endoluminales o de la membrana
del enterocito. Este paso lo realiza a través de una proteina transportadora de grupo hemo
descubierta recientemente (HCP1) (Heme Carrier Protein-1) (Shayeghiy cols., 2005).

Parece ser que el anillo de porfirina es el responsable de la alta absorcidén del hierro hemo en
comparacién con el hierro no hemo (south y cols., 2000). Sin embargo, otros autores (Fly y Czarnecki-
Maulden, 2000) atribuyen este efecto a la porcion proteica de la molécula de hemoglobina puesto
que es posible que los péptidos de la digestidon de la globina puedan mejorar la biodisponibilidad
del hierro a través de un aumento en su solubilidad. Una vez en el citosol del enterocito, el

hierro es liberado del anillo de porfirina a través de la accién de la hemoxigenasa (Carpenter CE y
Mahoney, 1992).
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Aunque el hierro hemo representa una pequefia proporcidon del hierro total de la dieta (10-

15%), su absorcidn es mucho mayor y se ve menos afectada por los componentes de ésta
(Hallberg y cols., 1991).

1.2.3 TRANSFERENCIA DEL HIERRO A LA CIRCULACION SANGUINEA

Una vez el hierro en su forma reducida esta dentro del enterocito (Fe?*), puede ser almacenado
en forma de ferritina y excretado en las heces cuando se produce la descamacién de los
enterocitos senescentes o bien es transportado a través de la membrana basolateral hacia el
plasma, a través de una proteina de membrana trasportadora llamada Ferroportina (Fpn)
(Donovan y cols., 2000), también encontrada en la literatura como IREG1 (Iron-Regulated
transporter 1) (Mckie y cols., 2000) 0 MTP1 (Metal Transporter Protein) (Abboud y Haile, 2000). Esta
proteina es hasta el momento el Unico exportador de hierro no hemo conocido de las células
animales.

La proteina de membrana Hefaestina (Hf) o bien la proteina plasmatica Ceruloplasmina (Cp)
promueven la oxidacién del hierro gracias a su actividad ferroxidasa, facilitando de esta manera
su incorporacién a la transferrina circulante (vulpe y cols., 1999) (Figura 4).

Mientras que el paso del hierro hemo vy el hierro no hemo desde el lumen del intestino al interior
del enterocito es diferente entre ellos, se cree que la exportacion basolateral del hierro a través
del enterocito es comun para ambos (Anderson y cols., 2005).

Sin embargo, lo que no esta claro es si el grupo hemo se metaboliza totalmente a hierro
inorganico en las células epiteliales intestinales, o si existe una parte que pasa a la circulacién
intacto (Andrews, 2005). Si el grupo hemo intacto se exportara del enterocito a la circulacién, lo
podria hacer a través de la accion de uno de los dos nuevos exportadores de grupo hemo
descubiertos recientemente: FLVCR o Bcrp (Krishnamurthy y cols., 2004; Quigley y cols., 2004) Si esto
ocurriera, la consecuente disposicion del grupo hemo en plasma, es todavia desconocida.
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Figura 4.- Mecanismos de absorcidn intestinal del hierro
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1.3 TRANSPORTE DE HIERRO

La concentracién de hierro en plasma de un individuo adulto normal oscila alrededor de 1,5
Hg/ml. Esta predominantemente unido a la Transferrina sérica (Tf) y en pequefia proporcion a la
albumina o a especies de bajo peso molecular.

El hierro es transportado por la Tf o siderofilina, que es una proteina plasmatica que se
encuentra también en otros fluidos de los vertebrados, tales como liquido cefalorraquideo, leche
y semen (Pérez y cols., 2005). ES una glicoproteina de aproximadamente 80 kDa de peso molecular,
constituida por una Unica cadena polipeptidica a la que se unen hidratos de carbono formando
dos ramas idénticas y casi simétricas (Figura 5). Se sintetiza en el higado y posee 2 dominios
homologos de unién para el hierro férrico (Fe3*) (Huebers y Finch, 1987).

La transferrina capta el hierro liberado por los macréfagos producto de la destruccion de los
gldbulos rojos o el dietético procedente de la absorcidn intestinal, y lo transporta para hacerlo
disponible a todos los tejidos que lo requieren (wick y cols., 1996).

Para que la unidn con hierro pueda establecerse, se requiere que simultaneamente se una un
anién. Por cada ion férrico que se incorpora, se liga concomitantemente un anién carbonato o
bicarbonato y se liberan, aproximadamente, tres protones (pakdaman y EI Hage Chahine, 1996). La
existencia de una cooperatividad reciproca entre la union del i6n metalico y la del anién indica
que la Tf tiene un estricto requerimiento del anidn sinergista para facilitar la unién con el hierro.
La funcién del anion seria la de actuar como ligando reforzador de la unidn entre la proteina y el
metal. A pH fisioldgico, en presencia de idn bicarbonato y en ausencia de agentes quelantes, el
hierro se une a cualquiera de los dos sitios de la Tf humana (Aisen y Listowsky, 1980).

Se le denomina apotransferrina (apoTf) a la proteina que no contiene hierro, transferrina
monoférrica cuando contiene un atomo de hierro y diférrica cuando contiene dos.

Cuando todos los sitios de transporte estan ocupados se habla de transferrina saturada y se
corresponde con alrededor de 1,41 pg/mg de transferrina (Haupt y cols., 1990). Normalmente, el
70% de la Tf plasmatica no esta saturada con el metal esencial y, por lo tanto, la reserva total
de esta proteina actia como amortiguador frente a grandes cantidades de hierro absorbido o
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liberado, las que de otra manera, resultarian toxicas cuando el metal esta libre en su estado
oxidado.

Figura 5.- Estructura de la transferrina

Fuente: Protein Data Base (Berman y cols., 2000)

En situaciones de saturacion de la capacidad de transporte de Tf, el hierro puede unirse a otros
ligandos, como citrato, constituyendo el llamado pool de hierro no unido a Tf (NTBI, non-
transferrin bound iron) (Pérezy cols., 2005).

La vida media normal de la molécula de Tf es de 8 a 10 dias, aunque el hierro que transporta
tiene un ciclo mas rapido, con un recambio de 60 a 90 minutos como promedio (Lee y cols., 1998).

Del total de hierro transportado por la Tf, entre el 70 y el 90 % es captado por las células
eritropoyéticas (Finch y cols., 1982) y el resto es captado por los tejidos para la sintesis de
citocromos, mioglobina, peroxidasas y otras enzimas y proteinas que lo requieren como
cofactor.

Ademas de la Tf sérica, existen otros dos tipos de transferrinas: la lactoferrina o
lactotransferrina, presente en algunas secreciones de los mamiferos (leche, lagrimas, jugo
pancreatico) y en contenidos intracelulares de leucocitos y la ovotransferrina, presente en las
secreciones de los oviductos de aves y reptiles y en la clara de huevo. Estos miembros de la
familia desempefian un rol importante en la defensa contra las infecciones, restringiendo la
disponibilidad de hierro para el metabolismo microbiano (van Eijk y De Jong, 1992).
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1.4 CAPTACION CELULAR DE HIERRO

Los mecanismos de entrada de hierro en las células presentan algunas diferencias dependiendo
de su actividad bioldgica. Se ha visto como en el enterocito la entrada estd mediada por DMT1.
El resto de células utilizan un sistema de transporte especifico que puede ser dependiente o
independiente de transferrina.

1.4.1 VIA DEPENDIENTE DE LA TRANSFERRINA

Todos los tejidos y células de los mamiferos poseen un Receptor especifico para la Transferrina
(RTf1), a través de cuya expresion en la superficie celular, regulan la captacion del hierro de
acuerdo con sus necesidades. Estos RTfl se expresan en mayor numero en las células
hepaticas, de placenta y en los progenitores eritroides (eritroblastos) (Beguin, 1992). En los
eritroblastos se encuentra el 80 % del total de los receptores del cuerpo, donde el hierro es
captado por las mitocondrias para ser incluido en las moléculas de protoporfirina durante la
sintesis del grupo hemo. A medida que se produce la maduracién del glébulo rojo, la cantidad
de receptores va disminuyendo, debido a que las necesidades de hierro para la sintesis de la
hemoglobina son cada vez menores (Gimferrer y cols., 1996).

El nUmero de receptores es aproximadamente constante en las células en reposo, pero aumenta
marcadamente durante la proliferacién celular.

El nUmero y estabilidad de los receptores de transferrina (RTf1) en la superficie celular son los
primeros determinantes de la captacion del hierro. Estos receptores no sdlo son importantes
para facilitar el acceso del metal esencial a la célula sino que cumplen, ademas, un rol critico en
la liberacion del hierro del complejo con Tf en el interior celular.

El RTf1 es una glicoproteina constituida por 2 subunidades, cada una de 90 kDa de peso

molecular, unidas por dos puentes disulfuro. Cada subunidad posee un sitio de unién para la
transferrina, por lo que cada molécula de RTfl posee capacidad para unir dos moléculas de Tf
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(Huebers y Finch, 1987). Estos receptores se encuentran anclados en la membrana a través de un
dominio transmembrana, que actla como péptido sefial interno, y poseen ademas un dominio
citosolico de aproximadamente 5 kDa (Pomka, 1999). (Figura 6).

Figura 6.- Representacion esquematica del Receptor de Transferrina 1
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Se ha observado la presencia de moléculas de receptor circulando en el plasma sanguineo, que
son incapaces de unir transferrina, puesto que carecen de sus porciones transmembranosa y
citosolica. A estos receptores se les conoce como Receptores Solubles de Transferrina (RTfs). A
pesar de su incapacidad de unirse a la transferrina, se ha encontrado una relacién directa entre
la concentracion del RTfs y el grado de eritropoyesis. Asi, en la deficiencia de hierro hay un
aumento de la concentracién de receptores solubles (Cook y cols., 1993; Thorstensen y Romslo, 1993).

El RTf desempefia un papel fundamental en el suministro de hierro a la célula, puesto que la
afinidad del receptor por el complejo hierro-transferrina al pH ligeramente alcalino de la sangre,
depende de la carga de hierro de la proteina. La afinidad maxima se alcanza cuando la Tf esta
en su forma diférrica (wick y cols., 1996).

El hierro transportado por la Tf ingresa a las células a través de un proceso mediado por el RTf1
(Figura 7). El primer paso es la union de Tf al receptor en la membrana. A pH 7,4, el RTfl posee
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muy baja afinidad por la apoTf, intermedia por la Tf monoférrica y cuatro veces mas elevada
por la Tf diférrica.

El complejo hierro-transferrina-receptor es internalizado en la célula a través de un proceso de
endocitosis. El cambio de cargas resultante de la unién del hierro y el bicarbonato con liberacion
de protones, estaria relacionado con esta afinidad diferencial de los receptores por la Tf segun
su grado de saturacién con hierro. El pH del interior de compartimiento endosomal oscila
alrededor de 5,5 debido a la acciéon de una bomba de protones dependiente del ATP presente en
su membrana, la cual bombea protones desde el citosol al interior del endosoma. A este pH, el
hierro es liberado del complejo Tf-RTfl como ién férrico. La unidn cooperativa metal-
bicarbonato no sélo es importante para la asociacion del hierro a la Tf sino también, para su
liberacion. La union anion-Tf, relativamente labil, parece proveer un mecanismo para la
remocion fisioldgica del hierro. El carbonato se desaloja primero y, por ello, la unién metal-Tf es
facilmente desestabilizada, produciéndose la liberacién del hierro mientras que la proteina
permanece intacta (Aisen y Listowsky, 1980).

Posteriormente el metal es reducido por una ferrireductasa endosomal y transportado al

citoplasma por el transportador de cationes divalentes DMT1 (Fleming y cols., 1998; Gruenheid y cols.,
1999).

En contraste con la mayoria de los ligandos que se disocian de su receptor y entran en una ruta
de fusion con lisosoma y degradacion, la elevada afinidad del RTf1 por la apotransferrina a pH
acido los mantiene unidos (Young y Bromford, 1994). EI complejo apoTf-RTf1 es transportado intacto
hacia la membrana plasmatica donde, al tomar contacto nuevamente con el medio extracelular
de pH neutro, se disocia. La apoproteina queda entonces disponible para captar nuevamente
hierro y comenzar otro ciclo de transporte e internalizacion (wick y cols., 1996).

Una vez en el citoplasma, el idn ferroso incorporado puede seguir tres destinos:

- El pool de utilizacidn, es decir, las proteinas celulares que requieren hierro

- El pool de almacenamiento, constituido principalmente por ferritina y hemosiderina

- El pool regulador, el cual incluye a las proteinas encargadas de detectar variaciones en los
niveles intracelulares del metal.
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Figura 7.- Captacion del hierro por la via dependiente de la Transferrina
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Elaboracién propia

Existe un segundo receptor de Tf, denominado RTf2 y que se expresa predominantemente en el
higado que codifica para una proteina de membrana que posee el 45% de identidad con el RTf1
en su dominio extracelular. Este receptor, también puede unir Tf a nivel de membrana y mediar
la incorporacion celular del hierro, pero esta afinidad por la transferrina es mucho menor (west y
cols., 2000). La secuencia de internalizacién del RTf2 no es idéntica a la del RTf1, lo que sugiere
diferentes mecanismos de endocitosis y, probablemente, un procesamiento intracelular

diferente (kawabata y cols., 1999), que todavia se desconoce.

Las diferencias en la distribucion tisular del RTf1 y RTf2, asi como también los distintos perfiles
de expresién en células hepaticas y eritroides, sugieren funciones fisioldgicas diferentes. Existen
evidencias que nos llevan a creer que el RTf2 estaria involucrado en el metabolismo del hierro,
la funcion del hepatocito y el proceso de diferenciacion eritroide (Fleming y cols., 2000; Kawabata y
cols., 2001).
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Asi pues, las células podrian controlar la captacién del hierro mediante dos receptores para Tf
diferentes: el RTf1, de mayor afinidad, cuya expresion es regulada por los niveles celulares de
hierro y el RTf2, de baja afinidad, que se expresaria dependiendo del ciclo celular o del estatus
proliferativo de las células (kawabata y cols., 2000).

1.4.2 VIA INDEPENDIENTE DE LA TRANSFERRINA

El mecanismo de incorporacién de hierro mediado por la transferrina ha sido considerado
durante mucho tiempo como la Unica via de ingreso del metal a las células. Sin embargo, se ha

demostrado la existencia de un sistema de captacién de hierro independiente de Tf (Sturrock y
cols., 1990).

Practicamente todo el hierro plasmatico circula unido a Tf y el hierro libre es practicamente
indetectable, pero en desérdenes caracterizados por la sobrecarga de hierro, los sitios de unién
de la proteina al metal se encuentran saturados y, bajo estas condiciones, el nivel de hierro no
unido a Tf puede alcanzar concentraciones micromolares. En estas situaciones, la disponibilidad
de la apoTf es insuficiente para cumplir con la distribucidon de hierro a las células y, por ello, el
metal circula en plasma en forma de complejos de bajo peso molecular y es removido mediante
un sistema de transporte independiente de Tf (Sturrock y cols., 1990).

En el entorno celular, el hierro se encuentra generalmente presente en estado oxidado. Han
sido aisladas e identificadas dos proteinas (una de membrana y otra citosélica) involucradas en
la captacién de iones férricos por la via independiente de Tf. Estas poseen tamafio molecular y
caracteristicas inmunoldgicas similares a las proteinas PB3-integrina y mobilferrina,
caracterizadas como mediadoras de la captacién de hierro en las células de la mucosa intestinal
las cuales carecen de RTf en su superficie absortiva (Conrad y cols., 1994) (ver absorcion de hierro
no hemo).

Por otra parte, se ha descrito un mecanismo para la incorporacién de iones ferrosos, el cual
también podria traslocar el hierro presente en estado férrico, dependiendo de un paso previo de
reduccidon (Jordan y Kaplan, 1994; Attieh y cols., 1999). La actividad ferrireductasa seria, por tanto, la
limitante de la velocidad del proceso (Randell y cols., 1994).
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La proteina transportadora transmembrana ha sido identificada en células eritroides de ratones
normales y anémicos como la DMT1, proteina ya descrita anteriormente como mediadora de la
absorcidn de iones ferrosos dietéticos por parte de los enterocitos (Canonne-Hergaux y cols., 2001). En
la figura 8 se muestran las principales vias de captacion del hierro.

Figura 8.- Principales vias de captacion celular del hierro
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La incorporacién de hierro no unido a Tf ha sido caracterizada como un proceso saturable, cuya
actividad no es mediada por endocitosis y no parece ser afectada por cambios en la tasa de
crecimiento celular (Kaplan y cols., 1991).

En presencia de concentraciones adecuadas de Tf, esta ruta probablemente transporte
cantidades minimas de hierro y sirva como un mecanismo para que otros metales ingresen en
las células sin competir con él (Conrad y cols., 1994; Pérez y Pregi, 2005). Sin embargo, en aquellas
situaciones en las que la concentracion de hierro en plasma exceda la capacidad de unién de la
Tf circulante, la via independiente de Tf adquiriria un papel esencial para su remocién del
entorno celular.
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Se ha observado que en condiciones de sobrecarga de hierro, se produce un aumento de la
captacion del metal no unido a Tf por parte de los macrdéfagos. Al ser considerados los
macréfagos como una forma de almacenamiento de hierro y debido a su implicacion en la
regulacién de la disponibilidad del metal para otras células, varios autores han atribuido a la via
independiente de TF una funcién detoxificadora, como una forma de prevenir posibles dafios

titulares debido al exceso de hierro (Kaplan y cols., 1991; Conrad y cols., 1994; Randell y cols., 1994; Olakanmi
y cols., 1997).

A pesar de que la via alternativa de captacion de hierro ha sido identificada desde los afios 90,
existe aun discrepancia acerca de cudles son los mecanismos involucrados, su mecanismo de
regulacion asi como su funcién bioldgica.

En la figura 9 se observa la captacion de hierro en el enterocito, macréfago, hepatocito y
eritrocito.

Figura 9.- Representacion esquematica de la incorporacién del hierro en sus
células principales
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Adaptado de Anderson GJy cols., 2005
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1.5 DEPOSITOS DE HIERRO

El volumen de las reservas de hierro es muy variable, pero generalmente se considera que un
hombre adulto normal tiene entre 500 y 1500 mg y una mujer entre 300 y 1000 mg, aunque
estos valores dependen enormemente del estado nutricional del individuo (Lee y Herbert, 1998).

El exceso de hierro se deposita intracelularmente asociado a ferritina y hemosiderina

fundamentalmente en el sistema monocito-macréfago del bazo, del higado y de la médula ésea
(Andrews, 1999).

1.5.1 FERRITINA

La mayoria de las células del organismo contienen ferritina, pero su concentracion es mayor en
el parénquima y el Sistema Reticulo Endotelial (SRE) del higado y en los macréfagos del bazo y
de la médula dsea. El metal almacenado en la ferritina hepatica procede de la Tf, y en menor
medida de los complejos hemoglobina, haptoglobina y hemopexina. El depdsito del SRE procede
de la depuracién de los hematies senescentes.

La ferritina es una proteina de depdsito tisular de hierro que posee una forma esférica de unos
12nm de didmetro con un peso molecular superior a 440.000 dalton. Se compone de una capa
proteica (apoferritina) constituida por 24 subunidades y un nucleo férrico con aproximadamente
2.500 iones de hierro. Cada molécula de ferritina puede contener hasta 4.500 atomos de hierro,
aunque normalmente tiene alrededor de 2.500, almacenados como cristales de hidréxido fosfato
férrico [(FEOOHg). FeO. POsH,] (baliman y cols., 1993; Wick y cols., 1996).

La molécula de apoferritina es un heteropolimero de 24 subunidades de 2 tipos diferentes con
un peso molecular de 20 kDa cada una, formadas por 4 cadenas helicoidales (Figura 10).

La apoferritina de las células contiene una cavidad hueca (nucleo férrico) en su interior de 7,5
nm que rodea a los cristales de hierro y es una mezcla de las dos subunidades de ferritina, la H
(Heavy) o forma pesada con actividad ferroxidasa y la L (Light) o ligera cuya funciéon es
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nucleadora del hierro y es realmente la molécula de depdsito (Jacobs, 1985). La ferritina H es
absolutamente necesaria y su ausencia es incompatible con la vida. Su funcidn ferroxidasa hace

que el Fe?* intracelular pase a Fe** y sea incorporado a los cristales de hidréxido fosfato férrico
(Harrison y Arosio, 1996).

Figura 10.- Estructura de la apoferritina
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Las variaciones en el contenido de las subunidades que componen la molécula de apoferritina
determinan la existencia de diferentes isoferritinas, las cuales se dividen en 2 grandes grupos:
a) las isoferritinas acidas (ricas en cadenas H) localizadas en el corazédn, los gldbulos rojos, los
linfocitos y los monocitos, y b) las isoferritinas basicas (ricas en cadenas L) predominantes en el
higado, el bazo, la placenta y los granulocitos.

Se han observado diferencias entre la velocidad de captacién de hierro por las diferentes
isoferritinas. Las isoferritinas ricas en cadenas H tienen una mayor velocidad de captacion y se
ha demostrado que ésta es precisamente la funcion de este tipo de subunidad (wagstaff y cols.,
1978). No obstante, las cadenas H y L cooperan en la captacién del hierro, las subunidades H
promueven la oxidacidn del hierro y las L, la formacion del nlcleo férrico (Levi y cols., 1992). Tanto
el depdsito de hierro como su liberacién a la circulacién son muy rapidos, e interviene en este
ultimo proceso un flavinmononucleétido.

Cuando es necesario, el hierro (almacenado o no en la ferritina) es liberado desde la célula.
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Para que este proceso tenga lugar es preciso que intervenga la actividad ferroxidasa de una
glicoproteina sérica llamada Ceruloplasmina (Cp), ya que el hierro es liberado en forma ferrosa.
En el plasma, esta glicoproteina transforma el hierro ferroso a hierro férrico facilitando asi su
incorporacion a la transferrina que lo transporta y distribuye al resto del organismo. Si la Cp no
funciona adecuadamente se produce un atesoramiento de hierro por imposibilidad de su
liberacion (Perez-Aguilar, 2002).

La funcién fundamental de la ferritina es garantizar el depdsito intracelular de hierro para su
posterior utilizacién en la sintesis de las proteinas y enzimas. En los animales, la ferritina no se
encuentra solamente en el interior de la célula, sino también circulando en plasma. La ferritina
sérica se encuentra en equilibrio con el hierro de depdsito del organismo y por lo tanto indica la
magnitud de dicho depdsito (Lipschitz y cols., 1974, Finch y cols., 1986). Sin embargo, las
concentraciones séricas pueden estar elevadas independientemente de los depdsitos del metal
en presencia de ciertos sindromes clinicos, entre los que se incluyen la enfermedad renal, la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la infeccidén o inflamacion sistémica

no asociada a VIH y los procesos neoplasicos (Lee y Means, 1995; Herbert y cols., 1997; Hernandez y cols.,
2000).

1.5.2 HEMOSIDERINA

La ferritina en la célula se encuentra en el citoplasma, pero puede pasar a los lisosomas que al
digerirla forman a partir de ella estructuras paracristalinas peor definidas, constituidas en un
50% por agregados insolubles de hierro no movilizable y restos organicos de lipidos, fosfatos y

péptidos. Estas estructuras constituyen la hemosiderina (Finch y cols., 1984).

La hemosiderina estd quimicamente emparentada con la ferritina, de la que se diferencia por su
insolubilidad en agua. Aunque ambas proteinas son inmunolégicamente idénticas, la
hemosiderina contiene un porcentaje mayor de hierro (30 %) y al microscopio se observa en
forma de agregados de moléculas de ferritina con conformacién diferente de los cristales de
hierro. La hemosiderina parece preservar a la célula de los efectos nocivos del hierro libre en
situaciones de sobrecarga, pero a diferencia de la ferritina, el hierro que contiene es casi
inmovilizable (0" Connell y cols., 1986).
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1.6 EXCRECION

La capacidad de excrecion de hierro del organismo es muy limitada, por ello como se ha
comentado anteriormente, es necesario un potente sistema regulador de la capacidad de
absorcién de la mucosa intestinal para alcanzar el equilibrio.

Con respecto a las pérdidas obligadas de hierro, las cantidades que se eliminan diariamente
oscilan de 1 a 2 mg/dia (Figura 2), lo que representa una pequefia parte de la cantidad total de
hierro del organismo.

En el adulto, las pérdidas obligadas de hierro son entre 0,2-0,5 mg por descamacion de la piel,
entre 0,1-0,3 por orina y entre 0,6-0,7 por heces (Mataix y Llopis, 2002). El hierro eliminado por las
heces procede fundamentalmente del que no se ha absorbido de la dieta y de la ferritina
contenida en las células descamadas en el tracto intestinal (Petersen y cols., 1996).

Por otra parte, en las personas sanas, la eliminacion de hierro en la orina es insignificante,
debido a que circula unido a proteinas que no se filtran por los glomérulos renales. En
determinados estados patoldgicos si se observa un aumento de la excrecién urinaria, es el caso
de la hemdlisis intravascular, el sindrome nefrético, la hemocromatosis y, excepcionalmente, las
alteraciones en el metabolismo del hierro (kKildahi-Andersen vy cols., 2000).

En la mujer, de la pubertad a la menopausia, hay que afiadir las pérdidas relacionadas con las
hemorragias menstruales que por término medio se calculan entre 0,4 y 0,5 mg/dia. No
obstante, estas pérdidas son dificiles de calcular, ya que pueden verse afectadas por muchos
factores como el peso, talla, paridad y empleo de anticonceptivos. Asi por ejemplo, los
anticonceptivos orales pueden dar lugar a reducciones del 50% del volumen de las
menstruaciones, mientras que los dispositivos intrauterinos son capaces de provocar
incrementos de mas de un 100%. Ademas de las pérdidas fisioldgicas, se pueden producir en
ocasiones otras por pequefias hemorragias repetidas como en las neoplasias digestivas,
hemorroides, Ulceras, toma regular de algunos medicamentos (aspirina, anticoagulantes) y
algunas parasitosis digestivas.
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1.7 REGULACION DEL METABOLISMO

El control del metabolismo del hierro requiere una red molecular compleja y estrictamente
controlada ya que aunque el hierro es esencial para el metabolismo celular y la respiracion
aerodbica, su exceso conduce a toxicidad y muerte celular a consecuencia de la formacion de
especies reactivas de oxigeno (Britton y cols., 1994; Leonarduzzi y cols., 1997).

Hasta hace algo mas de una década solo eran conocidas tres proteinas que intervenian en el
metabolismo del hierro: a) la ferritina, proteina principal de reserva, b) la transferrina, principal
transportador y c) el receptor de transferrina, fundamental para la internalizacidon celular del
hierro. En los ultimos afios se han producido importantes avances en el campo del metabolismo
del hierro como consecuencia del descubrimiento de un nimero importante de nuevas proteinas
involucradas en su metabolismo intracelular y sistémico.

La absorcién del hierro se ve afectada por factores genéticos, dietéticos y bioldgicos que se
detallan a continuacion.

1.7.1 NUEVAS PROTEINAS IMPLICADAS EN LA REGULACION DEL
METABOLISMO DEL HIERRO

La regulacién del metabolismo del hierro empieza a nivel de la absorcidon intestinal pero también
implica al reciclaje de hierro de los macréfagos y a la movilizacion de hierro en los hepatocitos.
En dicha regulacion se encuentran implicadas varias proteinas.

Podemos encontrar diversas mutaciones en los genes que expresan dichas proteinas de forma
que modificardn su mecanismo de accion disminuyendo o aumentando la absorcién del hierro.

Las mutaciones en el gen de la proteina DMT1 conducen a un estado de déficit de hierro por
disminucién de su absorcion. En cambio, las mutaciones en los genes que expresan las
proteinas HFE, Hemojuvelina (HJV), Hepcidina (Hepc), y Receptor de Transferrina 2 (RTf2), nos
llevaran a un estado de sobrecarga por un aumento de su absorcion.
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A continuacién se describen las nuevas proteinas descubiertas en los Ultimos afios cuyo papel
parece ser fundamental en esta regulacion (Tabla 3).

Tabla 3.- Nuevas proteinas relacionadas con el metabolismo del hierro.

Gen Proteina Localizacion Principal sitio Funcidn en el
del gen de expresion metabolismo del hierro
HAMP Hepcidina 19913 Higado Haorrmona reguladora del hierra
HFE HFE &p21.3 Enterocitos v Media la incarporacidn celular del
rmacrafagos hierro unida a TF
Modula la expresidn da la Hpe
TFRZ2 RTFZ 7q22 Higado v células Sensor de la Saturacion de la TF
rmononucleares Modula la expresion de la Hpe
HIW Hemouvelina 1921 Higado, corazdn, Modula la expresion de la Hepc
rdsculo esquelética
SLC4041 Ferrapartina 2q32 Placenta, Intestino, Exportador de hierro que
Higado, bazo, participa en la adquisicion de
radsculo hietro del medio y reciclaie de las
reservas corporales
SLcl1az CMTL 1291z Enterocitos Transportador de hierro y otros
rnetales divalentes
Heph Hefaestina Hgqll-ql2 Imtesting Eflujo de hierro del enterocita

1.7.1.1 HEPCIDINA

Los estimulos conocidos que modulan los mecanismos homeostaticos del hierro son la
eritropoyesis, la hipoxia, el déficit de hierro, la sobrecarga de hierro y la inflamacién. Hoy
sabemos que buena parte de esta regulacion es controlada por una hormona peptidica

circulante hepatica recientemente descubierta llamada hepcidina (Hepc) (Frazer y Anderson, 2003).

La hepcidina, es una pequefia hormona peptidica de 20-25 aminoacidos perteneciente a la
familia de las defensinas, péptidos antimicrobianos ricos en cisteinas. Se describié por primera
vez como LEAP-1 (Liver Expresed Antimicrobial Peptide 1) en el afio 2000 (Krause y cols., 2000) Y
un afio mas tarde se correlacion6 con el metabolismo del hierro junto a otros genes y proteinas,

ya como hepcidina (pigeon y cols., 2001).
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La hepcidina se denomind asi al aislarse en orina humana un péptido sintetizado por el higado
(hep-) con propiedades antimicrobianas (antifingica y antibacteriana) in vitro (-cidin) (Park y cols.,
2001). Actualmente se la conoce también como HAMP (Hepcidin Antimicrobial Peptide). Dicha
proteina estd considerada un regulador central del metabolismo del hierro y se ha demostrado
su implicacion en desérdenes comunes a este metabolismo, como la hemocromatosis
hereditaria (Lee y cols., 2001) y la anemia de los procesos crénicos.

Se produce principalmente en el higado y su expresion se altera en respuesta a cada uno de los
estimulos conocidos que afectan a la homeostasis del hierro; asi pues, su produccién disminuye
en respuesta déficit de hierro, hipoxia, y aumento de eritropoyesis (Nicolas y cols., 2002; Weinstein y
cols.,, 2002) y aumenta en respuesta al aumento del hierro sérico, sobrecarga de hierro e
inflamacion (pigeon vy cols., 2001; Ganz, 2003).

En cuanto al mecanismo de accidn, la Hepc interrumpe la expresién en la superficie celular del
exportador ferroportina en el epitelio intestinal y en los macréfagos (Merryweather-Clarke y cols., 2003;
Bridle y cols., 2003). En estudios in vitro se ha observado que la Hepc se une directamente al Fpnl
induciendo su internalizacion y degradacién por los lisosomas (Nemeth y cols., 2004). A través de
este mecanismo la Hepc regula la exportacion de hierro a la circulaciéon. El aumento del
exportador de hierro en el enterocito podria conducir a un aumento secundario de la expresion
de genes implicados en la captacidon intestinal de hierro (ej: Dcytb, DMT1) de forma que
aumentaria su absorcion dietética (Figura 11).

De esta forma, la Hepc controlaria la concentracion plasmatica del hierro y su distribucién
tisular, mediante la inhibicion de la absorcién dietética de hierro, el reciclaje del hierro por parte
de los macrofagos y muy probablemente inhibiria también su movilizacion a partir de las
reservas de hierro en los hepatocitos (Nemeth y Ganz, 2006).

No se ha demostrado aun que la Hepc regule la actividad de la fpn en otro tipo de células, ya
que ademas de en la superficie absortiva de los enterocitos y en los macréfagos, la fpn también
se encuentra en los hepatocitos y en las células de la placenta. Concretamente, no se ha
establecido ningun papel definitivo para la fpn o la hepc en la movilizaciéon del hierro en los
depdsitos de los hepatocitos (Andrews y Schmidt, 2007), aunque hay indicios que conducen a creer
que son una de las principales células diana de la hepcidina junto con los enterocitos y los
macrdéfagos del sistema reticuloendotelial (Fleming y Bacon, 2005).
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Figura 11.- Representacion esquematica de la regulacion del metabolismo del hierro por la

hepcidina
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(a) En situaciones de déficit de fe, hipoxia, y aumento de eritropoyesis, disminuye la Secrecion de Hepc
en el higado, lo que provoca que no se anule la exportacion de hierro y éste se exporta a la circulacién.
En el enterocito, al disminuir la cantidad de fe intracelular provoca una sefial que hace que aumente la
expresion en la membrana de los DMT1, de forma que aumenta la absorcién dietética del hierro.

(b) En situaciones de sobrecarga de hierro e inflamacién, aumenta la secrecién de Hepc, que conduce a
una disminucién de la actividad del Fpn. De esta forma el hierro queda en el interior celular. En el
enterocito, este aumento de hierro intracelular provoca una sefial que disminuye la expresion de DMT1 ,
como consecuencia disminuye la absocion de hierro dietético y no se libera el hierro de los macréfagos.
Elaboracién propia

Varios autores afirman que la hepcidina es el principal (o Unico) regulador de la liberacién del
hierro al plasma, (Anderson y cols., 2007) pero el mecanismo exacto a través del cual la produccién
de Hepc es regulada por los requerimientos corporales de hierro todavia es desconocida. Lo que
si se ha observado es que los factores conocidos que afectan la absorcion de hierro como son
los depositos de hierro, el grado de eritropoyesis, hipoxia e inflamacion, regulan también la

expresion de hepcidina (Pigeon y cols., 2001; Nicolas y cols., 2002).
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La expresion de hepcidina también podria estar regulada por tres proteinas descubiertas en los

ultimos afios (HFE, RTf2 y HIV) que se detallan a continuacion (Figura 12).

Figura 12.- Nuevas proteinas que podrian regular la expresién de la hepcidina
Mecanismo de accidn de la hepcidina.
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Adaptado de Andrews, 2007

1.7.1.2 HFE

Es la primera molécula que se asocié con la regulacién del balance sistémico de hierro. Esta

proteina de membrana se identificd en el 1996 (Feder y cols., 1996) como producto del gen HFE o

gen de la Hemocromatosis Hereditaria (HH) de tipo 1 situado en el brazo corto del cromosoma
6.

La proteina HFE pertenece a la familia de las moléculas de clase 1 de histocompatibilidad HLA
(Gross y cols., 1998). Como ellas, es una glicoproteina de 343 aminoacidos que se situa en la
membrana plasmatica de algunas células. Esta formada por tres asas extracelulares -al, a2

a3-, una porcion transmembranosa y otra corta intracitopldsmica. Entre las asas al y a2 queda

a4
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un espacio por el que interactla con los receptores de la transferrina (Bennet y cols., 2000). El asa
a3 se forma por existir un puente tiol entre dos moléculas de cisteina. Este asa es fundamental
para su unién no covalente a la B2-microglobulina (B2ub) y para su expresion en la superficie
de las células (Enrlich y Lemonnier, 2000) (Figura 13). Se le dio el nombre HFE por la abreviatura del
término en inglés relacionado con HLA-H, que es la region del sistema HLA cercano al gen y FE
como simbolo del hierro.

Figura 13.- Representacion esquematica de la proteina HFE

Membrana
Celular

Dominio citosélico

HFE

Adaptado de Feder y cols., 1996

La proteina HFE se expresa en muchos tejidos en asociacién con la proteina B2-microglobulina
pero de forma mayoritaria se observa en el higado y en el duodeno. En el duodeno, se expresa
concretamente en las células de las criptas donde se encuentra en asociacion con el RTfl en los
endosomas (Waheed y cols., 1999; Frazer y cols., 2001). Sin embargo, en un estudio reciente se ha
identificado también HFE en los enterocitos de las vellosidades (west y cols., 2006).

Experimentos realizados en cultivos de células transfectadas con un plasmido de expresion de la
HFE mostraron que disminuia el paso de hierro a las células y su contenido en hierro y ferritina,
pero aumentaba el nUmero de receptores de la transferrina 1 (RTfl1). Por ello, parecia que la
HFE se comportaba como un regulador negativo de la funcién del RTf1 (Corsiy cols., 1999; Roy vy cols.,
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1999) bloqueando el paso de hierro a las células compitiendo con la transferrina (Tf) por la unién
con su receptor (RTf1) (Lebron y cols., 1999).

Sin embargo, estos experimentos han sido criticados, ya que la sobreexpresion exclusiva de HFE
es ineficaz, puesto que para que se exprese en la superficie de las células es necesaria la
presencia de la B2ub. Cuando en las células se consigue la sobreexpresion de ambas proteinas,
HFE y B2ub, el contenido celular en hierro y en ferritina aumenta de forma llamativa (waheed y
cols., 2002).

En la actualidad se admite que esta proteina juega un papel importante en el metabolismo del
hierro, y desde que se descubrid que puede formar complejos con el RTfl, son varias las
hipotesis que se han propuesto en cuanto a su efecto en la homeostasis del hierro.

Uno de los mecanismos que se ha propuesto durante hace tiempo y que en el Ultimo afio esta
perdiendo fuerza, es el que implicaria al efecto directo de HFE en la regulacion de la absorcion
dietética del hierro en el duodeno:

En este modelo se considera a las células de las criptas duodenales sensoras del contenido
corporal de hierro (hipotesis de la célula de la cripta) (Fleming y Britton, 2006).

En la membrana basal de esas células se encuentra la HFE junto la B2ub y los RTfs. Cuando la
Tf llega saturada de hierro, se incorpora al complejo HFE-B2ub-RTf y todo él se internaliza en un
endosoma (Lebron y cols., 1998). La Tf libera el hierro que transporta en las células de las criptas
duodenales. Estas células cuando maduran a enterocitos lo hacen como corresponde a una
célula rica en hierro, es decir, reprimiendo la sintesis de todas las proteinas que favorecen el
paso de hierro (Dcytb, DMT1, ferroportina, hefaestina). En estas condiciones, disminuye la
absorcidn intestinal de hierro (Figura 14a). Por el contrario, cuando la Tf transporta poco hierro,
es también poco el hierro que puede ceder a las células de las criptas duodenales. Estas células,
cuando maduran a enterocitos, lo hacen como células pobres en hierro. Es decir, aumenta la
sintesis de todas las proteinas que favorecen el paso del hierro (Figura 14b).
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Figura 14 .- Hipdtesis de la célula de la cripta

a) ﬂ Hierro circulante b) ﬂ Hierro circulante
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Elaboraciéon propia

Sin embargo, recientemente se ha postulado un nuevo modelo en la regulacién de la absorcidon
intestinal del hierro en el que la hepcidina tiene el papel principal, (Hipdtesis de la hepcidina).

Varios estudios en pacientes con HH asociada a HFE (Hemocromatosis Hereditaria, donde hay
una pérdida funcional de la proteina HFE) (Bridle y cols., 2003; Gehrke y cols.,2003; Nemeth y cols.,2003) Y
en ratones HFE Knockout (Ahmad y cols., 2002) han demostrado claramente que la pérdida de HFE
estad asociada con la pérdida de la expresion de la hepcidina en el higado (Fleming y Britton, 2006);
Por lo que este modelo sugiere que el gen HFE es necesario para una correcta regulacién de la
sintesis de hepcidina y que los efectos nocivos de las mutaciones de HFE se deben en realidad al
déficit de su expresion.

En este modelo, es la interaccién del RTf2 con la proteina HFE la que da la senal para la sintesis
de hepcidina. EL RTf2 es un homodlogo del RTfl, y como él puede unir e internalizar a la
transferrina transportadora del hierro aunque con menor afinidad (Kawabata y cols., 1999) asi como
a la proteina HFE.
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Mientras que el RTfl es un claro mediador de la captacion celular del hierro, el papel del RTf2
parece ser que es principalmente regulador de la homeostasis del hierro. Ya se habia sugerido
con anterioridad que la proteina HFE junto con el RTf2 podrian formar parte del mismo proceso
regulador (west y cols., 2000), pero no es hasta un estudio reciente donde se ha demostrado la
interaccién entre HFE-RTf2 y su implicacidon en la regulacion de la homeostasis del hierro a
través de la hepcidina (Gorwami y Andrews, 2006).

En condiciones basales, la proteina HFE y RTfl se encuentran formando un complejo en la
membrana plasmatica. Cuando la transferrina diférrica aumenta, HFE compite con ella por su
unién con el RTf1, pero debido a la mayor afinidad de la transferrina por él, HFE se disocia del
complejo uniéndose entonces al RTf2 (Figura 15a). Incluso se ha observado que en condiciones
de un aumento de la transferrina diférrica sérica aumenta la estabilidad y la expresion del RTf2
en el hepatocito a la vez que disminuye el RTf1 compitiendo los dos receptores por la uniéon con

HFE. (Johnson y Enns, 2004; Goswami y Andrews, 2006).

Estos cambios favorecen la formacion del complejo HFE-RTf2 sobre la formacion de HFE-RTf1. El
complejo HFE-RTf2 a través de una serie de sefiales que todavia se desconocen provoca el
aumento de la sintesis de hepcidina en el higado que a través de la inhibicion del exportador
Ferroportina impedira el paso de mas hierro a la circulacién ademas de disminuir su absorcién
dietética en el enterocito (Figura 16) (Nemeth y cols., 2004).

En ausencia de HFE o RTf2, no se produce la sefial para sintetizar la hepcidina (Figura 15b), de
forma que no disminuird la exportacion de hierro a la circulacién ni la absorcion dietética
causando un estado de exceso de hierro que conducird a la sobrecarga de hierro en las células
parenquimatosas.

Debido a la enorme influencia de la hepcidina sobre la exportacion del hierro en el enterocito,
cualquier efecto directo que pueda tener la proteina HFE sobre las células intestinales (hipotesis
de la célula de la cripta) seria mucho menos importante que la que pueda tener de forma
indirecta a través de la expresion de la hepcidina.
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Figura 15.- Interaccion de HFE con el Receptor de transferrina 2
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Figura 16.- Hipotesis de la hepcidina

Elaboracién propia
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Mientras que cambios en el estado de hierro parece tener un efecto pequefno sobre la expresién

de HFE, la expresion de HFE si tiene un gran efecto sobre el estado celular del hierro (Fleming y
Britton, 2006).

1.7.1.3 RECEPTOR DE TRANSFERRINA 2 (RTf2)

Es la segunda proteina que se ha asociado con la expresion de hepcidina. El RTf2 también se
expresa de forma mayoritaria en los hepatocitos y los precursores eritroides y, al igual que su
homdlogo RTf1, puede captar el hierro unido a Tf de la circulaciéon e incorporarlo a la célula a
través de endocitosis (Kawabata y cols., 2000).

Sin embargo, mutaciones en el gen RTf2 conducen a una sobrecarga de hierro en el hepatocito,
lo que lleva a pensar que la captacién de hierro no es su principal funcidén (Camaschella y cols., 2000).
Estas mutaciones en RTf2 (mucho menos comunes que las del gen HFE), provocan una
enfermedad de sobrecarga de hierro conocida como hemocromatosis hereditaria tipo 3, con
sintomas muy parecidos a los que se observan en la hemocromatosis asociada a HFE
(hemocromatosis hereditaria tipo 1).

Se ha observado que los niveles de RTf2 aumentan en respuesta a un aumento de los niveles de
hierro circulante (Fe-Tf) (Robb y Wessling-Resnick, 2004; Johnson y Enns, 2004), por lo que podria actuar
como un sensor del estado de hierro del organismo. El hecho que las mutaciones en el gen RTf2
conduzcan a la misma inapropiada disminucién de los niveles de hepcidina que se observa en la
pérdida funcional de HFE (Nemeth y cols., 2005) nos sugieren que RTf2 y HFE podrian formar parte
del mismo proceso regulador.

1.7.2.4 HEMOJUVELINA (HlV)

Descubierta en el 2004, es la mas reciente de las nuevas proteinas vinculadas al metabolismo
del hierro (pallalio y cols., 2005). Se expresa en el musculo esquelético, el corazén y en menor
grado en el higado (Papanikolaou y cols., 2004). Esta codificada por el gen HIV (también encontrado
en la literatura como HFE2), cuyas mutaciones conducen a una severa sobrecarga de hierro que
se manifiesta de forma temprana (normalmente antes de los 30 afos) conocida como
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Hemocromatosis juvenil o de tipo 2 (HJ) (Papanikolaou y cols., 2004).

Los pacientes con dicha enfermedad no producen niveles detectables de hepcidina en orina a
pesar de que el hierro corporal esté muy aumentado. Por ello se piensa que la hemojuvelina es
una proteina moduladora de la hepcidina, de manera que los descensos o inactividad de la
primera se traducen en descensos de la Ultima. Estos descensos serian los responsables del
aumento de la absorcion intestinal de hierro y de la sobrecarga de hierro que existe en los
enfermos con HJ Esta carencia de hepcidina se ha observado también en modelos animales
modificados genéticamente a los que se les elimind el gen HIV (Huang y cols., 2005; Niederkofler y cols.,
2005).

Aunque su funcidn fisioldgica todavia se desconoce, se piensa que junto con HFE y RTf2, puede
ser uno de los elementos de la cascada de sefializacion que controla la expresidén de hepcidina.

1.7.2 FACTORES DIETETICOS

Entre los factores dietéticos que influyen en la absorcion del hierro a nivel del lumen intestinal,
tenemos los que la aumentan o activadores y aquellos que la disminuyen llamados inhibidores
(Tabla 4).

Entre los factores dietéticos activadores de la absorcion de hierro no hemo se encuentra el
acido ascorbico (vitamina C), que no solo favorece la reduccién del hierro a su forma ferrosa
(Agente Reductor de la Dieta, ARD), si no también su quelacién, manteniendo de esta forma al
hierro soluble y bioldgicamente disponible para ser absorbido. También existen otros acidos
organicos que producen un aumento de la absorcidén de hierro como el acido citrico, el malico y
el tartarico (Siegenberg y cols., 1991; Lynch, 1997).

Alimentos como la carne y el pescado también producen un aumento en la absorcién del hierro
pero el mecanismo por el cual ocurre no ha sido claramente establecido. Sin embargo, existen
evidencias experimentales que sugieren que se debe fundamentalmente a su composicion en
aminodcidos, asignandole a la cisteina, a los aminoacidos azufrados y a los péptidos que los
contienen el efecto promotor (Martinez-Torres y cols., 1981; Layrisse y cols., 1984; Taylor y cols., 1986).
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De todos los factores activadores de la absorcion del hierro no hemo, el mas importante es el
acido ascoérbico. Esta vitamina puede aumentar entre 2 y 6 veces la absorcién del hierro no
hemo, siendo su efecto independiente de otros factores activadores e inhibidores de la
absorcién del hierro. El acido ascorbico es efectivo desde 25 mg (un tercio de vaso de zumo de
naranja) hasta 200 mg. A partir de esta cantidad ya no aumenta el efecto. La potencia de
accion de 1 gramo de carne es equivalente a la de 1 mg de acido ascorbico (Hallberg, 2001).

A lo largo del tiempo varios estudios han observado que la vitamina A al igual que los beta-
carotenos aumentan la solubilidad del hierro contenido en el alimento ademas de disminuir el
efecto inhibidor que provocan los fitatos y polifenoles presentes en la dieta. Si bien no se ha
esclarecido el mecanismo por el cual producen este efecto, se cree que podria ocurrir a través
de la formacidon de complejos que mantendrian soluble al hierro en el lumen intestinal,
previniendo de esta forma los efectos inhibitorios de los taninos y polifenoles en la absorcidn del
hierro (Suharno y cols., 1993; Garcia-Casal y cols., 1998; Garcia-Casal y cols., 2000). Sin embargo, no existen
estudios concluyentes en cuanto a esta relacién entre vitamina A y hierro dietético y de hecho,
algun estudio es contradictorio (walczyk y cols., 2003).

Entre los factores inhibidores, existen muchos estudios en los que se observa el claro efecto
inhibidor del calcio sobre la absorcidon del hierro. La particularidad del calcio es que inhibe tanto
el hierro no hemo como el hierro hemo (Hallberg y cols., 1991; Hallberg y cols., 1992). El mecanismo por
el cual el calcio inhibe la absorcién del hierro no esta del todo clara pero al inhibir la absorciéon
de los dos tipos de hierro y teniendo en cuenta que éstos pasan al enterocito a través de
diferentes receptores en la mucosa intestinal, se cree que el calcio debe actuar en algln paso
comun entre la mucosa intestinal y la transferencia del hierro a la circulacion (Hallberg, 1998). En
los ultimos afios se ha demostrado que el efecto inhibidor del calcio depende de la dosis.
Mientras que a dosis de calcio inferiores a 40 mg no parece observarse su efecto inhibidor, con
una ingesta de alrededor de 300 mg, ya se observa una inhibiciéon de la absorcion del hierro de
entre un 50 a un 60%.

Otros factores dietéticos que actian como inhibidores son diversos polifenoles y taninos
contenidos en el café, en algunos vinos, en productos vegetales e infusiones aromaticas y sobre
todo en el té. La absorcion disminuye proporcionalmente con el volumen de té o café
consumidos, asi se ha determinado que en presencia de té, la absorcion del hierro disminuye
hasta el 60% mientras que en la de café, la absorcidn se reduce hasta el 40%.
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Por su parte, los fitatos (contenidos en la fibra dietética) del salvado, cereales y legumbres
también tienen un claro efecto inhibidor, debido a la formacidon de quelatos insolubles. En este
sentido, se ha calculado que de 5 a 10 mg de fitatos pueden reducir la absorcion del hierro no
hemo a la mitad, lo que puede ser evitado por el consumo de pequefas cantidades de carne y
vitamina C que impiden la formaciéon de estos quelatos, lo que provoca un aumento de la
absorcidn aun en presencia estos inhibidores.

Entre las proteinas que inhiben la absorcidon del hierro no hemo, encontramos una amplia
variedad, tanto de origen animal como vegetal. Las proteinas de origen animal que poseen un
efecto inhibidor mas significativo son la caseina, las proteinas del suero de la leche, la
seroalbUumina bovina y las proteinas de la yema de huevo. De las proteinas de origen vegetal la
mas importante es una fraccion derivada de la proteina de soja denominada (7S congicina) que
demostré poseer un efecto inhibidor sobre la absorcidn del hierro no hemo similar al producido

por los fitatos (Kane y Millar, 1984; Hurrell y cols., 1992; Lynch y cols., 1994)

Los fosfatos producen compuestos insolubles, principalmente con los iones férricos, inhibiendo
consecuentemente su absorcion (Brune y cols., 1992; Jackson y Lee, 1992; Sandberg y cols., 1999).También
se ha sugerido que el cadmio y el cinc tienen cierto efecto inhibidor, pero su efecto en la
absorcién de hierro no hemo en humanos es minimo (Hallberg, 2001).

El contenido de sustancias favorecedoras e inhibidoras de la absorcion va a determinar la
biodisponibilidad del hierro presente en la dieta.

Por Ultimo, el consumo de alcohol se asocia a un aumento de los niveles de hierro. El
mecanismo por el cual se produce esta relacion no se conoce de forma exacta aunque existen
varias teorias. Una de ellas propone que el alcohol podria aumentar la permeabilidad de la
mucosa intestinal al hierro, ademas de la influencia de la presencia de hierro en algunos vinos y
cervezas (Moirand y cols., 1991), la otra teoria y mas reciente indica que el alcohol podria activar la
absorcién dietética del hierro (whitfield y cols., 2001) mediante la inhibicion de la expresién de la
proteina hepcidina (Flanagan y cols., 2007; Kowdley, 2007).
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Tabla 4.- Factores dietéticos que afectan la absorcidon de hierro

Activadores Inhibidores
Frotelna animal (carne, Fitatos {fibra dietética)
pescado)
Acido ascorbico (vit. C) Calcio
Acido citrico, malico y tartarico Taninos [café, té, vino)
Wit AT Folifenoles {Algunos vegetales)
Alcohal 7

1.7.3 FACTORES BIOLOGICOS

Aunque esta claro que los factores dietéticos y genéticos modifican la absorcion dietética del
hierro, se acepta generalmente que la absorcion del hierro dietético es determinada por un
mecanismo de regulacion feedback o de retroalimentacidn (Hallberg y cols., 1997).

El enterocito desempefia un papel central en la regulacién de la absorcion de hierro, debido a
que los niveles intracelulares adquiridos durante su formacién determinan la cantidad del
mineral que entra a la célula. El hierro del enterocito ingresa a la circulacién de acuerdo con las
necesidades organicas, y el resto permanece en su interior hasta su descamacion. De este
modo, las células mucosas protegen al organismo de la sobrecarga de hierro de origen dietético
al almacenar el exceso del mineral como ferritina en las células intestinales que es
posteriormente excretada durante el recambio celular normal (wick y cols., 1996).

La absorcion de hierro puede ser ajustada dentro de ciertos limites para cubrir los
requerimientos de este metal. Aumenta cuando los depédsitos de hierro son bajos (Finch, 1994),
cuando la actividad eritropoyética es elevada (en una hemorragia), en condiciones de hipoxia,
anemia o cuando el peso corporal aumenta (Hallberg, 2001).

También existen diferentes estados fisioldgicos que producen un sustancial incremento en la

absorcién de este metal, como en el crecimiento y el embarazo, como consecuencia de un
aumento de la sintesis de biomoléculas que poseen hierro en su estructura (Bezwoda y cols., 1979;
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Cook, 1990; Hulten y cols., 1995).

El incremento en la absorcidon de hierro hemo respecto al no hemo es de menor proporcion (Wwick
y cols., 1996) debido posiblemente a que la superficie absortiva de la célula intestinal no reconoce
al hemo como hierro, por lo que el incremento de su absorcidon se deberda solamente a la

pérdida de la saturacion de los receptores dentro de la célula y en las membranas basolaterales
(Uzel y Conrad, 1998)

La absorcién del hierro puede ser también afectada por una serie de factores intraluminales

como la aquilia gastrica, el tiempo de transito acelerado y los sindromes de malabsorcion
(Andrews y Bridge, 1998).

1.7.4 BALANCE INTRACELULAR DE HIERRO

Las células del organismo deben mantener una homeostasis interna del hierro para asegurar la
existencia de una cantidad de hierro necesario para realizar las funciones basales sin que quede
hierro libre que pueda promover la formacion de “especies reactivas de oxigeno” (ERO). Para
ello las células cuentan con dos mecanismos:

Por una parte, todas las células de mamiferos producen ferritina, que actla como molécula
deposito, de forma que acoge al hierro cuando esta en exceso, pero también promueve su
movilizacion cuando éste se necesita.

El los ultimos afios se ha identificado un gen que codifica para una ferritina mitocondrial (Levi y
cols., 2001), que se ha detectado en pacientes con anemia sideroblastica con acumulacion de
hierro eritrocitico mitocondrial (Cazzola y cols., 2000). Sin embargo, la funciéon de la ferritina

mitocondrial todavia se desconoce.

El segundo mecanismo protector implica a las proteinas reguladoras de hierro o Iron Regulatory
Proteins (IRP) (Cazzola, 2002). La via fundamental de captacién celular de hierro es la unién y
subsecuente internalizacion por su receptor de la transferrina cargada con hierro. La cantidad
de hierro que penetra a la célula por esta via estd relacionada con el nimero de receptores de

55




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION
Nuria Aranda Pons

ISBN:

978-84-691-1012-6/DL:T.2253-2007

Introduccion

transferrina presentes en la superficie celular. Una vez dentro, el hierro es utilizado para sus
multiples funciones o almacenado en forma de ferritina o hemosiderina. Tanto la expresién del
receptor de transferrina como de la ferritina son reguladas en funcion de la disponibilidad y
demanda de hierro para asegurar la homeostasia celular. Cuando las necesidades de hierro de
la célula aumentan, se produce un incremento en la sintesis de receptores de transferrina y, en
el caso contrario, cuando hay un exceso de hierro, ocurre un aumento de la sintesis de ferritina.

Esto se logra mediante un estricto sistema de control al nivel postranscripcional (Klausner y cols.,
1993).

El mecanismo de regulacion es mediado por interacciones especificas entre secuencias IRE (Iron
Responsive elements o elementos sensibles al hierro) localizados en los respectivos ARNm y las
proteinas citoplasmaticas IRP.

Las IRE son secuencias de nucleodtidos constituidas por 28 bases que forman una estructura
secundaria en forma de horquilla, de forma que les permite interactuar con las IRP (Hentze y Kiihn,
1996). Estas secuencias estan localizadas en las regiones no codificantes o no traducidas (UTRs)
situadas en los extremos 5° o 3’ de los ARNm y, dependiendo de la posicion, difiere el efecto
que ocasiona su interaccidn con las IRP. Las IRE situadas en la region UTR 5 actian regulando
la unién del mensajero al ribosoma, es decir, controlando la iniciacién de la traduccién, y
aquéllas ubicadas en la regiéon UTR 3°, modulan la estabilidad o degradacion del ARNm por
accion de endorribonucleasas.

Las proteinas citoplasmaticas IRP o proteinas reguladoras del hierro, actian como sensores del
contenido celular del hierro. En las células de mamiferos han sido identificadas 2 proteinas IRP
(IRP1 e IRP2).

La IRP1 es una proteina bifuncional que puede actuar como aconitasa citoplasmatica o unirse a
secuencias IRE. Posee un cluster [4Fe-4S] y puede convertirse reversiblemente en su forma
activa [3Fe-4S] o inactiva [4Fe-4S] en respuesta a modificaciones en la disponibilidad del
hierro. Bajo condiciones de deplecion del metal, el cluster se disocia y la apoIRP1 puede unirse
con alta afinidad a las secuencias IRE del receptor de la transferrina y de la ferritina. Al
contrario, cuando el aporte de hierro aumenta, la IRP1 incorpora un atomo del metal al cluster
[4Fe-4S], adoptando una conformacion con la cual es incapaz de interactuar con las secuencias
del ARNm pero si adoptar su funcién enzimatica como aconitasa citoplasmatica (kaptain y cols.,
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1991).

La IRP2 posee un 62% de homologia con la IRP1 pero, a diferencia de ella, carece del cluster
[4Fe-4S] y no posee actividad aconitasa. Tiene capacidad de unirse con elevada afinidad a
secuencias IRE localizadas en los mensajeros. En su regién N-terminal contiene una secuencia
rica en cisteina que es responsable de la degradacién de la proteina via proteasoma cuando los
niveles intracelulares de hierro son altos (iwai y cols., 1995). Por el contrario, cuando el aporte del
metal disminuye, se produce la sintesis de novo de la IRP2.

La sintesis de las proteinas involucradas en el metabolismo del hierro es regulada a través de la
interaccién IRE-IRP, como se muestra en la Figura 17.

En la region UTR 3" del ARNm del RTf1, hay cinco secuencias IRE. En este caso, la interaccién
IRE-IRP protege al mensajero de la degradacion, permitiendo, de esta manera, su traduccién
con la consecuente sintesis del receptor (Casey y cols., 1988). La UTR 5° de los ARNm de las
cadenas ligera y pesada de la ferritina, contienen una Unica secuencia IRE. En este caso, la
interaccién de las IRP con esta secuencia bloquea la traduccién (Leibold y Munro, 1988).

De esta forma, el sistema IRE-IRP permite a las células regular en forma coordinada la
biosintesis de las proteinas involucradas en la captacion (RTf1) y almacenamiento (Ferritina) de
hierro, durante las variaciones fisioldgicas de su biodisponibilidad.

En un estado de deplecién de hierro, el objetivo de la célula es incrementar la captacién del
metal y disminuir su almacenamiento. En este caso, Las IRP activas se unen a las secuencias
IRE, aumentando la sintesis de RTf1 mientras que disminuyen la de la ferritina (Figura 17b).

Por el contrario, cuando los niveles de hierro son altos, el metal es almacenado y su
incorporacion debe ser disminuida. Las IRP se disocian de las IRE y, como consecuencia, el
ARNm del RTf1 es degradado vy la sintesis de Ferritina aumenta (Figura 17a).

La participacion del RTf2 en la homeotasis del hierro es menos conocida, pero se conoce que las
regiones no codificantes del ARNm del RTf2 no poseen estructuras similares a las secuencias
IRE (Kawabata y cols., 1999). Esto explicaria que, a diferencia de lo que sucede con el RTf1, la
expresion del RTf2 no es afectada por los niveles de disponibilidad del hierro. En cambio, se ha
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sugerido que podria ser regulada por el ciclo celular (Kawabata y cols., 2000).

Asi, la interaccién de IRP-IRE regula la expresion de las proteinas RTf1 y Ferritina en direcciones
opuestas por dos mecanismos diferentes, con lo cual se logra mantener el equilibrio entre la
captacion y almacenamiento intracelular del hierro. Mecanismos similares estan implicados en la
regulacidon de otras proteinas que participan en el metabolismo del hierro.

Figura 17.- Representacion esquematica del balance celular del hierro

a) Fe citosolico Abundante
IRP Inactivo [4Fe-45]
. RMAM RTf
RMNAM Ferritina O
IRE IRE
= 3
. AARA
5 AnAnn 3
Estable: Inestable:
Sintesis Ferritina ﬂ Sintesis RTF
b} Fe citosdalico Escaso
IRP Activo [3Fe-45]
IRE IRE
. = 3
5 anaan 3 o
Inestable: Estable:
Sintesis Ferritina ﬂ Sintesis RTT

a) En situaciones de hierro abundante, el IRE se encuentra en su forma inactiva [4Fe-4S] de esta
forma no puede unirse a regiones IRE, de manera que el ARNm de la ferritina se estabiliza y aumenta
su sintesis, mientras que en el caso del RTf, se inestabiliza, aumenta su degradacién y por tanto
disminuye su sintesis.

b) En una situacion de falta de hierro, el IRP se activa [3Fe-4S], de forma que interacciona con las
regiones IRE, en el caso del RNAm de la Ferritina se desestabiliza, bloqueando su transcripcién y por
tanto su sintesis, mientras que en el caso de la RTf aumenta su sintesis por estabilizacién de su
ARNm. Elaboracion propia
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2. NECESIDADES Y RECOMENDACIONES DE HIERRO

Las necesidades de hierro en cada etapa de la vida estan determinadas por los cambios
fisiolégicos a los que se enfrenta el organismo durante su desarrollo. Ademas, la absorcién del
hierro de la dieta variara dependiendo de una serie de factores como son el tipo de hierro, las
reservas corporales y la presencia de determinados alimentos en la dieta que facilitardn o
inhibiran la absorcion (ver capitulo 1.7.2).

Para establecer las recomendaciones de hierro debe considerarse por una parte, la absorcion
limitada del hierro procedente de los alimentos, y por otra, las pérdidas diarias.

En las mujeres en edad fértil los requerimientos son similares a los de la adolescente,
fundamentalmente debido a las pérdidas menstruales. Estos requerimientos pueden verse
aumentados por el uso de dispositivos intrauterinos, que provocan aumentos imperceptibles de
las pérdidas, unido en ocasiones a una dieta inadecuada; los embarazos y la lactancia pueden
agravar la situacion.

Actualmente, los expertos en nutricidn consideran que una mujer sana con unas reservas
normales de hierro puede cubrir sus necesidades durante el embarazo si realiza una dieta rica
en hierro. Pero en la practica, la elevada prevalencia de ingesta inadecuadas unida al elevado
déficit bioguimico de hierro entre las mujeres en edad de procrear sugiere recomendar la
suplementacion con hierro durante el embarazo.

Los adultos ancianos no tienen necesidades aumentadas de hierro si tienen un buen estado de
salud. El aumento de las necesidades esta en relacion con el aumento de la prevalencia de
enfermedades y la mayor frecuencia de pérdidas de hierro patoldgicas.

En la tabla 5 se muestra la ingesta recomendada de hierro para la poblacién espafiola y
americana.

En el 2001 el Instituto de Medicina de los EUA (institute of Medicine, 2001) establece el nivel de
ingesta maxima tolerable para el hierro en 45 mg/dia en adultos para todas las fuentes de
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hierro. Hasta el 2001 el limite era de 60 mg/dia pero se redujo debido a su relacién con efectos
adversos gastrointestinales. Este valor puede ser superior en situaciones en los que los
depdsitos de hierro son bajos.

Se entiende por nivel de Ingesta maxima tolerable o UL (Tolerable Upper Intake Level) el nivel
maximo de ingesta media diaria de un nutriente que no presenta riesgo de causar efectos
negativos sobre la salud a todos los individuos de la poblacién general a largo plazo (institute of
Medicine, 2005). Si la ingesta superase los niveles de UL, podria aumentar el riesgo potencial de
efectos adversos.

Tabla 5.- Ingesta recomendada de hierro en la poblacidén espafiola y americana

Categoria Espafniolas Americanas
Edad (afios) Hierro Edad (afios) Hierro
{(mg/dia) {mg/dia)

o 0,5 7 0-0,5 0,27 *
0,5-1 7 0,5-1 11
Nifios/as 1-4 7 1-3 7
4-6 9 4-3 10
£-10 El - -
10-13 12 9-13 8
13-16 is 14-18 11
16-20 15 19-30 g
S 20-40 10 21-50 g
40-50 10 50-70 g
S0-60 in =70 g
&0-70 i0 - -
=70 10 - -
10-13 ia g-13 8
13-16 is 14-18 15
16-20 is 19-30 ia
. 20-40 ia 21-50 s
Mujeres 40-50 ia 50-70 8
S0-60 in =70 g
£0-70 in - -
=70 in - -
Gestacidn 23 rnitad +1s 27
<1a 10
Lactancia +18 =18 5

Fuente: Recomendaciones espafiolas: Departamento de nutricion de la Universidad
Complutense, 1994 / Recomendaciones americanas: Institute of Medicine, Food and Nutrition
Board, 2005 / * Ingesta adecuada
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3. SOBRECARGA DE HIERRO

Durante muchos afios, del metabolismo del hierro, la Salud Publica se ha preocupado casi
exclusivamente del déficit, pero el aumento por el interés del papel de los pro-oxidantes en la
enfermedad crénica y el descubrimiento de mutaciones en el gen HFE implicadas en la
Hemocromatosis Hereditaria (HH), han hecho que en los Ultimos afos se esté prestando
atencion al exceso de hierro y a sus efectos sobre la salud.

3.1 DEFINICION

Un estado de sobrecarga en el contenido total de hierro resulta de un aporte del metal que
excede los requerimientos. Como las necesidades son limitadas y los seres humanos carecen de
un mecanismo fisioldgico para la excrecidén del exceso de hierro, un incremento sostenido en su
absorcidn puede, eventualmente, resultar en una acumulacién del metal. Como consecuencia, si
la capacidad del organismo para llevar a cabo su transporte y almacenamiento es excedida, el
metal se puede acumular en distintos drganos causando dafio parenquimal y disfuncién organica
(Dooley y Worwood, 2000). La sobrecarga parenquimal de hierro es muy peligrosa ya que conduce a
dafio tisular y a fibrosis (Andrews, 1999).

La hemocromatosis implica dano tisular por depdsito de hierro (aunque al principio este dafio
tisular no sea evidente), bien sea primaria (hemocromatosis hereditaria o genética) o
secundaria (hemocromatosis adquirida). La hemosiderosis cursa con depdsito de hierro pero no
implica dafio tisular.

En cuanto a manifestaciones clinicas, la hemocromatosis al igual que muchas enfermedades
hepaticas, puede ser bastante silenciosa en su inicio. Se puede manifestar por fatigabilidad,
diabetes, alteracién de las pruebas hepaticas, artralgias, impotencia, trastornos cardiacos,
hiperpigmentacién de la piel y mayor riesgo de ciertas infecciones. Estas manifestaciones
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toxicas de la sobrecarga de hierro dependen en parte de la magnitud del exceso, de la velocidad
de acumulacién y de la distribucién del metal entre sitios de depdsito relativamente benignos,
como los macréfagos y los mas perjudiciales, en las células parenquimatosas (Chapman, 1992;
Crichton y cols., 2002). En el aspecto sistémico, dosis toxicas de hierro pueden provocar diarrea,
vomito, cianosis, somnolencia, acidosis, colapso cardiovascular, gastroenteritis hemorragica y
dafio hepatico.

La deteccidon temprana asi como el tratamiento con flebotomias previenen el dafio organico y
ayudan a mejorar la calidad de vida. Sin embargo, la variabilidad de la expresién fenotipica, asi
como la falta de especificidad en la naturaleza de los sintomas como letargia, artralgias y
dolores abdominales hacen que el diagndstico sea dificil de realizar (waalen y cols., 2002).

Los individuos con alto riesgo de sobrecarga de hierro son aquellos con historia familiar de HH,
aquellos con hepatomegalia, con test anormales de hierro y de funcidon hepatica, con porfiria
cutanea tarda, diabetes mellitus tipo 2, artritis periférica, impotencia temprana, infertilidad y
cardiomiopatias.

Los dos métodos bioldgicos mas basicos y que se utilizan con mayor frecuencia en el diagndstico
de la sobrecarga férrica consisten en medir la saturacion del hierro unido a la transferrina (STf)
y la ferritina (FS) a través de un analisis sanguineo.

El primer parametro que se encuentra afectado en la hemocromatosis es la STf, que nos indica
el estado de hierro circulante. Se considera que la STf es elevada, cuando se encuentra por
encima de 45% en mujeres y por encima de 50% en hombres, sin embargo, el limite
recomendado por la conferencia internacional de consenso celebrado en Sorrento para el
cribado de la hemocromatosis es de 45% sin distincién de sexo (wHo, 2000). La STf > 45% se

detecta en el 98% de los pacientes con sobrecarga de hierro (McLaren y cols., 1998; Olynyk y cols.,
1999; Asberg y cols., 2001; Beutler y cols., 2002; McCune y cols., 2002; Waalen y cols., 2002).

En cuanto a la Ferritina sérica, nos indica el estado de hierro de los depdsitos ya que
correlaciona con el total del hierro almacenado en el organismo. Sin embargo no es tan sensible
como la STf para detectar la enfermedad, ya que los niveles de FS pueden variar de forma
significativa y fluctuar en presencia de inflamacion, necrosis hepatocelular y tumores. Se puede
hablar de sobrecarga férrica con unos niveles de ferritina sérica >300 ug/l en los hombres y >
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200 pg/l en las mujeres (Fleming y cols., 2001), aunque ya se considera FS elevada y por tanto a
riesgo de desarrollar hemocromatosis los niveles moderados a partir de 110 ug/l en mujeres y
200 pg/l en hombres (Distante, 2006). Mientras que un nivel de FS < a 1000 pg/l es un indicador
negativo de fibrosis severa, existen casos de cirrosis y fibrosis progresiva en sujetos con HH con
niveles mucho menores (Guyader y cols., 1998).

Si se observa alteracidn en estas pruebas debe valorarse la realizacidén del test para la deteccién
de alteraciones en el gen HFE y la biopsia hepatica (Altés y cols., 2004b).

Mientras que la sobrecarga severa de hierro se asocia a hemocromatosis, donde la STf puede
exceder el 90% vy los niveles de Ferritina sérica pueden ser mayores de 1000 pg/l, muchos
autores asocian los niveles moderados de hierro a enfermedades muy graves y frecuentes en la

poblacién como enfermedad cardiovascular y cancer (Stevens y cols., 1988; Salonen y cols., 1992;
Tuomainen y cols., 1998; Klipstein-Grobusch y cols., 1999; Burke y cols., 2001).

El diagnédstico es mas beneficioso cuando se realiza en individuos con la mutaciéon C282Y en su
forma homocigota asi como en mayores de 40 afios, ya que durante los primeros 40 afos de
vida pueden tener los almacenes de hierro relativamente normales, y empezar a desarrollar la

sobrecarga de hierro significativa y el dafio organico a partir de la quinta década (olynyk y cols.,
2004).

En el higado es donde mas cantidad de hierro se acumula y por ello para confirmar el
diagndstico se puede realizar una biopsia hepatica, aunque actualmente se estan utilizando
métodos menos invasivos como la resonancia magnética que nos permite a su vez, valorar la
sobrecarga de hierro de otros drganos como el bazo, el pancreas y el corazdn (Bacon y cols., 1999).

En los Ultimos afios, también se ha desarrollado y difundido el test genético para la
hemocromatosis genética debido a que actualmente se conocen las mutaciones que mas
frecuentemente la producen. En la figura 18 se puede observar uno de los algoritmos
propuestos para el diagndstico de hemocromatosis.
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Figura 18.- Algoritmo para el diagndstico de hemocromatosis
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Fuente: Grupo MBE Galicia, 2005.
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3.2 FACTORES CAUSALES

La sobrecarga de hierro se puede producir fundamentalmente por dos causas:

a) por un aumento de la absorcién de hierro y b) por un aumento del catabolismo eritrocitario.
En el primer caso, la eritropoyesis es normal pero el contenido de hierro del plasma excede a la
capacidad de union de la transferrina de forma que el hierro se deposita en las células
parenquimatosas del higado, corazén y en algunos tejidos endocrinos. Cuando el aumento de la
absorcidn de hierro se debe a factores genéticos se denomina hemocromatosis hereditaria o
primaria. Concretamente en la poblacion caucasica, del 80 al 100% de los casos con
hemocromatosis son debidas a alteraciones en el gen HFE.

En la segunda situacion, la sobrecarga de hierro procede del aumento del catabolismo de los
eritrocitos, aspecto que puede observarse en personas que han recibido transfusiones multiples
de glébulos rojos o personas con anemias hemoliticas. En este caso la eritropoyesis es anormal
y el hierro primero se acumula en los macréfagos del SER y mas tarde en las células
parenquimatosas. En estas situaciones se tiende a hablar de hemocromatosis adquirida o
secundaria.

En los paises desarrollados el déficit de hierro es, en la mayoria de casos, el resultado de una
inadecuada nutricion, mientras que la sobrecarga de hierro se asocia fundamentalmente a
alteraciones genéticas.

Sin embargo, la dieta podria tener un papel importante en dicha sobrecarga, ya que en los
ultimos afios, el problema del déficit de hierro ha conducido a un aumento en la fortificaciéon con
hierro de muchos alimentos que, en los casos cuyo estado de hierro sea el correcto, podria
conducir a una situacion de desequilibrio en el que el exceso de hierro sea el problema.
Ademads, una dieta enriquecida en hierro podria ser especialmente peligrosa en aquellas
personas portadoras de alguna alteracion genética relacionada con la sobrecarga de hierro.

El riesgo de exceso de hierro es mayor en los hombres que en las mujeres, ya que la

menstruacion en ellas ejerce de mecanismo protector, también aumenta con la edad
aproximadamente a partir la sexta década de vida donde la diferencia de los niveles de hierro
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entre sexos desaparece (Yip, 1994).

Ademas existen otras situaciones menos frecuentes que conducen a sobrecarga de hierro que
se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.- Situaciones mas comunes de sobrecarga férrica

Tipo 1 {asociada a HFE)
Tipo Za (asociado HIW)
Tipo 2b (asociado a HAMP)

Hernocrom atosis

Hereditaria
Factores Tipo 3 (asociado a RTf2)
Hem ocrom atosis Genéticos Tipo 4 (Enfermedad de la Ferrapartina)
Rrimarias Sobrecarga de hierro asociada a la subunidad H de la
Ferritina
Aceruloplasminemia Hereditaria
Atransferrinemia Hereditaria
Factores Sobrecarga de |a ingesta férrica
Dietéticos
Enferm edades hematoldgicas
Hemocrom a.t05|s Enferm edades hepaticas
Secundarias Otros -
fattires Hermocrom atosis Neonatal

Transfusiones repetidas

Sindrom e dismetabdlico con sobrecarga férrica

3.2.1 ALTERACIONES GENETICAS ASOCIADAS A SOBRECARGA DE HIERRO

El término de hemocromatosis primaria engloba a aquellas anomalias hereditarias en proteinas
implicadas en el transporte y regulacion de la absorcién de hierro que conllevan a una
acumulacion progresiva de hierro tisular.

Dentro de las alteraciones genéticas que se asocian a sobrecarga de hierro, la forma mas
comun vy principal es la Hemocromatosis Hereditaria clasica o de tipo 1 (HH) que se asocia a
mutaciones en el gen HFE. Con el tiempo y el descubrimiento de las nuevas proteinas
implicadas en el metabolismo del hierro, han ido identificAndose nuevas mutaciones que han
dado lugar a nuevas enfermedades de menor prevalencia que describiremos en este apartado
(Tabla 7).
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Tabla 7.- Principales alteraciones genéticas asociadas a sobrecarga de hierro

la Ferroportina
o HH tipo 4

Enfermedad Gen Proteina Funcion en el metabolismo
afectado afectada del hierro
Clasica o de HFE HFE Media la incorporacion celular del
tipo 1 (HH) hierro unido a T
Modula |2 expresidn de la Hepc
Juvenil (H1) o HIW Herncjuvelina [Hijw) Modula |2 expresidn de la Hepc
HH tipo 2a
Juvenil (H1) o HAMP Hepcidina (hepc) Requla la exportacidn de hierro de los
HH tipo 2b racr&fagos, enterocitos v placenta
Hernocrornatosis
Heredit ari :
Eredtaria Azociada al RTFZ RTfZ Sensor de la Saturacidn de la TF
RTfZ @ ;‘H tipo Modula |z expresidn de la Hepc
Erferrnedad de SLC408] Ferroportina (Fpn) Ezportador de hietro no Hema

Sobrecarga de hisrro asociada 2 la
subunidad H de la Ferritina

Regidn IRE de
la subunidad H
Ferritina

Ferritina
[subunidad H)

Depdsitos de higrre
(Actividad Ferroxidasa)

Aceruloplasminemia Hereditaria

Ceruloplasmina

Ceruloplasmina [Cp)

Actividad Ferroxidasa

Atransferrinemia Hereditaria

Transferrina

Transferrina [TF)

Tranzportadors de higrro

3.2.1.1 HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA CLASICA (HH) O DE TIPO 1

La Hemocromatosis clasica o de tipo 1 es la forma mas comln de sobrecarga de hierro y esta

asociada al gen HFE (Roy y Andrews, 2001).

Se trata de un trastorno genético autondmico recesivo que conlleva a un aumento de la

absorcidn de hierro a nivel intestinal provocando un exceso de hierro en el organismo. A largo

plazo, el aumento de la absorcién provoca una acumulacién progresiva del metal en las células

epiteliales del higado, hipoéfisis, pancreas y musculo cardiaco que acaba provocando fibrosis e

insuficiencia funcional en los érganos afectados (Bell y cols., 2000; Pietrangelo, 2004).
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Las consecuencias descritas por primera vez en el siglo XIX fueron diabetes, pigmentacién
bronceada de la piel y cirrosis, sin embargo no fue hasta 1935, cuando el término
“hemocromatosis” se usd por primera vez. Aunque previamente ya se habia descrito que la
enfermedad era hereditaria y que era causada por un exceso de los depdsitos de hierro en los
tejidos, no fue hasta los afios 70-80 que se reconocié que era un desorden autosémico recesivo
ligado a la region del brazo corto del cromosoma 6, y finalmente en 1996, se identifico el gen
HFE como el gen de la Hemocromatosis Hereditaria (HH) (Feder y cols., 1996).

La HH afecta a los hombres con una frecuencia aproximadamente 5 veces mayor que a las
mujeres. La menstruacion y el embarazo actuarian como mecanismos protectores de la
sobrecarga de hierro, explicando probablemente esta diferencia entre sexos (suliivan, 1981). Es
particularmente comun en personas descendientes de caucasicos de Europa occidental (Lucotte G

y cols., 2003) donde se encuentra en uno de cada 300 individuos (Edwards y cols., 1988; Bismuth y cols.,
2003).

HFE ejerce su accion en la regulacidon del metabolismo del hierro a nivel del hepatocito y de los
enterocitos situados sobre todo en el nivel intestinal superior. El gen HFE codifica la sintesis de
la proteina transmembra (pHFE) que se une a la beta2-microglobulina (B2ub) (Feder y cols., 1996;
Feder y cols., 1997) y regula la absorcién intestinal de hierro de forma directa en el enterocito
(hipdtesis de la célula de la cripta) o de forma indirecta a nivel hepatico (hipdtesis de hepcidina)

en funcion de la cantidad de hierro que transporta la transferrina (ver apartado 1.7.1.2) (Chua y
cols., 2006; Pietrangelo y Trautwein, 2004).

La presencia de mutaciones en el gen de HFE conlleva a una disfuncién total o parcial de la
proteina HFE y por tanto a una modificacidon de todos estos procesos que regulan de cerca el
estado del hierro del cuerpo. Como resultado se observa un aumento de la absorcién intestinal
del hierro que conduce a una sobrecarga de hierro sistémica (Anderson y cols., 2005; Beutler, 2006).
Este mecanismo es también el que se observa en el déficit de hierro o cuando los niveles del
hepcidina son bajos (west y cols., 2006).

Se han detectado tres alteraciones en el gen HFE (C282Y, H63D y S65C) relacionadas con el
aumento de la absorcidn del hierro. La primera y principal es la alteracion C282Y, se trata de
una sustitucion en el nucleétido 845 del exdn 5 del gen, de guanina por adenina, lo que provoca
la sustitucion en la sintesis proteica de cisteina por tirosina en la posicion 282. Esta mutacién
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destruye un enlace disulfuro implicado en la unién de la proteina B2ub y HFE de forma que ésta
ultima no se expresa en la membrana. Esta falta de proteina HFE provoca que no entre hierro a
la célula de la cripta de forma que se crea una falsa sefial de depdsitos de hierro bajos lo que
conduce a un aumento inapropiado de la absorcién de hierro en los enterocitos (Feder y cols., 1997;
Waheed y cols., 1997; Waheed y cols., 2002) (Figura 19a).

A nivel hepatico, la pérdida de HFE conduciria a una disminucion de la expresién de hepcidina lo
gue provocaria un aumento de la exportacidén del hierro al plasma por parte de la ferroportina
tanto a nivel de los enterocitos duodenales como de las células del SER. De esta forma, las
concentraciones de hierro circulante aumentan y la transferrina se empieza saturar, por lo que
aparece en la circulacion el hierro no unido a transferrina (NTBI) que es captado por aquellos
tejidos con alta capacidad para hacerlo, como es el caso del higado (Fleming y Britton, 2006) (Figura
19b).

Figura 19.- Posibles mecanismos del aumento de la absorcidon de hierro en
presencia de la mutacién C282Y

C282Y a)lntestino C282Y b) Higado

i

Hepatocito

Elaboracién propia

69




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION
Nuria Aranda Pons

ISBN:

978-84-691-1012-6/DL:T.2253-2007

Introduccion

La mayoria de las personas con HH tienen la mutaciéon C282Y en su forma homocigota (un 80-
90% aproximadamente) (Jouanolle y cols., 1997; Hanson y cols., 2001). Concretamente en Espafa, el
85% de pacientes con hemocromatosis son homocigotos para la mutacién C282Y (altés y cols,.
2004), mientras que solamente un 3,6 % de los sujetos con esta enfermedad presentan la
mutacion C282Y en su forma heterocigota, definiendo asi su expresién fenotipica. El estudio de
la prevalencia de esta mutacion en 42 poblaciones de distintos paises, ha determinado que el

alelo C282Y tiene su origen en las poblaciones de origen céltico y nérdico (Merryweather-Clarke y
cols., 1997).

Una segunda mutacion, la H63D (Jouanolle y cols., 1997), localizada en el exén 2 del gen HFE,
supone la sustitucion de citosina por guanina en el nucleétido 187, que reemplaza el aminoacido
histidina por acido aspartico en la posicidon 63 en su sintesis proteica. Dicha mutacién provoca la
alteracién de la estructura terciaria de la proteina HFE, lo cual afecta también la regulacién de la
absorcién del hierro, aunque en esta ocasion la expresion fenotipica es mucho mas leve o
moderada que la observada con la mutacion C282Y homocigota (Beutler y cols., 1996; Feder y cols.,
1997; Merryweather-Clarke y cols 1997; Waheed y cols., 1997). En una importante revision se observo que
aproximadamente un 5% de los individuos con HH fueron portadores del compuesto
heterocigoto (C282Y/H63D), un 1,5% homocigotos para H63D y un 5,2 % heterocigotos para
H63D (Hanson y cols., 2001).

La tercera mutacién asociada a la HH es la S65C (Mura C y cols., 1999) que consiste en el cambio de
una adenina por una timidina en la posicidon nucledtida 193 lo que produce el intercambio de
serina por cisteina en la posicidn 65 (S65C) (Barton y cols., 1999). Aunque esta mutacién esta
mucho menos estudiada que las anteriores, también ha sido asociada a una sobrecarga
moderada o leve de hierro (Holmstrén y cols., 2002).

3.2.1.2 HEMOCROMATOSIS JUVENIL (HJ) O HH TIPO 2

Ya en 1932, se describid en Francia el caso de un joven de 20 anos que presentaba cirrosis

hepatica, infantilismo, insuficiencias endocrinas multiples y que muridé por insuficiencia cardiaca

(Bezancon y cols., 1932). Mas tarde, en el 1975 y 1979 se describieron casos similares (Goossens, 1975;
Lamon y cols., 1979).
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En la actualidad se admite la existencia de una forma rara y grave de hemocromatosis
hereditaria que afecta a niflos o adultos jévenes de ambos sexos menores de 30 afios. Esta
originada por una sobrecarga de hierro secundaria a una excesiva absorcion intestinal de hierro
(Cazzola M y cols., 2000). Se presenta en sujetos de raza caucdsica y prodecencia Europea y se
caracteriza clinicamente por la presencia de hipogonadismo hipogonadotropo, cardiomiopatia,

hepatomegalia, cirrosis hepatica y pigmentacion melénica de la piel (Lamon y cols., 1979; Kaltwasser,
2000; Solis y Solis, 2005).

A esta forma de hemocromatosis se la ha denominado Hemocromatosis Juvenil (HJ) o
hemocromatosis hereditaria tipo 2 y también se trata de un desorden autosémico recesivo. El
gen HIV (también llamado HFE2), responsable de la H] se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 1 (Roetto y cols., 1999). Este gen codifica la sintesis de una proteina que se cree crucial
en el metabolismo del hierro, llamada hemojuvelina (papanikolaou y cols., 2004). En la actualidad se
sabe que bajo el mismo fenotipo se ocultan defectos genéticos diferentes. En la mayoria de
casos, la H] estd ligada al cromosoma 1q (gen HIV) y es lo que se ha denominado
hemocromatosis tipo 22. En una minoria de casos, la enfermedad esta ligada al cromosoma 19
(gen HAMP) y se ha denominado hemocromatosis tipo 2b.

La HJ afecta a ambos sexos por igual y diferencia de la HH aparece a edades tempranas,
normalmente entre la segunda y tercera década de la vida. El curso de la enfermedad es rapida
y severa, lo que nos indica que la proteina hemojuvelina (HJV) es importante en la regulacion
de la absorcion del hierro (ver apartado 1.7.1.4) (De Gobbi y cols., 2002). No se conoce el
mecanismo de accidén de la proteina HJV pero parece intimamente ligado al de la hepcidina, ya

que en presencia de mutaciéon en el gen HJV, disminuye la presencia de hepcidina en orina
(Papanikolaou y cols., 2004).

3.2.1.3 HEMOCROMATOSIS ASOCIADA AL RTf2 O HH TIPO 3

La hemocromatosis provocada por mutaciones en el gen RTf2 es fenotipicamente muy similar a
la HH clasica o de tipo 1. No obstante es frecuente que presenten sintomatologia a edades mas

tempranas, incluso antes de los 30 (Mattman y cols., 2002; Le Gac y cols., 2004; Pietrangelo y cols., 2005). Se

trata de un desorden autondmico recesivo que conduce a una mayor absorcion del hierro y por
tanto a una sobrecarga férrica.
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El RTf2 es una glicoproteina transmembrana que posee una larga porcion extracelular. El 60%
de los aminoacidos de esta region molecular es similar a la porcidon extracelular del receptor de
la transferrina 1 (RTfl). En esta zona es donde se establece el contacto con la transferrina
portadora del hierro (ver apartado 1.4).

El mecanismo del RTf2 no se conoce pero las mutaciones en su gen conducen a la pérdida de su
expresion, y al igual que las mutaciones en el gen H]V, se observa una disminucion de los
niveles de hepcidina (Kawabata y cols., 2004; Nemeth y cols., 2005), por lo que se sugiere que el RTf2
podria ser un regulador de la expresiéon de hepcidina y por ello su pérdida funcional podria
ocasionar sobrecarga de hierro.

3.2.1.4 ENFERMEDAD DE LA FERROPORTINA O HH TIPO 4

Se trata de un trastorno autondémico dominante a diferencia de los anteriores. Ya hace afios que
se sabe que los habitantes de las Islas Salomoén (Oceania) presentan frecuentemente una
sobrecarga anormal de hierro cuya caracteristica es que se hereda de forma autondmica
dominante y que no intervienen mutaciones en el gen HFE (Eason y cols., 1990). Otros autores han

descrito caracteristicas similares en familias italianas, holandesas y canadienses (pietrangelo y cols.,
1999).

La enfermedad de la ferroportina o HH tipo 4, es causada por mutaciones en el gen SLC11A3
localizado en el cromosoma 2qg32 y que codifica para la proteina exportadora de hierro
ferroportina (Wallace y cols., 2002; Arden y cols., 2003).

En estos pacientes es comun que la tasa de ferritina en sangre esté muy elevada sin que se
acompaﬁe con un aumento de la transferrina (Devalia y cols., 2002; Roetto y cols., 2002; Jouanolle y cols.,
2003). Esta desproporcidon entre las tasas de FS y STf es especialmente marcada en las fases
iniciales de la enfermedad.

En la biopsia hepatica se observa una gran cantidad de hierro depositado en el higado, tanto en
los hepatocitos como en las células del SRE (bevalia VV y cols, 2002; Wallace y cols, 2002; Jouanolle y cols.,

2003). Por ello que se cree que las mutaciones en el gen SLC11A3 causan la pérdida funcional de

la proteina Fpn en los macréfagos, conduciendo a la retencion de hierro en ellos. De esta forma
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se impide el reciclaje en las células del SRE lo que conduce a una disminucion de la
disponibilidad del hierro circulante afectandose la eritropoyesis. Por ello la saturacion de
transferrina no aumenta en la misma proporcién que la ferritina sérica (siah y cols., 2005).

En este tipo de HH la siderosis es bien tolerada y la fibrosis hepatica es leve o inexistente (Arden
y cols., 2003) por lo que es una forma menos agresiva de hemocromatosis.

3.2.1.5 SOBRECARGA DE HIERRO ASOCIADA A LA SUBUNIDAD H DE LA FERRITINA

Hasta ahora se ha publicado una Unica familia japonesa con sobrecarga de hierro originada por
una mutacion de la subunidad H de la ferritina (kato y cols., 2001). Las mutaciones en la subunidad
L dan lugar al sindrome de hiperferritinemia hereditaria-cataratas en el que no existe
sobrecarga de hierro (Beaumont y cols., 1995; Leviy cols., 1998; Ladero y cols., 2004).

Se trata de una mutacion autonémica dominante en el gen que codifica para la subunidad H de
la ferritina. La H-ferritina tiene funcién ferroxidasa la cual es necesaria para que el hierro pueda
incorporarse a las capsulas que forma la L-Ferritina (ver apartado 1.5.1). La mutacion en esta
subunidad provoca la disminucién de la incorporacion del hierro a la L-Ferritina (Kato y cols., 2001)
y por lo tanto se acumula el metal en el citoplasma de las células. En un estudio realizado en
ratones se observo que aquellos que no expresaban la H-Ferritina, morian en fase embridnica
por acumular exceso de hierro en el organismo (Ferreira y cols., 2000).

3.2.1.6 ACERULOPLASMINEMIA HEREDITARIA

Se trata de una rara sobrecarga de hierro genética que provoca diabetes y enfermedades
degenerativas. La enfermedad sigue un patron de herencia autondémica recesiva y es causada

por mutaciones en el gen de la ceruloplasmina (Cp).

La Cp es una proteina extracelular con actividad ferroxidasa esencial para la salida del hierro de
las células y para que la Tf lo pueda transportar a los érganos donde es necesario (Yang y cols.,
1990). La presencia de mutaciones en el gen de la Cp provoca la pérdida de funcién o la
desaparicion de la Cp. En su ausencia, el hierro no solo no puede ser transportado por la Tf, si
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no que no puede salir de las células del SRE y queda retenido en ellas (Ragan y cols., 1969).
Ademas, el Fe?* presente en el plasma no unido a Tf, se deposita en los tejidos preferentemente
en el higado, el pancreas y el cerebro (Gitlin, 1998).

Las lesiones neuroldgicas son producidas por el depdsito de hierro preferentemente en los
astrocitos. La Cp no puede atravesar la barrera hematoencefalica, pero normalmente es
sintetizada por estas células. En la aceruloplasminemia, los astrocitos no sintetizan Cp y se
produce la retencién de hierro en esas células (kiomp y cols., 1996).

3.2.1.7 ATRANSFERRINEMIA HEREDITARIA

Se trata de otro raro defecto genético en el que no se expresa la transferrina debido a
mutaciones en su gen.

Aunque existen muy pocos estudios de esta enfermedad en humanos, se sabe que la falta de
transferrina conduce a un déficit de hierro en la médula 6sea, y por tanto, a una anemia
ferropénica severa (Goya y cols., 1972). Secundario a la anemia se produce un aumento de la
absorcidn intestinal de hierro y su depdsito en los tejidos (Beutler y cols., 2000), por ello el hierro y
la transferrina en sangre suelen ser muy bajos, sin embargo, encontramos la ferritina sérica
muy elevada. La enfermedad sigue un patréon de herencia autonémica recesiva, y los pacientes
necesitan infusiones periddicas de transferrina para poder sobrevivir (Hayashiy cols., 1993).

3.2.2 FACTORES DIETETICOS

Si bien la ingesta observada de hierro a través de la dieta no implicaria por si sola un riesgo de
sobrecarga en hierro en nuestra poblaciéon, la contribucion de factores genéticos que aumentan
la absorcion del hierro, junto con el consumo de suplementos que incluyen hierro en su
composicidn, podria contribuir a un aumento del estado de hierro especialmente en aquellos
individuos con un mayor de sufrir un exceso del metal.

Tedricamente existe un nivel de ingesta de hierro asociado con unos adecuados pero no
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excesivos depédsitos de hierro en el organismo. Esta cantidad debe ser suficiente para proteger
al organismo de la deplecion de hierro pero no debe excederse para evitar el dafio producido
por el exceso de hierro. Establecer un rango de ingesta Optimo de hierro requiere la
consideracion de muchas variables como las necesidades fisioldgicas y los factores dietéticos
que activan o inhiben su absorcidn (swanson, 2003).

La forma correcta de prevenir o solucionar el déficit de hierro es por medio de una dieta
adecuada que contenga hierro en cantidad y calidad apropiada para cubrir los requerimientos de
la persona de acuerdo a los requerimientos fisiolégicos. De no ser esto posible, la fortificacion
de alimentos y/o la suplementacién farmacoldgica han resultado ser estrategias efectivas para
solucionar la deficiencia nutricional en este elemento (salgueiro y cols., 2006).

Sin embargo, en el caso de la suplementacion farmacoldgica deben extremarse las
precauciones, puesto que si bien el hierro es un elemento esencial que participa en multiples
procesos fisioldgicos del organismo, cuando se encuentra en la célula de forma idnica y en
elevada concentracion es tdxico, ya que en medio acuoso y en presencia de oxigeno puede
producir radicales libres de elevada reactividad como veremos mas adelante en el apartado
3.4.1.

3.2.2.1 INGESTA DE HIERRO EN LA POBLACION

En un estudio realizado en la poblacién de Reus (Catalufia) en el que se estudié la evolucién de
la ingesta de energia y nutrientes desde el afio 1983 al afio 1993 en poblacién adulta de 18 a
65 afios (Arija y cols., 1996) se observd una disminucidn en la ingesta media de hierro, siendo de
11,8 mg/dia en el afio 1983 (13,3 en hombres y 10,3 en mujeres) a 10,1 mg en el afio 1993
(11,3 mg en hombres y 8,8 mg en mujeres) (Datos no publicados).

Segun la segunda encuesta nutricional de Catalufia (Generalitat de Catalunya, ENCAT 1992) realizado
dentro del programa de Alimentacién y Salud de la Generalitat de Cataluiia, en el que se evalla
el estado nutricional de la poblacién catalana en el afio 1992-1993 en una muestra
representativa de 10 a 80 afios, la ingesta media de hierro fue de 13,4 mg/dia. La tercera
encuesta de Catalufia realizada en el 2002-2003, reflejé6 una media de 12,2 mg/dia (Generalitat de
Catalunya, ENCAT 2003). Por lo que aunque la ingesta ha tendido a disminuir, este consumo continta
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siendo superior a la ingesta recomendada en el grupo de los hombres y de mujeres mayores de
40 afos (ver tabla 5), hecho a tener en cuenta ya que precisamente son éstos los grupos en los
que el estado de hierro es mayor y por ello también, mayor es el riesgo de la acumulacién del
metal (Sullivan, 1981).

Existe una gran controversia en cuanto a la relacion del efecto del hierro dietético (no
suplementado) sobre el riesgo del exceso de hierro. Hallberg y cols. (1997) han sugerido a lo
largo del tiempo que el hierro dietético no supondria ningln riesgo de provocar sobrecarga
debido a que la absorcidon del hierro estad fuertemente regulada por un mecanismo de
retroalimentacion o regulacidon feedback (Gleerup y cols., 1995; Hulten y cols 1995). Sin embargo, en el
2002 se publica por primera vez un estudio en el que se observa una relacidn significativa entre
la dieta y el riesgo de aumento de los depdsitos de hierro (Fleming y cols., 2002) después de un
riguroso control de los factores confusores. Dicho estudio realizado en poblacidén anciana,
concluye que la ingesta de hierro hemo y de fruta (que contiene altas dosis de vitamina C)
promueve la elevacion de los depédsitos de hierro, mientras que los fitatos los disminuyen. En
otro estudio realizado también sobre poblacién anciana (Miiman y cols., 2004) se observd una
correlacion positiva de la ferritina sérica con la ingesta de hierro dietético, de carne y de alcohol
y negativa con el consumo de té. Estos estudios parecen indicar que el mecanismo de
regulacién feedback de la absorcion dietética del hierro podria no proteger a los ancianos de su
acumulacion.

También se ha observado un aumento significativo de mortalidad general en aquellos individuos
con niveles de hierro circulante elevados (STf) que consumen mas de 18 mg de hierro dietético
al dia o cantidades altas de carnes rojas (Mainous y cols., 2004). Cade y cols. (2005) también
observan una asociacion positiva entre ingesta de hierro hemo y niveles de ferritina sérica en
las mujeres, esta asociacion fue alin mayor en las mujeres menopausicas con alteraciones en el
gen HFE. Con el consumo de alcohol también observé una asociacién positiva con la ferritina
sérica. El efecto del hierro hemo y el alcohol sobre el aumento de los depdsitos de hierro ya se
habia descrito en estudio anteriores (Legget y cols., 1990; Rossi y cols, 2001). A diferencia del hierro
hemo, el efecto del hierro no hemo en el aumento de los niveles de hierro en individuos con
alteraciones en el gen HFE parece ser pequeiio.

Un claro caso de enfermedad de sobrecarga de hierro causado por su ingesta oral es la Ilamada
“Siderosis de los bantlies” que se observa en Africa Subsahariana. Estd provocada por una
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ingesta excesiva de hierro oral debido al consumo regular de la cerveza casera que fermentan
en recipientes de hierro. Esta siderosis cursa con cirrosis hepatica (isaacson y cols., 1961) y diabetes
(Seftel y cols., 1961). Sin embargo, estos efectos adversos podrian confundirse con la ingesta
crénica de alcohol (Tsukamoto v cols., 1995) y posiblemente por algin desorden genético distinto a la
Hemocromatosis ligada a HFE que afecte a los individuos bantles (Gordeuk y cols., 1992; McNamara y
cols., 1998). Aunque existen contradicciones a la hora de saber como estos individuos desarrollan
sobrecarga de hierro, esta claro que el agente causal de la cirrosis y la diabetes en la siderosis
de los bantues es el hierro.

El consumo de alcohol se ha asociado de forma insistente al aumento de los niveles de hierro.
Es bien sabido que su consumo de forma abusiva deriva en un aumento de la acumulacién
hepatica del hierro. El mecanismo por el cual se produce este efecto no se conoce de forma
exacta, pero si se ha demostrado que los pacientes con cirrosis alcohdlica tiene aumentados los
niveles de hierro (Fletcher y cols., 2003). En un estudio realizado sobre individuos alcohol
dependientes se observd que el consumo crénico duplicaba los niveles de hierro respecto a los
no consumidores (buane y cols, 1992) Incluso se ha visto un aumento de la expresién de los
receptores de transferrina en los individuos con alcoholismo crénico (suzukiy cols, 2002). No soélo el
aumento del estado en hierro se ha observado con el consumo abusivo de alcohol. En un
estudio transversal realizado en Australia observaron que el consumo de alcohol moderado
(incluso bajo) provocaba un aumento de los niveles del hierro sérico y ferritina sérica (whitfield y
cols., 2001) este aumento se observé de forma mas acusada con la ingesta de cerveza.

3.2.2.2 SUPLEMENTACION CON HIERRO EN LA POBLACION.

Las desordenadas pautas alimentarias provocadas por el frenético ritmo de vida en las
sociedades modernas rompen con frecuencia nuestro equilibrio nutricional y ocasionan déficits
que pretendemos suplir con aportes extras de vitaminas y minerales.

Segun el informe SESPAS 2002 (Serra Majem y cols., 2002) el 16% de la poblacidn Espafiola consume
habitualmente complejos vitaminicos y minerales. Existe en el mercado una alta variedad de
complejos multivitaminicos EFP (Especialidad Farmacéutica Publicitaria) que se pueden adquirir
sin necesidad de receta médica. Estos suplementos multivitaminicos y minerales incorporan, en
la mayoria de ellos, una cantidad considerable de hierro en forma de sulfato ferroso (Tabla 8),
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que en los grupos con riesgo de sufrir exceso de hierro como son los hombres, mujeres
posmenopausicas, o personas portadoras de alguna alteracion genética podria ser perjudicial.

Existen pocos estudios que valoren el riesgo sobre la salud de una dieta rica en hierro o la toma
de suplementos de hierro en individuos cuyo estado en hierro sea adecuado.

Los efectos secundarios de las preparaciones orales de hierro a dosis terapéuticas de 50-220 mg
hierro/dia incluyen efectos gastrointestinales como vomitos, diarrea, estrefiimiento y malestar
gastrico (Brock y cols., 1985; Coplin y cols., 1991). Estos efectos son debidos a la irritacion de la
mucosa, a la alteracion de la motilidad gastrointestinal y/o a la rapida transferencia del hierro a
la circulacion (Engle y cols., 1987; Cook y cols., 1990). Se han publicado casos de pacientes que han
desarrollado hemocromatosis secundarias y han muerto por cirrosis, diabetes o fallo cardiaco
después de ingerir dosis de 160-1200 mg de hierro al dia durante un largo periodo de tiempo
(Green y cols., 1989). Una dosis toxica de hierro llega a producir la muerte aproximadamente en el
45% de los casos graves de intoxicacidén accidental que no son tratados a tiempo. Una dosis oral
de 60 mg/kg de hierro puede ser letal.

Mientras que los pacientes con hemocromatosis deben evitar la toma de cualquier suplemento
que contenga hierro en su composicidn (Barton y cols., 1998), esta suplementacién en personas
sanas esta muy discutida.

Fleming y cols. (2002) observaron en el estudio Framingham (Framingham Heart Study cohort)
que los individuos de edad entre 68-93 que tomaron = 30 mg de suplementos de hierro al dia,
tuvieron los depdsitos de hierro (FS) significativamente mayores que aquellos que no los
tomaron. En otro estudio longitudinal se obtuvieron similares resultados con dosis menores ( =
18 mg) también en poblacién de la misma edad (60-93 afos) (Garry y cols., 2000). También en el
estudio de las enfermeras (Nurse ‘s Health Study) se observd unos niveles mayores de forma
significativa en la ferritina sérica de las mujeres posmenopdausicas que se suplementaron con
dosis de hierro diarias de = 21 mg (Liu y cols., 2003). En un articulo publicado sobre poblacién del
estudio NHANES (Nacional Health and Nutrition Examination Survey) ademas de observar un
aumento de los depédsitos en los hombres mayores de 30 afios y en las mujeres
posmenopausicas que se suplementaron con = 32mg/dia, en los hombres jovenes de 19 a 31
afnos observan un aumento del hierro circulante medido con la saturacién de la transferrina
(STf) en aquellos que se suplementaron con la misma dosis de > 32mg/dia respecto a lo que no
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se suplementaron o lo hicieron con dosis menores (Blanck y cols., 2005).

En cuanto a la suplementacién preventiva de hierro en el embarazo, es bien sabido que con la
finalidad de evitar las carencias de hierro durante el mismo y prevenir las consecuencias
negativas para la salud materna y neonatal se realiza a nivel clinico la suplementacién
preventiva con hierro durante el embarazo. Sin embargo, no todos los estudios han observado
claramente un efecto beneficioso sobre el peso de nacimiento, ni una disminucién de las
complicaciones del embarazo. Posiblemente esta falta de evidencia pueda responder a factores
que forman parte del proceso de mantenimiento u obtencidn de un estado de hierro 6ptimo
durante la gestacién que no han sido controlados en los estudios previos.

Uno de estos factores puede ser la presencia de alteraciones genéticas que aumenten la
absorcién del hierro suplementado, ante lo cual tendriamos un grupo de mujeres con riesgo de
exceso de hierro. Por otra parte, la pauta de la suplementacion no esta bien establecida
respecto a la dosis, frecuencia y momento de inicio. A pesar que la evidencia cientifica apoya la
importancia de la suplementaciéon durante el embarazo (allen y cols., 2000) se han observado
mayores perjuicios cuando la suplementacidn se realizaba con dosis altas, en mujeres no
anémicas y en buenas cumplidoras de la prescripcidn (Beard y cols., 2000; Beaton y cols., 2000). Estas
observaciones ponen de manifiesto el posible inconveniente del exceso de hierro durante el
embarazo.

En un estudio que esta realizando nuestro grupo de investigacién con mujeres embarazadas, los
resultados preliminares muestran que si bien la suplementacién con hierro en el embarazo
puede prevenir la anemia, esta suplementacién en las embarazadas con depdsitos de hierro
normales puede no resultar inocua, ya que se observo en ellas un mayor grado de estrés
oxidativo (1,93 vs 1,14 puntos de estrés oxidativo; p<0,05) (datos no publicados).

En otro estudio pendiente de publicacion de nuestro grupo de investigacidon realizado sobre otro
grupo de mujeres embarazadas examinadas desde el estado preconcepcional, se analizé el
efecto de la suplementacién con hierro respecto a los niveles de hierro de la mujer antes de la
concepciodn, y sblo se observd efecto beneficioso sobre el peso del recién nacido en aquellas
mujeres suplementadas cuyo estado de hierro preconcepcional fue deficitario en hierro (Garcia y

cols., Sometido a revisién, Br J Nutr).
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Tabla 8.- Especialidades farmacéuticas publicitarias mas vendidas
en oficina de farmacia que incorporan hierro en su composicion.

EFP Dosis de hierro
{mg/comprimido)

Pharmaton complex 10
Multicentrum 14
Supradyn =]
Witals0 5.6
Micebrina 15
Crayamineral 34
Redoxon complex 12,5
Rochewit 50

Datos facilitados por la Farmacia Central, Tarragona.

3.2.3 OTROS FACTORES

Ademas de la dieta y la genética existen otros factores que conducen a sobrecargas de hierro
secundarias como algunas enfermedades hematoldgicas que cursan con una inefectiva
eritropoyesis como en los casos de las talasemias, anemias sideroblasticas o algunos sindromes
mielodisplasicos. En estos casos, esta eritropoyesis inefectiva estimula el aumento de la
absorcidn de hierro conduciendo a la sobrecarga de hierro clinica debido a la correlacidn directa
entre el nivel de eritropoyesis y la absorcion del hierro (Pootrakul y cols., 1988).

Otro caso de sobrecarga de hierro secundaria es el que se produce en algunas enfermedades
hepaticas crdénicas, como en la cirrosis debida a alcoholismo, en la hepatitis viral cronica o en la
esteatohepatitis no alcohdlica. El mecanismo por el cual el hierro se acumula en el higado en
estas condiciones no se conoce con exactitud, pero parece ser que la heterocigosis para la
mutacion C282Y podria jugar algun papel (Tung y cols., 2003). En la cirrosis, hay una disminucion
de la sintesis de transferrina y un aumento en plasma de los niveles de hierro no unido a
transferrina (NTBI) lo que podria conducir a la sobrecarga hepatica de hierro y toxicidad.

La hemocromatosis neonatal, se trata de una rara y fatal tipo de sobrecarga de hierro en la que
existe una siderosis hepatica ya desde el interior del Utero o inmediatamente en el periodo
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neonatal. Es conocido como hemocromatosis neonatal o perinatal y su etiologia es desconocida.
Aunque se cree que tiene un fuerte componente genético (Kelly y cols., 2001; Murray y Kowdley, 2001),
no se ha visto que tenga relacion con otros tipos de hemocromatosis conocidas hasta el
momento (Silver y cols., 1987; Flynn y cols., 2003).

También en los casos de terapias con transfusiones repetidas se observa una sobrecarga de
hierro que inicialmente se acumula en los macréfagos del sistema reticulo endotelial y mas
tarde se deposita en las células parenquimatosas del higado, corazdn, pancreas y tejidos
endocrinos de la misma forma que en la HH tipo 1 (Siah y cols., 2006).

El virus de la Hepatitis C, también puede producir sobrecarga de hierro ya que el dafio en los
hepatocitos hace que se libere el hierro acumulado en éstos (Farinati y cols, 1995).

Por ultimo, en 1997, se describié la coexistencia del sindrome dismetabdlico con sobrecarga
férrica (Moirand y cols., 1997). Este sindrome es un proceso adquirido que aparece en personas
mayores y que se caracteriza por la presencia de diversos trastornos de tipo metabdlico
(diabetes, hipercolesterolemia, hipertension y obesidad). En un estudio realizado en Barcelona
en el 2003 en el que se estudid 150 individuos con sobrecarga férrica, se diagnosticé el
sindrome dismetabdlico con sobrecarga férrica en el 15% de los pacientes (Altés y cols., 2003).
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3.3 PREVALENCIA Y PENETRANCIA DE LAS MUTACIONES EN EL
GEN HFE EN LA POBLACION

PREVALENCIA

Hemos realizado una revisidn de los estudios publicados sobre la prevalencia de mutaciones en
el gen HFE en poblacion adulta europea (Tabla 9) y hemos encontrado muy pocos realizados en
poblacién general.

En cuanto a la alteracién C282Y en su forma homocigota no supera al 1,5%, mientras que en su
forma heterocigota se puede encontrar hasta el 28,4% de la poblacién en algunos paises,
observandose las mayores prevalencias en el norte europeo. Este aumento de la alteracion
C282Y en el norte europeo podria tener su explicacién, ya que en un estudio de la prevalencia
de esta mutacion realizado en 42 poblaciones de distintos paises, ha determinado que el alelo
C282Y tiene su origen en las poblaciones de origen céltico y ndrdico (Lucotte y cols, 2003). Este
defecto genético, que no causd ningun obstaculo serio a la reproduccion y pudo incluso haber
conferido algunas ventajas, como son la resistencia a la deficiencia dietética del hierro y a
ciertas enfermedades infecciosas, fue extendido a través de la migracién de dicha poblacién. En
la actualidad, la mutacion C282Y de forma homocigota se encuentra en aproximadamente 5 de
cada 1000 personas en los descendientes del norte de Europa aunque parece no afectar de
forma importante a nuestra zona geografica.

En cuanto a la alteracién H63D como podemos observar en la tabla 9, en Europa presenta una
prevalencia mayor que la anterior, ya que se puede encontrar hasta el 7,8 % en su forma
homocigota y hasta casi el 40% en su forma heterocigota. Para esta mutacion la mayor
prevalencia se ha observado en el sur europeo y concretamente Espafia, es uno de los paises
que con mayor frecuencia se encuentra esta mutaciéon. En cuanto al compuesto C282Y/H63D, su
prevalencia no supera el 4% de la poblacién, segun los estudios observados en Europa.

En un estudio realizado en EUA y Canada sobre individuos de diferentes razas, se observo la
mayor prevalencia de la alteracién C282Y en los individuos de raza blanca y la menor en los de
raza asiatica. En cuanto la alteracién H63D, la mayor prevalencia se encontré en individuos de
raza blanca, nativos americanos e hispanos (Adams y cols., 2005).
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Respecto a la tercera alteracion (S65C) existen muy pocos estudios que muestren su
prevalencia, pero parece ser que es poco frecuente (Tabla 9). En Espana, en un valioso estudio
realizado en neonatos se observd que la frecuencia alélica de la mutacién C282Y fue del 3%, de
la mutacion H63D el 22 %, y de la S65C del 1% (Altés y cols., 2004)

A pesar del interés de conocer a nivel poblacional su prevalencia, no existen estudios de

prevalencia de las mutaciones C282Y, H63D y S65C en la poblacién adulta mediterranea del
noreste espafiol realizados en poblacidon general elegida al azar.

Tabla 9 (a).- Frecuencia de las alteraciones del gen HFE en el norte de Europa

Paobl. C2B2Y HE3D S65C C2B2Y HE3ID SEGE5C C2B2Y C2ZB2Y HE3ZD
Poblacién de estudio n General Jcagzy /HE3D /S65C X X X /HE3ID | [SG5C /SESC

. . . s s . . . .
Morte de Europa
Dinarmarca [Merryw eather- 219 Si 1,4 [u} L 13,7 12,3 b [u} L L
Clarke v cols., 1999
Dinamarca [Islas Faroe) 200 Mo u] 1,5 u] 14 29,9 2 z u] u]
(Milrman v cals, 2005)
Escocia 493 Mo 1 2 e 16,2 23,3 e 3 e e
(Campbell v cals, 2003
Francia (Bretafia) 254 Ma 08 24 e 13,8 25,6 e -1 * *
(Jezequel y colz., 1995
IHanda (Fyan vy colz, 1995 109 Ma a 3T e 28,4 24,8 e 3T * *
Irlanda del Morte 404 Ma 1,z 15 e 14,2 22,8 * 25 u u
(Murphy v cols., 1995)
Moruega [Oslo) 505 Mo 04 1.4 e 12,7 13 * 22 e e
[Distante v cals., 1999)
Reino Unido (Gales) 10556 Mo 07 2.4 L 12,7 23,6 b 2.4 L L
(Jackzon v cals, 2001)
Dinamarca (Copenhaguel 2174 i 0,25 LT * 2z 20,5 e 1.4 * *
(Andersen y cals,, 2004)
Francia (Bretafia) 139 Si [u} X L 3LE 23,7 b 22 L L
(Jouanalle v cals, 1997)
Francia (Bretafia) 1000 Ma 05 e e iz * * * * *
(Jouanalle v cols., 1995)
Francia (Bretafia) 410 - 05 oy * 12,2 24,4 * 22 * *
(Mura y cols., 1995)
Islandia [Marroweather- 731 Si 0.4 0.4 L 8,5 19,5 b 1,7 L L
Clarke ycols 1999)
Suecia [Estocalmo) 250 Mo 0,4 2,8 u] 10,4 16 2,4 08 0,4 0,4
[Holmstriin y cols, 200Z)

*No Determinado, - No Especificado. Estudios con mas de 100 individuos
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Tabla 9 (b).- Frecuencia de las alteraciones del gen HFE en el centro y sur de Europa

Pob. C282Y HE3D S65C C282Y | HE3D | S65C | C282Y | c282Y HE3D
Poblacion de estudio n General fC2B2Y fHE3D fSE5C X Fx X FHEID FSE5C SE5C
U U U % L U % U %

Centro de Europa
Alemnania 153 Mo ] 2 * 3,3 19 * 2 * *
[Gottschalk ¢ cals, 1998)
LTEEY 296 Mo ] 1,4 * Tl 22,7 * 1,8 * *
(Koppel v cals, 2004)
Sur de Europa
Espafia (Barczlona) 420 Mo 0z 41 e 45 33,8 e 1,4 e e
(Sanchez v cols, 1992)
Espafia (Barcelona) 5370 Mo 01 4,6 s 46 31 e 1,4 s e
(Sanchez y cols, 2003)
Espafia (Cantabria) 213 Mo 0 s a e e b s s e
(Fibrega v cals, 1999
Espafia (Donost) 213 Ma a T8 a 59 38,8 4,3 A a a
(Cre Juan y cols, 20010
Espafia [Islaz Baleares)
Mallorca 19z Mo 0 L& * 4,7 34,9 * 1 * *
LLIFE 169 Mo o 4.7 * &5 | 3n4 | * L8 * *
Menorca
Mallorea i 167 Mo 0 3.6 * 1,2 7.5 * o * *
[Guin y cols., 200Z) 137 Mo 0 51 * 0 431 * o . &
Eszpafia (Madrid) 125 Mo 0 1.& s 4 28,8 b s s e
[Alarez v cals, 2001)
Ezpafia (Madrid) 1000 Mo u} 3z * 1 6.4 * oz * *
(Ropero v cols, Z008&)
Espafia (Mallorca) 210 Mo 0 s s 28 e b s s e
(Guiv v cols, 2000)
Espafia (Murcia) T40 Mo u} 54 u} 1,4 43,7 4,1 - - -
[Mure v cols, 2007)
Gracia [Merryweathar-Clarke 195 Ma o] a1 L 26 20,9 b u] L L
y cols 1997)
Italia (Mddena) 2100 Mo 0 %5 e 1 21,5 e 2 e e
(Cassanelli v cals, 2001)
Italia (Apulian) 500 S 0 1 ] 3 26 1 s s e
(Pietrapertosa w cols, 2003

Marte: gi 0,8 8.2 * T 24 * 2 * *
Partugal 126
(Cardosa v cols., 2001) Surs Si 0 & * 0 19,8 b 1.7 * *

116

*No Determinado, - No Especificado, ® El estudo se realizé en Judios (Chuetas). Estudios con mas de 100 individuos
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PENETRANCIA

La transferencia duodenal de hierro al plasma es inapropiadamente alta para el organismo en
los pacientes con HH, de forma que su absorcidn intestinal excede a su excrecion.

La primera manifestacion bioquimica en todas las formas de HH es la elevacién de la STf, lo que
refleja una incontrolada afluencia de hierro a la circulacién sanguinea proveniente de los
enterocitos y los macréfagos.

El aumento de la absorcidon de hierro dietético por los enterocitos duodenales juega un papel
esencial en el aumento del hierro corporal total, pero también los macréfagos son una buena
fuente del hierro que se encuentra en plasma (Bothwell, 1995). En la HH parece ser que los
enterocitos y macrofagos exportan mas hierro de lo normal a la circulaciéon, de forma que
aumenta la cantidad de hierro en plasma pero disminuye en su interior celular (Pietrangelo, 2004).

La expresion clinica de la HH clasica es muy variable entre pacientes ya que los depdsitos de
hierro pueden variar hasta en 10 veces debido al tipo de alteracion genética, a factores
medioambientales como la dieta, y a personales como las pérdidas de hierro a través de
hemorragias o donaciones de sangre. Mientras que muchos estudios han observado que la
mayoria de los individuos homocigotos para C282Y desarrollan sobrecarga de hierro reflejado
por un aumento de los niveles de STf y FS, un 20-30% de los individuos homocigotos podrian

no desarrollarla (Olynyk y cols., 1999; McCune y cols., 2002; Waalen y cols., 2002).

En un estudio realizado en Australia, se observd que el 94% de los individuos que fueron
homocigotos para C282Y tenian niveles de STf >45% y se detectd fibrosis o cirrosis hepaticas
en mas del 25% (Olynyk y cols., 1999). En estudios realizados en Estados Unidos y Noruega esta

afectacidén hepatica se observd tan solo en el 1-5% de los individuos homocigotos (Asberg vy cols.,
2001; Beutler y cols., 2002; Waalen y cols., 2002).

Rossi y cols. (2001) observaron un aumento del hierro sérico y de la STf en las mujeres con el
compuesto heterocigoto C282Y/H63D respecto al salvaje, y en los hombres ademas del
compuesto C282Y/H63D, se observd con el heterocigoto para C282Y. En cuanto a los depdsitos
medidos con la ferritina sérica, no se observaron diferencias respecto a los diferentes genotipos
ni en hombres ni en mujeres.
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En un estudio realizado sobre poblacién descendiente anglo-celta se observé que solo 1 de cada
700 individuos con sobrecarga de hierro clinica no presentd ningun tipo de mutacion en el gen
HFE (Olynyk y cols., 1999). Sin embargo, en un estudio realizado en Italia se demostré que las
mutaciones en el gen HFE solo se observaron en la tercera parte de su poblaciéon con sobrecarga

de hierro (pPiperno y cols., 1998).
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3.4 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DEL EXCESO DE HIERRO

3.4.1 EL HIERRO Y LA TEORIA OXIDATIVA

El estrés oxidativo es un estado de desequilibrio del sistema prooxidante-antioxidante del
organismo. En un estado de equilibrio oxidativo, el sistema antioxidante del organismo es capaz
de eliminar las especies reactivas de oxigeno (ERO) que produce el individuo. Sin embargo, en
una situacion de estrés oxidativo, este sistema antioxidante es incapaz de eliminar las ERO
totalmente y es cuando se produce el dafio oxidativo. Esta situacion se puede producir o bien
por un aumento de la agresion por parte de las ERO o por una disminucion de los antioxidantes
que se encargan de neutralizarlas (Mallol J y cols., 2004).

Varios autores han propuesto la hipotesis de que cumulos de hierro inferiores a la sobrecarga
severa que se observan en la HH, es decir una sobrecarga moderada o leve de hierro, pudieran
estar relacionados con la aparicidon de ciertas enfermedades crénicas, muy graves y frecuentes
en nuestra poblacion, como enfermedad cardiovascular o cancer (Sullivan, 1981; Salonen y cols., 1992;
Morrison y cols., 1994; Araujo y cols., 1995; Weinberg, 1996; Tuomainen y cols., 1998; De Valk y Marx, 1999; Day y cols.,
2003; Huang, 2003; Yuan y Li, 2003; Kallianpur y cols., 2004). Estos autores indican que el exceso de hierro
puede provocar, incluso cuando es moderado, un aumento del estrés oxidativo y mediante este

mecanismo actuaria como un factor de riesgo promotor de estas enfermedades.

La hipotesis de la teoria oxidativa del hierro estd basada en que el hierro es un mineral pro-
oxidante y a través del estrés oxidativo podria aumentar la lipoperoxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad que promoverian la aterogénesis o el dafio miocardico después de un
acontecimiento isquémico mediante el aumento de las ERO. Del mismo modo, dichas ERO
podrian oxidar proteinas y acidos nucleicos pudiendo conducir a mutaciones derivando en

procesos cancerosos (Weinberg, 1996; McCord, 1998; Huang, 2003; Kallianpur y cols., 2004; Papanikolaou vy
Pantopoulos, 2005)

El hierro contiene electrones desapareados y puede ser considerado como un radical (Halliwell y
Gutteridge, 1990). En condiciones aerdbicas, el hierro ferroso (Fe?*) se oxida conduciendo, a través
de la pérdida de un electron que es recibido por el oxigeno, a la formacién del radical anién
superoxido (0,°*7). La generacion de O,* da origen a perdxido de hidrogeno (H,0,), que a su
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vez puede reaccionar con el Fe?* a través de la reaccidn de Fenton (wardman y Candeias, 1996),
produciendo el radical hidroxilo (*OH) que es el agente oxidante mas potente y reactivo de
todos los que se conocen (pr¢, 1991). De esta forma el hierro resulta un catalizador de la
produccidn de intermediarios de la reducciéon parcial del oxigeno de alta reactividad:

Fe 2+ + 0,  =——p Fe 3+ + 0,°-
20, + 2H*+ ———> H,0, + O,

Fe2r + H,0, —> °‘OH + Fe3 + OH-

(Reaccién de Fenton)

El factor limitante de la reaccidén lo marcaria la disponibilidad de iones ferrosos, pero debido al
reciclaje del hierro gracias a un agente reductor que transforma el hierro férrico a ferroso, es
posible el mantenimiento de la reaccion de Fenton. Un posible agente reductor es el anién

superdéxido:

R o T ——— Fe 2+ + O,

De esta forma, en presencia de hierro, la reaccidon del superdxido con el perdoxido de hidrogeno
generarad los peligrosos radicales hidroxilo que a su vez iniciaran la oxidaciéon de sustratos

organicos:

Fe 3+ Fe 2+
O, "+ H0, ==y 0, +°OH + OH-

(Reaccion de Haber-Weiss)

El hierro no solo es capaz de catalizar la generacién de radicales hidroxilo, también interviene
en la peroxidacion lipidica aumentando la velocidad de oxidacion de lipidos a través de la
conversion de los hidroperdxidos lipidicos (ROOH) en radicales alcoxilos (RO®) y peroxilos

(ROO*®):
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ROOH + Fe ¥ =y RO* + OH- + Fe 3+

ROOH + Fe 3+ =====—=—=F ROO* + H* + Fe 2+

También se ha sugerido que el hierro hemo (tanto libre como formando parte de
hemoproteinas) podria catalizar la formacion de ERO principalmente a través de la via de
formacion de intermediarios de oxoferril (Ryter y Tyrrell, 2000):

Hemo - Fe 2+ - O, + H,0, e HEMO - F@ 4+ - *OH + OH -

Hemo - Fe + - *OH, + ROOH ——j Hemo - Fe 3+ + ROO* + H,0,

Finalmente, el hierro ferroso (Fe?*) también puede contribuir, como reactante mas que como
catalizador, a la formacibn de ERO mediante la interaccion directa con el oxigeno via
intermediarios del hierro ferril (Fe?* - O) o perferril (Fe?* - 0,):

Fe 2+ + H,0, » Fe2+ -0 + H,0

Fe 2+ 4+ O, =——p [Fe 2+ -0, ———p F@3*- 0] = Fe 3+ + 0O,

En resumen, las ERO son especies altamente reactivas y pueden promover la oxidacion de

proteinas, la peroxidacion de los lipidos de membrana y la modificacion de los acidos nucleicos
(Papanikolaou y Pantopoulos, 2005).

Ademas del aumento de hierro en el organismo que puede ocasionar los factores genéticos o
dietéticos, existen una serie de mecanismos que precipitaran la liberacion del hierro por parte
de la ferritina, como son la presencia de sustancias como el superdéxido (Thomas y cols., 1985), la
disminucién de la actividad ferroxidasa de la cadena H cuando se produce un descenso del
medio aerdbico (Ellervik y cols., 2001) y las concentraciones bajas de antioxidantes. La disminucién
de antioxidantes aumenta el potencial reductor y la anaerobiosis, lo que facilita la reduccion del
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hierro a forma ferrosa y su liberacidon por la ferritina (Sakaida y cols., 1990; Reif, 1992). El hierro
liberado participa a su vez, en la formacidn de radicales libres a través de las reacciones que
hemos visto anteriormente.

Por lo tanto, la ferritina puede actuar por una parte como mecanismo protector frente a los
procesos oxidativos (Juckett y cols., 1995) ya que el estrés oxidativo induce la sintesis de ferritina de
forma directa o indirecta para que a través de su estructura “secuestre” el hierro oxidado
evitando de esta forma su toxicidad; pero por otra parte la ferritina es una potencial fuente de
hierro inductora de estos procesos oxidativos que causan dafio celular a través de la liberacién
del hierro de su estructura (reif, 1992).

3.4.2 PATOLOGIAS ASOCIADAS A SOBRECARGA DE HIERRO

3.4.2.1 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Desde el estudio llevado a cabo por Sullivan (sullivan, 1981) en el que se propuso la hipdtesis de la
relacion entre los depdsitos de hierro y la arterosclerosis, muchos investigadores han estudiado

el papel del hierro en la Enfermedad Cardiovascular (ECV) (Ascherio, 1994; Morrison, 1994; Sempos,
1994; Kiechl, 1997).

Sin embargo, a lo largo de la literatura existen resultados contradictorios, una de las razones
podria ser la gran controversia a la hora de determinar el mejor parametro para diagnosticar el
exceso de hierro, ya que existen autores que creen que es mejor la saturacidon de transferrina
(Mc Cullen y cols., 2002; Wells y cols., 2004), otros apuestan por la ferritina sérica(salonen y cols., 1992;
Araujo y cols, 1995), y otros por determinar el hierro no unido a transferrina (NTBI) (Gackowski y cols.,
2001). Otra de las razones de la discrepancia en los resultados podria ser el hecho de no tener en
cuenta el papel de la oxidacién de la LDL que podria ser un cofactor necesario a la hora de
inducir la aterogénesis por el hierro.

El nivel de lipoproteinas de baja densidad (LDL) por encima de 100 mg/dl se ha relacionado con

el desarrollo de enfermedad cardiovascular (NCEP, 2002). Sin embargo, la reducciéon en la
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mortalidad al tratar este aumento de LDL no fue tan importante como en un principio se creyd
(Pignone y cols, 2000). Por lo que a través de diferentes estudios los investigadores concluyeron que
la medida de LDL total no correlacionaba tan bien con la ECV como la determinacion de la LDL
oxidada.

Existen evidencias que la LDL oxidada es un culpable importante en la progresion de la ECV
(1uliano, 2001). De hecho, varios estudios han encontrado niveles altos de LDL oxidada tanto en el

suero como en las placas aterosclerdticas de individuos con ECV extendida (Ehara, 2001; Tsimikas,
2001).

El hierro juega un papel muy importante en la formacién de las células espumosas mediante la
oxidacion de las LDL y su aumento podria contribuir a la patogénesis de la arterosclerosis (krami
PJ, 2005). Esta relacién ya la describié Wells y cols. (2004) en el estudio de mortalidad NANHES 1II
donde observaron que los individuos que tenian los niveles de LDL altos junto con niveles
elevados de STf tuvieron un aumento significativo de muerte por enfermedad cardiovascular y
mortalidad general respecto de aquellos que tuvieron solo uno de los dos parametros alterados,
y concluyen que, el elevado LDL combinado con un elevado STf es fuertemente predictivo de
mortalidad Cardiovascular en un intervalo de 12 afos.

En un estudio anterior realizado en conejos (Araujo y cols, 1995), ya habian observado el mismo
efecto ya que demostraron que la sobrecarga de hierro medida con la FS aumentd la formacion
de lesiones ateromatosas en los conejos hipercolesterolémicos. En otro estudio in vitro se
observd que al afiadir LDL a las células de cultivo, se produjo un aumento de los niveles de
hierro libre intracelular, lo que indicaba una relaciéon directa entre LDL y el metabolismo del
hierro (van Lenten y cols, 1995). Mas recientemente Gackowski y cols. (2001) observaron unos altos
niveles de hierro libre en los linfocitos de los pacientes con arteriosclerosis respecto a los
individuos control, lo que refuerza la hipotesis de la relacion del hierro con la placa
aterosclerodtica a través de la hipotesis de la teoria oxidativa.

Como hemos comentado anteriormente, existe una gran controversia a la hora de determinar
cual es el pardmetro mas indicado para el diagndstico de la sobrecarga de hierro como factor de
riesgo cardiovascular. Segun Moirand y cols. (1997) son necesarios tanto la STf como la FS para
detectar todos los tipos de sobrecarga de hierro, ya que existen casos de exceso de hierro en
los que tan solo un parametro se encuentra alterado, manteniendo al otro en los niveles
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normales.

En el estudio de Kuopio (Salonen y cols., 1992), observaron que unos niveles moderadamente altos
de ferritina sérica en hombres (=200 ug/l) se asociaban a un aumento del riesgo de infarto de
miocardio 2.2 veces mayor que aquellos que tuvieron los niveles normales. Esta asociacién fue
mas fuerte en los hombres con LDL-colesterol = 5 mmol/l. Esta relaciéon también la encontramos
en un estudio realizado por Wolf y cols. (2004), donde observan un aumento de la prevalencia de
placa de ateroma a medida que aumenta la ferritina sérica en los hombres. En las mujeres esta
relacion se observaba a partir de la menopausia, lo que apoya la hipotesis de que los bajos
depodsitos de hierro en las mujeres debido a pérdidas menstruales y a factores hormonales,
seria un factor protector de la aterogénesis en ellas (sullivan, 1981). Esta hipodtesis se refuerza en
el estudio de Brunek (kiechl, 1997) donde se vid que las mujeres con mayor acumulacion de hierro
por la menopausia, tuvieron la mayor incidencia de arterosclerosis carotidea. Hallazgos similares
se observaron en un estudio reciente, donde los niveles altos de ferritina sérica se han asociado
con un aumento del riesgo de embolia isquémica en las mujeres posmenopausicas (van der y cols.,

2005).

En una reciente publicacion, se ha observado una disminucion del riesgo cardiovascular en los
individuos donantes de sangre habituales (zheng y cols., 2005) respecto a los no donantes. En los
individuos donantes se observaron unos depdsitos de hierro mas bajos, asi como un menor
estrés oxidativo y una mejor funcién vascular. También en una cohorte de hombres mayores de
50 afos a los que se les realizd flebotomias para disminuir los depdsitos de hierro (medidos con

la FS) se observd una disminucién significativa de la susceptibilidad de oxidacién de las LDL
(Salonen y cols., 1995).

En cuanto a la dieta, Lee y cols. (2005) han observado en un reciente estudio una estrecha
relacion entre la ingesta de hierro hemo con la mortalidad por enfermedad cardiovascular,
proponiendo al hierro hemo como un posible factor prooxidante.

3.4.2.2 CANCER

A diferencia de otros metales, el hierro no tiene propiedades carcinogénicas per se, sin
embargo, la sobrecarga de hierro esta claramente asociada con un alto riesgo de carcinogénesis
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(Huang, 2003). Es bien sabido que una de las complicaciones mas comunes de la hemocromatosis
hereditaria es el desarrollo de carcinoma hepatico (Deugnier y Turlin, 2001) afectando
aproximadamente al 30% de los pacientes con acumulacidon de hierro patoldgica en los tejidos
parenquimatosos. También se ha asociado a la HH otras formas de cancer como el esofagico, de
piel y a la leucemia aguda mieloide. Ademas, en un estudio realizado sobre mujeres con cancer

de mama, se observo un aumento de la frecuencia del alelo C282Y del gen de la HH (kallianpur y
cols., 2004).

Ademas de la relacion del cancer con los pacientes con HH, el aumento de los niveles de hierro
se ha asociado diversos canceres como cancer colorrectal, hepatico, de rifidn, de estdmago vy
pulmodn (Huang y cols, 2003). En un importante estudio realizado sobre mujeres menopausicas se
observd una estrecha relacién entre ingesta de hierro hemo y mayor riesgo de cancer de

pulmoén (Lee y Jacobs, 2005¢) y de cancer del tracto digestivo superior (Lee y cols., 2005b).

El efecto del estado del hierro sobre la incidencia de cancer no siempre se ha observado
claramente en todos los grupos de poblacion, por ejemplo en el estudio de intervencion
SUVIMAX realizado en Francia no se observd ninguna relacién entre el estado del hierro y riesgo
de cancer en hombres, pero si en las mujeres con ferritina sérica > 160 pg/I| (Hercberg y cols., 2005).

El mecanismo a través del cual el hierro induce la transformacion neopldsica esta poco
estudiada pero existen varias teorias, una de ellas propone que el hierro al interrumpir el
balance redox celular y generar estrés oxidativo, podria modular la sefial relacionada con la
transformacion neoplasica (Benhar y cols., 2002). Ademas de la produccion de especies reactivas de
oxigeno por parte del hierro, otros factores que relacionan al exceso de hierro con el cancer es
la reduccion de los mecanismos protectores para combatir el estrés oxidativo y la facilitacion del

crecimiento del tumor debido a que las células necesitan hierro para su crecimiento (Dayaniy cols.,
2004).

3.4.2.3 DIABETES
El aumento de los niveles de hierro también se ha asociado a Diabetes Mellitus de tipo 2 (DM2).

Varios estudios han observado un aumento de ferritina sérica en aquellos pacientes con DM2 o
con intolerancia a la glucosa (Ford y Cogswell, 1999). Incluso se ha sugerido que la concentracion de
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ferritina podria predecir el desarrollo de la DM2 (Salonen y cols., 1998; Jiang y cols., 2004). En un
principio se pensd, que al ser la FS un reactante de fase aguda, su aumento podria deberse a la
inflamacion ligada a la DM2, pero estudios posteriores han descartado que el aumento de la
ferritina sérica observada en la DM2 sea producido por la inflamacién (Ford y Cogswell, 1999; Jiang y
cols., 2004). Incluso en un estudio reciente se ha observado un aumento del hierro no unido a la
transferrina (NTBI) en pacientes con DM2 (Lee y cols., 2005).

También se ha observado un aumento de la prevalencia de la mutacién C282Y de la HH en
pacientes con DM2 caucasicos frente a controles (kwan y cols., 1998; Moczulski y cols., 2001). En Espafa,
los sujetos con DM2 tienen un aumento de la prevalencia de la mutacion H63D que se
acompana en el 45% de los casos de hiperferritinemia (Fernandez-Real y cols., 1999). Sin embargo,
en un reciente metaanalisis no se pudo demostrar asociacion significativa entre mutaciones en
el gen HFE y DM2 (Halsall y cols., 2003).

Los depdsitos de hierro se han asociado a diferentes componentes del sindrome de resistencia a
insulina o sindrome metabdlico. Existe una clara asociacion entre dismetabolismo, DM2 e
hiperferritinemia, sin embargo, a dia de hoy todavia no esta claro si el aumento de los depdsitos
de hierro tiene un papel causal en la aparicion de DM2 o si es una de las varias anormalidades
que aparecen en el desarrollo de la diabetes (Jehn y cols., 2007).

Altés y cols. (2005) barajan dos hipdtesis para explicar esta relacion. Una de ellas seria la
“hipdtesis radicalaria”, en la que una elevacién de los depodsitos férricos causaria dafio
radicalario permanente y con los afios, podria estar relacionada con la generacion de diabetes.
La segunda o “hipodtesis inflamatoria” apuntaria a una causa inflamatoria de la diabetes, y la
elevacion de ferritina seria meramente consecuencia del proceso inflamatorio. Aunque existen
datos que apuntan a que el aumento de la ferritina es previa a la DM2 y al dismetabolismo (Jiang
y cols., 2004; Mascitelli y Pezzeta, 2006), por el momento no se debe descartar ninguna de las dos
hipoétesis.

3.4.2.4 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Recientemente se ha asociado la alteracion de la regulacion del metabolismo del hierro en el
sistema nervioso central (SNC) a varias enfermedades neurodegenerativas (pPonka, 2004).
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Se ha observado altas concentraciones de hierro en el cerebro de pacientes con enfermedad de
Alzheimer (Rottkamp vy cols., 2001), Parkinson (Jellinger, 1999), y otras enfermedades menos comunes
como enfermedad de Huntington o ataxia de Friedreich (Berg y Youdim, 2006). En estas
enfermedades, la induccion de estrés oxidativo por parte del hierro combinado con una
defectuosa capacidad antioxidante del organismo promoveria la muerte neuronal y la
neurodegeneradén (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005).

Sin embargo, no se ha establecido aun si la acumulacién del hierro en el cerebro es el proceso
desencadenante de la enfermedad o si es un efecto secundario.

En un estudio reciente se ha observado un aumento de la frecuencia de enfermedad de
Parkinson en individuos homocigotos para la mutacion C282Y del gen de la HH (Dekker y cols,
2003). En cuanto al Alzheimer, existen evidencias de que el hierro podria actuar junto con otros
factores en la produccién de radicales libres. Mainous III apoyandose en un estudio anterior
lanza la hipotesis de que el hierro podria no ser el Unico factor que actuara en la produccién de
placas seniles, debido a que existen estudios que observan una correlacion positiva entre
niveles elevados de colesterol sérico y desarrollo de Alzheimer (Evans, 2000). Esta relacion, lleva a
este autor a realizar un estudio que relaciona el colesterol, la saturaciéon de transferrina y el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, llegando a la conclusién de que el riesgo de
desarrollar la enfermedad es mucho mayor cuando se encuentran los dos parametros alterados
que cuando existe uno solo (Mainous y Eschenbach, 2005).
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3.5 PREVALENCIA DE SOBRECARGA DE HIERRO EN LA
POBLACION

En los Ultimos afios los investigadores estan poniendo cada vez mas interés en el estudio de la
sobrecarga férrica en los paises occidentales.

Altés y cols. (2004) observaron en un estudio sobre la poblaciéon Catalana que un 9.3% de la
poblacién adulta (14.7 % los hombres y 3.8 % las mujeres) presentaban sobrecarga férrica con
valores de ferritina sérica superior a 300 ug/l y 200ug/l en hombres y mujeres respectivamente.
En mayores de 50 afos este porcentaje fue ain mayor, llegando al 20,4% de los hombres y
9,4% de las mujeres. En cuanto a la saturacién de la transferrina que es el método de cribado
de eleccion para la hemocromatosis, se encontrd elevada (>45%) en el 9% de la poblacion
(11.7 % de hombres y 6.3 % de las mujeres). Estos resultados coinciden con otros estudios
realizados en paises occidentales (Milman y cols., 2002; Milman y cols., 2003a).

En la evaluacidn del estado férrico de una poblacién de 1016 ancianos pertenecientes al estudio

Framingham Heart Study, un 13% presentaron sobrecarga férrica medidos con la ferritina sérica
(Fleming y cols., 2001).

En otro estudio realizado en Méjico sobre donantes de sangre (Baptista-Gonzalez y cols., 2005) en el
que se estudid la prevalencia de sobrecarga férrica medida con la ferritina sérica (>200 ug/I
mujeres, >300 pg/l en hombres), la prevalencia de sobrecarga fue de 12% en hombres y 4,8%
en las mujeres.

En un intento de conocer las causas que provocan sobrecarga férrica, Altés y cols. (2003)
realizaron un estudio sobre 150 individuos con sobrecarga férrica diagnosticada con la STf y FS.
Como causa principal observaron mutaciones en el gen HFE, y el resto de las causas fueron el
virus de la hepatitis C, la presencia de enfermedades inflamatorias en las que la ferritina
actuaria como reactante de fase aguda y el sindrome de sobrecarga férrica ligado a alteracidon
metabolica descrita por Moirand y cols. (1997), en el que el aumento de ferritina sérica se asocia
a las alteraciones propias del sindrome metabdlico como la obesidad, dislipemia y las
alteraciones del metabolismo de los hidratos de carbono. Sin embargo, existen varios estudios
en los que no se ha observado que este aumento de ferritina sérica sea debido a inflamacidn.
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Por ejemplo, en un estudio realizado sobre poblacién anciana, se observd una alta prevalencia
de hiperferritinemia, sin embargo, menos del 1% presentaban signos de inflamaciéon medido por
la velocidad de sedimentacién globular (Fleming y cols., 2001). En otro estudio reciente tampoco se
observd que la elevacion de ferritina sérica en pacientes con sindrome metabdlico fuese debida
a la inflamacién (medida por la proteina C reactiva) (Jehn vy cols., 2004).

Es importante resaltar un estudio en el que se realizd la evolucién de la prevalencia de
sobrecarga de hierro durante una década en la poblacidon danesa. Se observd que la sobrecarga
férrica en los varones aumentd entre 1984 y 1994 del 11,3 al 18,9%, y en las mujeres
posmenopausicas del 2,4 al 5,5% (Milman y cols., 2002; Milman y cols., 2003a).
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4. METODOS DE VALORACION

4.1 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS DEL ESTADO EN HIERRO

Existen diferentes parametros que estan relacionados con el metabolismo del hierro y que
reflejan su estado en el organismo. Los mas utilizados son los siguientes:

COMPARTIMENTO FUNCIONAL

HEMOGLOBINA (HB): La hemoglobina es la proteina que transporta el oxigeno a la sangre y se
encuentra en los gldbulos rojos. Las anomalias de los valores de la hemoglobina indican
defectos en la homeostasis de los gldbulos rojos y tanto los valores altos como los bajos son
indicadores de estados patoldgicos.

La hemoglobina es el pigmento rojo que se encuentra en los hematies, cuya funcion principal
estd relacionada con el transporte de oxigeno. El hierro es un componente esencial de la
hemoglobina, por lo que cambios en el estado del hierro en el organismo afectara en los niveles
de hemoglobina. Asi por ejemplo, una concentracion baja de hemoglobina produce hipocromia,
la cual es una caracteristica relacionada con la anemia por déficit de hierro.

El uso de la hemoglobina como un indicador del estado del hierro posee algunas limitaciones
debido a que existen determinadas condiciones que afectan sus niveles, como en el caso de la
deshidratacion, procesos inflamatorios cronicos, policitemia, habito de fumar, infeccion crénica,
hemorragias, deficiencia de vitamina B;, y &acido félico, malnutricién proteico-energética,
embarazo y hemoglobinopatias.

Al considerar los valores normales para este pardmetro es necesario tener en cuenta las
variaciones existentes que dependen de la edad, el sexo y la raza de la persona, ya que estos
valores presentan pequefias pero significativas variaciones en cada caso particular. En la tabla
10 se muestran los valores normales de hemoglobina respecto al sexo asi como de todos los
parametros que se van a describir a continuacion.
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HEMATOCRITO (HTO): Es el porcentaje del volumen total de sangre compuesto de gldbulos rojos y
sus valores normales dependen de la edad, sexo y raza del individuo.

La utilizacién del hematocrito para determinar el estado del hierro posee algunas desventajas ya
que al igual que en el caso de la determinacién de la concentracion de la hemoglobina, el
hematocrito se ve afectado por diferentes factores. Otra desventaja de este método es la falta
de precisién, especialmente cuando se utilizan muestras obtenidas de sangre capilar. Sin
embargo, pese a estas limitaciones el hematocrito tiene como ventaja ser un método
econdmico, simple y rapido.

INDICES ERITROCITARIOS: Estos indices estan constituidos por el volumen corpuscular medio
(VCM), la hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracion de hemoglobina corpuscular
media (CHCM).

Estos parametros sirven para determinar el tamafio, el contenido y la concentracion de
hemoglobina de los glébulos rojos, pudiéndose calcular a partir de la determinacién de los
valores de concentracidon de hemoglobina, hematocrito y nimero de glébulos rojos. El VCM es el
volumen medio de los eritrocitos y se calcula como la relacién entre el valor del hematocrito y el
numero de células rojas. La HCM es el contenido promedio de hemoglobina de los eritrocitos y
se calcula como la relacién entre el valor de la concentracién de hemoglobina y el nimero de
células rojas. La CHCM es la concentracion media de hemoglobina en un volumen determinado
de gldbulos rojos y se calcula como la relacidn entre la concentracion de hemoglobina y el valor
del hematocrito.

Los valores normales de estos parametros estan tabulados y varian fundamentalmente en
funcion de la edad y el sexo del individuo. Las desviaciones de estos pardmetros con respecto a
sus valores normales son especialmente Utiles para la caracterizacién de los distintos tipos
morfoldgicos de anemias.

COMPARTIMENTO DE TRANSPORTE
SIDEREMIA O HIERRO SERICO (HS): El hierro del compartimento de transporte representa menos del

1% del hierro corporal. La interpretacion de los niveles de hierro puede llevar a error ya que la
sideremia experimenta grandes fluctuaciones puesto que fisioldgicamente depende de un ritmo
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circadiano (durante la noche disminuye de un 20 a un 30%) y ademas, con la ingesta de
alimentos hay un incremento de hierro en la etapa postprandial.

Existen otras situaciones que interfieren en los niveles de hierro, por ejemplo, disminuye en la
segunda mitad de embarazo, menstruacién, lactancia o adolescencia, en procesos inflamatorios,
en el déficit de hierro o la anemia de los procesos cronicos (asociada al bloqueo de hierro en el
sistema reticuloendotelial) y aumenta en el caso de transfusiones, intoxicacion férrica,
hemocromatosis primaria o secundaria y citolisis.

TRANSFERRINA SERICA Y CAPACIDAD DE FIJACION DEL HIERRO A LA TRANSFERRINA (CFHT): Junto con la
Saturacién de la Transferrina (STf) son parametros que se relacionan con el intercambio de
hierro entre el sistema reticuloendotelial y la médula dsea.

La transferrina es la proteina que transporta el hierro en la circulaciéon y casi todo el hierro
plasmatico se encuentra unido a ella. Como consecuencia de ello, el contenido de hierro en el
suero refleja el nUmero de atomos de hierro unidos a la transferrina.

Cada molécula de transferrina puede unir hasta dos atomos de hierro, razén por la cual la CFHT
esta relacionada con la fraccion de sitios libres que posee la transferrina para el transporte de
hierro, por lo que la CFHT es realmente una medida de nivel de la transferrina sérica ya que
mide la cantidad de proteinas que fijan el hierro. Se calcula multiplicando la transferrina sérica
en g/l por 20. Los niveles de transferrina y CFTH aumentan en el déficit de hierro y disminuyen
en la sobrecarga de hierro y en la anemia de los trastornos crénicos

SATURACION DE LA TRANSFERRINA (STf): La STf nos indica el porcentaje de sitios de unién de la
transferrina ocupados por el hierro. Se calcula como la relacién entre la sideremia y la CFHT
multiplicada por 100 (HS/CFHT x 100). La STf esta directamente relacionada con los depdsitos
de hierro en los individuos sanos y junto con el HS y la CFHT son particularmente Utiles para
diferenciar los estados deficitarios de hierro de causas nutricionales con respecto de aquellos
que son consecuencia de diferentes patologias (asociadas a procesos de infeccion e inflamacion
crénicos).

Los valores normales para estos parametros estan tabulados y dependen fundamentalmente de
la edad y sexo del individuo. La STf, igual que la FS suele ser mayor en hombres que en
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mujeres (Mclaren y cols., 2001). Cuando la STf es baja, hay una aportacidon pobre de hierro desde el
compartimento de transporte a las células que lo necesitan (Bainton y Finch, 1964) ademas de haber
una baja proporcién de transferrina diférrica que es la que tiene mayor afinidad por el receptor
de transferrina celular. Cuando la STf es elevada puede existir sobrecarga de hierro. En la HH,
la sideremia y la STf se elevan antes que la FS y por ello son mas Utiles para detectar de forma
precoz la sobrecarga. Es por ello que la STf es considerado el marcador fenotipico de screening
mas util para la HH.

COMPARTIMENTO DE DEPOSITO

FERRITINA SERICA (FS): La FS tiene una estructura similar a la ferritina intracelular pero esta
glicosilada. Probablemente se trata de una proteina de excrecion aunque su funcidn es
desconocida.

La FS se encuentra en equilibrio con su forma intracelular y es proporcional al contenido de
hierro de los depdsitos. Por lo que en los casos de sobrecarga de hierro, la FS se encuentra
elevada. Sin embargo, la FS es un reactante de fase aguda y por ello existen diferentes factores
como la infeccién aguda o crénica, deficiencia de vitamina By, y acido félico, consumo excesivo
de alcohol, leucemia o enfermedades hepaticas que producen un aumento significativo de FS.
Por ello, una concentracion alta de FS no confirma la sobrecarga de hierro, pero unos niveles
normales si permiten descartarla.

Mientras que los valores altos de FS no nos pueden dar un diagndstico claro de sobrecarga de
hierro, los valores bajos estan asociados a un déficit de hierro en los depdsitos, no habiéndose
detectado valores falsamente reducidos como consecuencia de otra causa.

La concentracion de FS suele aumentar con la edad (zacharski y cols., 2000), Y €s mayor en hombres

que mujeres (Mclaren y cols., 2001). También el sobrepeso y obesidad pueden aumentar la FS
(sindrome metabdlico) (Moirand y cols., 1997).
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OTROS PARAMETROS

RECEPTOR SOLUBLE DE TRASFERRINA (RTfs): Las concentraciones de RTfs correlacionan
fundamentalmente con la actividad eritropoyética medular y aumentan sensiblemente en la

anemia por déficit de hierro, hemdlisis y en general cuando hay un estimulo eritropoyético
(Beguin, 2003).

A diferencia de lo que ocurre con otros parametros, su concentracién no esta significativamente
afectada por la inflamacién, infeccién o enfermedad hepatica, por lo que su utilidad clinica
radica en su utilizacion para diferenciar la anemia por déficit de hierro con respecto a otros tipos
de anemia como en la enfermedad crénica (Suominen y cols., 2000) principalmente en los paises y
regiones donde la prevalencia de infecciones es elevada.

HEPCIDINA (Hepc): Se trata de una hormona clave en la regulacion del metabolismo del hierro. Se
detecta en orina y sus niveles se encuentran disminuidos en respuesta al déficit de hierro,
hipoxia, y aumento de eritropoyesis (Nicolas y cols., 2002; Weinstein y cols., 2002) Y aumentados en

respuesta al aumento del hierro sérico, sobrecarga de hierro e inflamacidén (pigeon y cols., 2001;
Ganz, 2003).

En la actualidad, todavia no se ha encontrado ninguna técnica fiable para detectar la hepcidina
en suero. En un estudio reciente en el que se determind mediante la técnica ELISA el precursor
de hepcidina en suero (prohepcidina) no se observo ninguna correlacidén con el estado en hierro
en el organismo ni con su absorcion dietética (Roe y cols., 2007), por lo que parece ser que la
determinacidon de prohepcidina que es el marcador de hepcidina en suero, no es un buen
parametro para relacionar con el metabolismo del hierro.

PROTEINA C REACTIVA (PCR): La PCR es un componente habitual de la sangre humana, su
concentracion puede aumentar rapidamente hasta unas 1000 veces como respuesta al dafio
tisular, inflamacion, infeccidn, necrosis tisular o neoplasia (Seaton y cols., 1999). Cuando la causa de
su aumento desaparece, su concentracién vuelve a la normalidad con rapidez. Ello convierte a la
PCR en un buen marcador para el diagndstico y monitorizacion de una gran variedad de
enfermedades infecciosas e inflamatorias.

Debido a que la FS aumenta en presencia de inflamacion, la determinacion de la PCR es util
para evitar falsos positivos de diagndstico de sobrecarga de hierro.
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PROTOPORFIRINA ERITROCITARIA (PE): Las bases fisioldgicas de la utilizacion de la concentracion
de la PE para evaluar el metabolismo del hierro se basa en que la protoporfirina IX es el
precursor del hemo. En condiciones normales la concentracion de PE en los hematies es baja
pero cuando disminuye la cantidad de hierro disponible para la sintesis de hemoglobina ésta
aumenta proporcionalmente con la disminucion de la disponibilidad de este metal. Los valores
normales dependen de diversos factores como la edad, sexo y raza del individuo. Si bien un
aumento en la concentracién de protoporfirina eritrocitaria se asocia a un estado deficitario de
hierro, existen otros factores como ciertas enfermedades crénicas, como infeccion, inflamacién
y cancer, que estan asociados con niveles elevados de protoporfirina eritrocitaria.

Tabla 10.- Valores normales de los parametros bioquimicos
relacionados con el metabolismo del hierro

Parametros Hombre Mujer
Hemoglobina (g/dl) 14 -17 12 -15
Hem atocrito (Hto) 41 -E3 37 - 45
VCM (1) 82-97 82-97
HCM(pg/cél) 25-35 25-35
CHCM (g/dl) 32-36 32-36
Hierro Sérico 60 - 170 60 -170
(pg/dl)
CFHT pg/dl) 240 - 450 240 - 450
Transferrina sérica 215 - 380 245 - 370
(mg/dl)
ST (v4) 20-50 20-45
Ferritina sérica 12-300 12-150
(Hg/L)
RTfs (mg/dl) 4,5-6,2 4,5-6,2
PCR (mg/L) <10 <10
PE(pg/g de <3 <3
hemoglobina)

VCM: volumen corpuscular medio/ HCM: hemoglobina corpuscular
media/CHCM:concentracion de hemoglobina corspucular media/
RTfs: receptor soluble de transferrina/ PCR: Proteina C Reactiva/
PE: protoporfirina eritrocitaria. (McPherson vy Pincus, 2007;
Hoffman y Benz, 2005; Arija y cols., 1997, Arija y cols., 1999)

Aunque existen muchos parametros que nos indican y orientan en el estudio del estado de
hierro del organismo, para el diagndstico de la sobrecarga de hierro los que se usan con mayor
frecuencia son la ferritina sérica y la saturacién de transferrina.
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4.2 CONSUMO ALIMENTARIO

En realidad, no existe un método ideal que valore de forma exacta la ingesta alimentaria. Sin
embargo, existen diversos métodos de valoracién del consumo que analizan la ingesta con
diferentes grados de exactitud. Asi, encontramos métodos colectivos e individuales.

Para conocer el consumo alimentario individual o de un grupo de poblacién se dispone de unos
instrumentos denominados encuestas alimentarias que estiman el consumo durante un periodo
de tiempo determinado.

Los métodos colectivos analizan el consumo medio de una poblaciéon en su conjunto, lo que
supone una buena manera de conocer la ingesta de una forma global. Por otro lado, este
método tiene la limitacion de desconocer por completo la ingesta de una persona de forma
individualizada. Dentro de este grupo, los mas usados son:

- Las hojas de balance alimentario (Serra Majem y cols., 2006)

- Las encuestas familiares (Romén y cols., 2006)

Los métodos individuales (Bingham y cols., 1988) permiten relacionar la dieta con otras variables de
la persona como la edad, el sexo, la situacion econdmica, los estilos de vida, la situacién
nutricional a nivel bioquimico y el estado de salud, ya que valoran el consumo alimentario a
escala individual. Son los métodos mas exactos y el tipo de informacion que se obtiene varia en
funcién del grado de precisién y validez. Los métodos individuales mas utilizados son (Tabla
11):

- El diario dietético

- El cuestionario de frecuencia de consumo

- La historia dietética

- El recordatorio de 24 horas

DIARIO O REGISTRO DIETETICO: Es un método prospectivo que consiste en que el sujeto
entrevistado anote durante 3,5, 7 o mas dias los alimentos y bebidas que va consumiendo.
Todos los alimentos deben pesarse antes de ser ingeridos, anotdndose su peso y después se
pesan también los desperdicios, de forma que restandole a la cantidad inicial obtengamos la
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cantidad exacta consumida.

Este método requiere que, el entrevistado se familiarice con el uso de medidas caseras antes de
proceder a la recogida de informacion.

Como variacidon de este método, existe el método de la doble pesada. Este se utiliza en
colectivos institucionalizados, en hospitales, o en poblaciones con elevado indice de
analfabetismo, donde el entrevistado no es capaz de pesar los alimentos, y lo hace el
entrevistador. El entrevistador debe estar presente en cada comida, pesara los alimentos a
ingerir y luego pesara los restos.

Existe otro tipo de registro dietético que es el registro alimentario por estimacién de las
cantidades de alimentos consumidas. El encuestado debe registrar diariamente durante el
periodo de estudio lo ingerido en cada comida y entre horas. Las cantidades de alimentos son
estimadas en medidas caseras y describen la forma de preparacién de los platos, los
ingredientes utilizados y la hora de la ingesta.

A la parte de alimentos registrada por estimacion se afiaden los consumos realizados fuera de

casa, los cuales seran estimados por el encuestador para obtener el consumo diario completo
(Aranceta y Rodrigo, 2006).

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO ALIMENTARIO: Consiste en un método directo de
estimacion de la ingesta alimentaria de un individuo a partir de un formato estructurado o lista
de alimentos. Es un método de recuerdo, retrospectivo y cualitativo (Gorgojo y Martin-Moreno, 2006)
que pretende obtener la frecuencia habitual de ingesta de un alimento o grupos de alimentos
durante un periodo de tiempo.

HISTORIA DIETETICA: Consiste en una extensa entrevista con el fin de obtener informacion sobre
los habitos alimentarios actuales y pasados. Incluye uno o mas recordatorios de 24 horas y un
cuestionario de frecuencia de consumo. Esta técnica debe evaluar el consumo global de
alimentos del individuo, facilitar informacion sobre el patréon alimentario y los habitos dietéticos
y estimar el tamafio de las raciones consumidas.

La historia dietética valora cuantitativamente la ingesta global de un individuo y sus habitos con
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relacion al consumo de alimentos, distribucion de las comidas a lo largo del dia, etc. durante el
ultimo mes, los Ultimos 6 meses o el Ultimo afo. También estima la prevalencia de ingesta
inadecuada. Este método permite obtener un buen patrén de la ingesta en el pasado, es util en
estudios epidemioldgicos sobre enfermedades crdénicas, no requiere la alfabetizacion del

entrevistado y puede disefiarse para valorar la dieta total o sélo de algunos nutrientes (Aranceta y
Serra Majem, 2006).

RECORDATORIO DE 24 HORAS: Es un método de valoracién del consumo alimentario mediante
entrevista, retrospectivo y cuantitativo (Serra Majem y Ribas, 2006). Este método pretende valorar la
ingesta real del individuo en las 24 horas anteriores. Para ello, un encuestador hace recordar a
un individuo todos los alimentos e ingredientes consumidos el dia anterior a la entrevista. El
entrevistador debe estimar la cantidad ingerida por el encuestado utilizando diferentes técnicas
de ayuda (Balogh y cols., 1971).

Tabla 11.- Métodos mas utilizados de valoracién del consumo alimentario individual

Métodos Caracteristicas y aplicaciones Limitaciones

Registro dietético

-Estima la ingesta real de forma cuantitativa

-A aumentar el nimero de dias, la estim acidn de aproxima ala
ingesta habitual

-Ez atil en estudios epidemicldgicas v para el consejo dietética

-Requiere buena colabaracidn del
participante
-Debe saber laer v escribir

Cuestionario de
frecuencia de
COnsumo
alimentario

-Estim a cualitativamente la ingesta habitual por grupos de alimentos
-Puede cuantificar raciones de consumao habitual

-kl en estudios epidemioligicos para clasificar a los sujetos por
categorias de consumo v para el consejo dietético

-Ripido, sencillo v no requiere encuestadores axpertas
-Mo modifica en patrdn de consumo
-Bajo coste de aplicacidn

-Menar precisidn que los métados
cuantitativos

-Cificil en nifios, ancianos y sujetos de
bajo nivel intalectual

-Requiare memoria
-E= cualitative o semicuantitativo

Historia Dietética

-Estirn a la ingesta real de form a cuantitativa

-Ez atil en estuduis epidemioldgicos v para el conszejo dietética
-Mo maodifica el patrén de cansuma

-Puede utilizarse en sujetos analfabetos

-Largo, costoso @ requiere
encuestadores expertos

Recordatorio de
24 horas

-Estirn a la ingesta real de forma cuanttativa

-A aurnentar el nimero de dias, la estim acidn de aproxima ala
ingesta habitual

-Ez atil en estudios epidemicldgices v para el consejo dietdtica
-Ripido, bajo coste ¢ ficil de usar

-Facilita la alta calaboracidn

-Mo modifica en patrdn de consumo

-Puede utilizarse en sujetos analfabetos

-Fallas de memaria (dificultad en
ancianos y nifios)

-Dificultad de cuantificar el tam afio de
la racian consumida

Arija y Fernandez-Ballart, 2000
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4.3 DETECCION DE MUTACIONES

Hoy en dia, el estudio del material genético es uno mas de los elementos en los cuales se
fundamenta la medicina para distinguir entre salud y enfermedad y de esta manera emitir un
diagndstico de certeza.

El estudio del material genético también ha abierto la posibilidad de determinar el origen de
muchas de las enfermedades complejas como cancer, diabetes, hipertensién y patologia
cardiovascular.

Desde que se reconocié que muchas de estas enfermedades con frecuencia se presentan en
individuos de una misma familia, fue claro que estas entidades patoldgicas tenian un fondo
genético asociado con la aparicion y el desarrollo de la enfermedad. Esto llevd a postular que la
patologia es el resultado de la disfuncién de mas de un gen e incluso, que en diferentes
individuos afectados el desarrollo de una misma enfermedad se debe a alteraciones de
diferentes genes.

Entre los tipos de técnicas para detectar alteraciones genéticas, las mas utilizadas son (Mas, 2004)
(Tabla 12):

PCR (POLIMERASE CHAIN REACTION): Significa reaccion en cadena de la polimerasa. Esta técnica
permite amplificar “in vitro” una secuencia especifica de DNA, es decir, permite obtener un gran
namero de copias a partir de una o unas secuencias iniciales llamadas DNA molde. Esta
amplificacion la lleva a cabo la enzima taq polimerasa que como todas las polimerasas, son
enzimas capaces de sintetizar DNA a partir de un DNA molde.

Una vez amplificado el DNA, podremos utilizar una de las diferentes técnicas que existen para
detectar mutaciones que se describen brevemente a continuacion:

RESTRICCION ENZIMATICA O RFLP (RESTRICCION DE FRAGMENTOS DE LONGITUD POLIMORFICA): Esta

técnica desarrollada a finales de los 70, se basa en la deteccion de fragmentos de DNA de
distinto peso molecular formados a partir de enzimas de restriccion. Estas enzimas tienen una
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gran especificidad para el reconocimiento de las secuencias especificas de 4 a 10 nucledtidos
consecutivos. Una vez ha se han formado los fragmentos, se separan por electroforesis para la
visualizacion de las bandas. Esta técnica se le conoce también como PCR-RFLP.

TECNICA SSCP (POLIMORFISMOS DE CADENA SENCILLA DEL DNA): Esta estrategia permite el analisis
preliminar dindmico, de posibles diferencias de secuencia en un fragmento determinado del DNA
(por ejemplo el exén de un gen) en un gran nimero de individuos. Combinando las condiciones
de electroforesis y la composiciéon del tampdén de carga, podremos diferenciar cambios en un
solo nucledtido. Se trata de una técnica de rastreo para la identificacion de mutaciones que
permite una reduccion del nUmero de muestras finales a secuenciar.

TECNICA CSGE (CONFORMATION SENSITIVE GEL ELECTROPHORESIS): El objetivo es detectar
principalmente variantes genéticas heterocigotas aunque también detecta homocigotas. La
presencia de una variante heterocigota en un fragmento amplificado del genoma crea un
heteroduplex que puede tener una movilidad inferior que los correspondientes homoduplex en
un gel de electroforesi. Esta diferencia de movilidad es muy importante cuando las variantes
corresponden a inserciones o delecciones de mas de 2 pares de bases (pb), pero es muy
pequeia cuando las variantes corresponden a cambios de base o a inserciones o delecciones de
1 par de bases. Para favorecer esta diferencia de movilidad en el gel, se puede hacer correr el
producto con un tampoén parcialmente desnaturalizado. Si se realiza la PCR del fragmento con
un exceso de dna y se corre con un tampdén desnaturalizante, parte del dna formara
heteroduplex (hdx) y homoduplex, y parte se quedara en forma de cadena simple formando un
patron diferente en presencia o ausencia de la variante igual que el la técnica SSCP. De esta
forma se pueden detectar tanto las variantes en heterocigosis como en homocigosis.

TECNICA HDX, HETERODUPLEX: Es una técnica de deteccidon de mutaciones heterocigotas. Separa el
DNA segun las diferencias conformacionales entre los heteroduplex y los homoduplex.

SECUENCIACION AUTOMATICA DEL DNA: permite determinar la secuencia nucleotidica de una regidn
concreta del genoma. se realiza una pcr asimétrica (solo con un primer) y con una mezcla de
nucleétidos y dideoxinucleodtidos (analogos a los nucledtidos que no permiten la incorporacién
de mas moléculas y por lo tanto, son finalizantes de la reaccidn).
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En esta reaccidon se generan cadenas de longitud multiple, desde el oligonucledtido (“primer”)
mas una base, hasta la longitud maxima que suele ser unos 800 pb. Estos fragmentos se
separan por electroforesis capilar. Cada una de las cadenas lleva un finalizador a la Ultima base
que es la que detecta el laser y a partir de la cual se da la secuencia. Con esta técnica se
pueden identificar mutaciones o polimorfismos nuevos o ya descritos por comparacion de la
secuencia analizada o las descritas en las bases de datos.

TECNICA SNAPSHOT: Es una variante de la técnica de PCR que permite identificar el cambio de una
pareja de bases (conocido como SNP, Single Nucleotide Polymorphism) que se presenta en una
regiéon conocida del DNA. Para ello se utiliza un oligonucleétido complementario a la secuencia
inmediatamente anterior al SNP y dideoxinucledtidos marcados con fluorescencia. Para la
lectura de las bandas se realiza electroforesis capilar con deteccién laser.

PCR-CTPP (POLYMERASE CHAIN REACTION WITH CONFRONTING TWO-PAIR PRIMERS): Es una nueva
variante de la PCR que permite la deteccién de un polimorfismo utilizando dos parejas de
primers. Se obtienen bandas de DNA especificas de cada alelo con tamanos diferentes, siendo
posible el genotipaje por electroforesis sin necesidad de realizar ningun paso posterior de los
que hemos comentado anteriormente.

HIBRIDACION DEL DNA (SOUTHERN): En esta técnica, el DNA gendmico se digiere con alguna
enzima de restriccion o una mezcla de varias de estas enzimas y se separa de acuerdo con el
tamafo de los fragmentos generados en un sistema de electroforesis horizontal en geles de
agarosa.

Los fragmentos de DNA se transfieren por capilaridad o por electrotransferencia a una
membrana de nitrocelulosa, a la cual se unen de manera covalente por exposiciéon a luz
ultravioleta. Los fragmentos del DNA unidos a la membrana de nitrocelulosa se sumergen en
una mezcla que los desnaturaliza. En este estado extendido y de cadena sencilla, los
fragmentos el DNA pueden hibridarse o aparearse con un fragmento del DNA, cDNA, o el RNA
(de secuencia conocida) complementario a la secuencia de interés, al cual se denomina sonda.

Esta sonda se marca normalmente con isétopos radioactivos o compuestos fluorescentes. Una

vez hibridada, la membrana se lava para eliminar la sonda unida a ella y es expuesta a una
pelicula fotografica donde se visualizan él o los sitios (bandas) donde ocurrié la hibridacién.
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Esta técnica se utiliza para identificar genes o fragmentos génicos de un tamafio anormal o

ausentes como consecuencia, por ejemplo de delecciones, o bien para detectar mutaciones

puntuales entre el DNA utilizado como sonda y el que se encuentra unido a la membrana.

Tabla 12.- Principales técnicas de deteccion de mutaciones

Técnica

Deteccidn

PCR

Restriccion enzimadtica

(RFLP)

SSCP

CSGE

Heteroduplex (HDX)

Electroforesis

Secuenciacion

Automatica

Shapshot

Fluorescencia

PCR-CTPP

Electroforesis

Hibridacién del DNA (Southern)

Electroforesis
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4.4 ESTRES OXIDATIVO

El desequilibrio entre la produccidn de Especies Reactivas de Oxigeno (EROS) y la defensa
antioxidante provoca un dafio organico conocido como estrés oxidativo que lleva a una variedad

de cambios fisiolégicos y bioquimicos los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular (seddon y
cols., 1994).

La implicacién que se ha observado del estrés oxidativo sobre la aparicién y promocién de
muchas enfermedades ha llevado a lo largo del tiempo a investigar métodos para valorar dicho
estrés. Se entiende por indice, al valor que da como resultado algln ensayo, por ejemplo, la
concentracion de una molécula, la actividad de una enzima, la capacidad de una muestra para
eliminar EROS etc. (Romeu, 2006). Actualmente existen mas de cien métodos para valorar el estrés
oxidativo, ya que un indice puede ser valorado por mas de un método.

Las EROS son capaces de reaccionar con casi cualquier tipo de molécula organica, ya sea
lipidos, proteinas o &cidos nucleicos. Este hecho se ha tenido en cuenta a la hora de disenar
métodos de valoracion del estado oxidativo en individuos.

En los Ultimos tiempos se ha intentado buscar un Unico marcador para valorar el estrés
oxidativo. Sin embargo, cada vez se refuerza mas la hipotesis que no es posible medir el estado
oxidativo general si no es con multiples biomarcadores (Abuja y cols., 2001; Dotan y cols., 2004).

Dotan y cols. en el 2004 propusieron un criterio de clasificacidon de los diferentes biomarcadores
del estrés oxidativo en tres categorias (Tabla 13):
« Métodos basados en la medida de las concentraciones de los productos de oxidacion de
lipidos, proteinas y DNA, asi como las concentraciones de antioxidantes (PRODUCTOS
DEL ESTRES OXIDATIVO)
« Métodos que valoran la oxidacidén de las estructuras expuestas a una fuente de radicales
libres (SUSCEPTIBILIDAD DE OXIDACION)
« Métodos para valorar la capacidad antioxidante de los liquidos biolégicos (CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE)
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Tabla 13.- Principales biomarcadores del estrés oxidativo

Promotores Produccion de RLO -ESR
-Lurninal
Mt Cy E
Antioxidantes de bajo peso -Acido Urico
molecular _Carctenos
% -G5H
Productos del Inhibidores e
estrés oxidativo Enzimas ¥ macromaoléculas -GR
-GST
-CAT
-GPy
Peroxidacion de lipidos -MDA,
-Dienos conjugados
Productos de la Perozidacidn de proteinas -Proteinas
peroxidacion carboniladas
-Fragrentacidn del
Dafio en el DM B
-Productos del dafio
(8-0HdG)
Susceptibilidad de oxidaciéon Resistencia de |os lipidos -Hemdalisis
-Lagtime
Capacidad antioxidante -ORAC
Radicales totales atrapados -TRAP
Capacidad antioxidante Capacidad antioxidante relativa al | -TEAC

trolox

Poder reductor antiozidante del -FR&P
hierro

Adaptado de Dotan y cols., 2004

De todos estos métodos, el mas empleado por su sencillez y sensibilidad es la determinacion
plasmatica de TBARS (del inglés thiobarbituric acid reactive substances) (pré, 1991) que €s una
medida de peroxidacion lipidica.

PEROXIDACION LIPIDICA. TBARS: La peroxidacién de los lipidos de las membranas celulares es una
consecuencia tipica del ataque de las EROS. Entre los productos de la lipoperoxidacion destacan
el malondialdehido (MDA), los dienos conjugados (Esterbauer y cols., 1989) y los hidroperéxidos cuyo
incremento es sinébnimo de aumento de la peroxidacion lipidica.

En general, los derivados de la lipoperoxidacion pueden determinarse en plasma, eritrocitos y
biopsias de tejido, mediante la técnica del acido tiobarbitirico. Los TBARS aumentan
progresivamente con la edad del individuo, la obesidad, tras la exposicién solar, en fumadores y
en diversas patologias como enfermedad cardiovascular, enfermedades neurodegenerativas
como alzheimer y parkinson, insuficiencia renal etc. (Romeu, 2006)

El tratamiento con antioxidantes y anti-ERO normaliza los valores elevados de TBARS
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eritrocitarios. Asimismo, la mejoria de la causa patoldgica que motiva el aumento de TBARS,
hace disminuir sus niveles (Jacob K y cols., 2007).

En cuanto a la valoracién de la capacidad antioxidante total, se han disefiado diferentes
métodos para evaluarla que se basan en la capacidad de los antioxidantes presentes para inhibir
o retrasar la oxidacion inducida mediante alguna molécula. Uno de los métodos mas utilizados
es el conocido como ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity o capacidad para absorber
radicales de oxigeno).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE. ORAC: La capacidad antioxidante total de una muestra para eliminar
radicales libres se usa cada vez mas para valorar de forma global el estado oxidativo del
individuo (widlansky y cols., 2005).

Muchos de estos métodos se disefaron inicialmente para valorar la capacidad antioxidante de
productos alimentarios. Sin embargo, existen estudios que valoran la capacidad antioxidante
tanto de muestras bioldgicas, por ejemplo del plasma, (Cao y cols., 1998; Gheldolf y cols., 2003) COMO
de muestras de alimentos, especialmente de frutas, y verduras (Prior y cols., 2003).

Con el método ORAC, la capacidad antioxidante se cuantifica calculando la proteccion neta
durante cierto tiempo de una grafica de degradacién de la fluorescencia de fluoresceina en
presencia del antioxidante en plasma.

Se emplea un generador de radicales peroxilo como lo es el 2,2’-azobis (2-amidinopropano)
dihidrochloridro (AAPH). La medicién de ORAC combina tanto tiempo de inhibicion como
porcentaje de inhibicion de la accion de radicales libres por los antioxidantes usando un area
bajo la curva para la cuantificacion.

La aplicacion de este método a diferentes frutas y verduras ha hecho que se conozca que la
fruta con mas capacidad antioxidante es la mora azul y en cuanto a vegetales, el ajo. En
bebidas, las que tienen mayor capacidad antioxidante son el té blanco, el vino tinto y la
cerveza. Los extractos de especias, hierbas y algunas cascarillas también han demostrado
actividad antioxidante, es el caso de la pimienta, albahaca, perejil, romero, salvia, menta,
mejorana, laurel, etc.
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HIPOTESIS

Las alteraciones en el gen HFE provocan un aumento de la absorcidon de hierro, que al margen
de la produccion de la hemocromatosis hereditaria en un pequefio porcentaje de la poblacion,
pueden llegar a provocar un aumento ligero o moderado de hierro en el organismo. Este efecto

también puede verse potenciado por factores dietéticos.

Por tanto, el estudio en la poblacion general de los factores genéticos que mas afectan a los
niveles de hierro, conjuntamente con la dieta y otros factores ambientales relacionados con el
estado de hierro nos permitird determinar la prevalencia de alteraciones genéticas y sobrecarga

de hierro en nuestra poblacidon y analizar estas relaciones.

Ademas, los niveles moderadamente altos de hierro se han asociado a un aumento de
enfermedades crdnicas y prevalentes relacionadas con el estrés oxidativo. Por tanto, el estudio
del estrés oxidativo nos permitird explorar su asociacion.

HABITOS Y
ESTILOS DE VIDA

GENETICA

t HIERRO ESTRES OXIDATIVO

DIETA
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OBJETIVOS

GENERAL

Analizar el efecto de las alteraciones genéticas en el gen HFE de la HH y de la ingesta dietética
sobre el exceso de hierro y su implicacion en el estrés oxidativo en la poblacidon general adulta
del area mediterranea.

ESPECIFICOS

1. Determinar el estado de hierro en la poblacién y la prevalencia de sujetos con sobrecarga de
hierro moderada y severa

2. Determinar la prevalencia de las mutaciones C282Y, H63D y S65C del gen HFE y su
expresion fenotipica en la poblacién.

3. Determinar el consumo alimentario y la ingesta de energia y nutrientes segun el estado de
hierro en la poblacion.

4. Analizar la influencia de las alteraciones en el gen HFE y de la dieta sobre los niveles de
hierro en la poblacion.

5. Analizar el efecto del exceso de hierro sobre el estrés oxidativo en la poblacidn.
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El disefio del estudio consistid en un estudio epidemioldgico transversal.

1. SUJETOS

El estudio se realizd en 815 sujetos de edades comprendidas entre 18 a 75 afios. La muestra se
extrajo al azar mediante los padrones municipales de la Pobla de Mafumet, el Morell y Cambrils
de 1996, teniendo en cuenta la proporcion de edades y sexo para poder tener una muestra
representativa de toda la poblacién.

Se calcul6 que para estimar la prevalencia de los diferentes genotipos de la mutacién de interés
al menos con una precision del 3% y con un riesgo tipo 1 del 5% era necesario estudiar a 800
individuos. El tamafio de la muestra se determind considerando la prevalencia de la mutacion
mas frecuente en la poblacion, que es alrededor del 22% para la mutacion H63D. Cada
individuo, de los 800 seleccionados en primera instancia, disponia de dos sustitutos de la misma
poblacién y del mismo grupo de edad y sexo.

Se consideraron causas de exclusion del estudio:

- No ser de raza caucasica, europeo mediterraneo.

- Ser menor de 18 afios o mayor de 75.

- No otorgar el consentimiento informado o presentar incapacidad para comprender las
caracteristicas del estudio.

- Enfermedades graves que impidan la participacidon o que alteren el metabolismo del hierro.

- Embarazo y durante los 6 meses post-parto.

Se seleccionaron un total de 1953 individuos al azar, de los cuales se excluyeron a 628 porque
no cumplian los criterios de inclusién. De los 1325 sujetos aptos para participar, aceptaron
entrar en el estudio 817. Por lo que el porcentaje de participacion fue del 61,5%. Fueron
excluidos en el anadlisis de datos 2 sujetos por presentar anemia y exceso de hierro, signos de
padecer anemia hemolitica.
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Se contacté con los individuos seleccionados mediante el envio de una carta personal
indicandole que habia sido seleccionado para participar en un estudio y explicandole
brevemente las caracteristicas del mismo. Posteriormente se le telefoned para concretar su
participacion.

Para aumentar la participacién ciudadana previamente se realizd una campafia publicitaria en
diversos medios de comunicacién de prensa y radio.

Los motivos principales de la no participacidon fueron motivos laborales (por falta de tiempo), el
hecho de estar en tratamiento farmacoldgico y el miedo a la extraccion sanguinea.

A las personas que aceptaron, se les cité a una primera entrevista en el Area basica de Salud

(ABS) donde se realizé:

- Lectura de la hoja de informacién al paciente.

- Firma del formulario del consentimiento informado en prueba de su aceptacion.

- Recogida de datos sociodemograficos, historia clinica y la valoracidén antropométrica.

- Explicacion de como deberd cumplimentar el participante en su domicilio el cuestionario de
“registro alimentario por estimacién” durante tres dias.

Dos citaciones posteriores para:

- Realizar una extraccion sanguinea en el ABS

- Realizar la recogida del cuestionario de “registro alimentario” especificando las cantidades
consumidas mediante una entrevista personal en el ABS.

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario St. Joan de Reus
(Tarragona) y de la Fundacién Jordi Gol Gorina. Todos los individuos que entraron en el estudio
firmaron el consentimiento informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Todos los datos recogidos se introdujeron en una base de datos con una variable comun que fue

el nimero de estudio que se asigné a cada sujeto para garantizar la confidencialidad del
participante.
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2. METODOS UTILIZADOS

2.1 HISTORIA CLINICA

Tres médicos de familia del Area Bésica de Salud (ABS) de Cambrils y 1 uno del ABS de La
Pobla de Mafumet realizaron la historia clinica que contenia los siguientes datos:

- Datos sociodemograficos: edad, sexo, raza y nivel socioeconémico y cultural
- Antecedentes clinicos, personales y familiares
- Medidas antropométricas:

Peso (bascula con precisién de 100g)

Altura (tallimetro con precision de 1 mm)

Con estos dos datos se calculd el indice de Masa Corporal: IMC= peso (kg)/altura® (m)
- Estilos de vida

Ejercicio fisico: horas de actividad fisica a la semana

Tabaco: n° de cigarrillos al dia

Consumo de alcohol: gramos de alcohol al dia (entre semana y fin de semana)
- Caracteristicas relativas a la menstruacion
- Toma de suplementos de hierro en los Gltimos 6 meses (si 0 no)

Para la realizacién de la Historia clinica, los médicos entrevistadores siguieron un método de
estandarizacion de recogida de las variables de interés en el estudio.
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2.2 VALORACION DEL CONSUMO ALIMENTARIO, INGESTA
ENERGETICA Y NUTRICIONAL

El consumo alimentario e ingesta energética y nutricional se valoré mediante el “registro
alimentario por estimacion”. Este cuestionario consiste en anotar todo lo que se consume
(incluyendo bebidas, caramelos etc.) a lo largo de tres dias no consecutivos, uno de ellos,
festivo (Bingham y cols., 1998).

Mediante la entrevista dietética personal, el encuestador determindé de forma precisa las
cantidades de alimento consumido. Para ello, se insisti6 mucho en averiguar la cantidad
realmente consumida y no la que se sirvid en el plato.

Para cuantificar los alimentos, se pidid a los sujetos que estimasen las cantidades mediante
medidas caseras tales como vasos, raciones, cucharas etc. Para ello, se utilizd un archivo
fotografico de alimentos previamente pesados (Figura 20), en los que se conocia el porcentaje
comestible y el peso real. Ademas se realizaron preguntas sistematicas sobre la cantidad de
aceite consumido, asi como de otros alifos, de alimentos preparados, azucar afiadido y se
intentd hacer recordar los alimentos consumidos entre horas.

Una vez recopilada la informacidon, cada entrevistador tradujo las encuestas alimentarias en
gramos de alimentos y codificé cada uno de ellos en una hoja de codificacion.

Para calcular la ingesta de nutrientes se utilizd la tabla de composicidn francesa REGAL
"Répertoire Général des Aliments” (Favier y cols.,, 1997) complementada con una tabla de
composicidon de alimentos Espafiola (Mataix, 1995.).

Todos los alimentos se distribuyeron en 15 grupos: 1 Carne, que incluye todos los tipos incluso
visceras y embutidos, 2 Huevos, 3 Pescado (incluido el marisco),4 Leche, 5 Derivados lacteos (
yogur, quesos, flanes...), 6 Grasas visibles ( aceites, margarina, mantequilla...),7 Cereales
(pan, arroz, pasta alimentaria, bolleria...), 8 Patatas, 9 Legumbres, 10 Verduras, 11 Fruta, 12
AzUcares (azUcar de mesa, chocolate, caramelos...), 13 Bebidas azucaradas, 14 Bebidas
alcohdlicas, 15 Vino.
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Figura 20.- Archivo fotografico

La ingesta de alimentos se expresd en g/dia o ml/dia, la energia en Kcal/dia y los nutrientes en
unidades todos ellos + su desviacién estandar asumiendo un error del 5%.

Todos los encuestadores realizaron un aprendizaje y estandarizacién del método. Se efectud
una prueba piloto de comprobacion de resultados antes y durante la realizacion del estudio.
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2.3 OBTENCION, PREPARACION Y cpNSERVACI()N DE LAS
MUESTRAS SANGUINEAS

La extraccion sanguinea se realizé en el ABS a primera hora de la mafiana. Los participantes
debieron acudir en ayunas desde las 22h del dia anterior, durante la extraccion se verifico el
ayuno y en caso de no haberlo cumplido, se registraron los alimentos consumidos.

Se obtuvieron 30 ml de sangre por venopuncion en la flexura del brazo estando el individuo
sentado. Esta sangre se recogid en tres tubos de 10 ml cada uno, uno de ellos (T1) con
anticoagulante EDTA-K2, otro sin anticoagulante (T2) y el tercero (T3) con heparina.

Inmediatamente tras la extraccion, las muestras se mezclaron por inversion 10 veces antes de
guardarlas en una nevera portatil para transportarlas desde el ABS al Centro de Investigacion
Biomédica (Hospital St. Joan de Reus). Se registro la hora exacta de extraccion y de
procesamiento para cada muestra que no debidé nunca de superar las 2 horas.

Del tubo 1 (T1 EDTA-K2) se determind el hematocrito, la hemoglobina, los indices eritrocitarios,
los leucocitos y los linfocitos en sangre total. El plasma y los eritrocitos se separaron
centrifugando durante 15 minutos a 2000 revoluciones y a 4°C. El plasma sobrenadante se
extrajo con cuidado de no aspirar la capa fina de leucocitos que la separa de los eritrocitos,
posteriormente se alicuotd en criotubos y se guardd a -80°C hasta el momento de las
determinaciones de TBARS plasmaticos y test de ORAC. Los leucocitos también se guardaron
hasta el aislamiento de ADN.

Del tubo 2 (T2), el suero se separd y guardo de la misma forma explicada para el tubo 1. En el
suero se realizaron las determinaciones de ferritina sérica, hierro sérico y transferrina sérica.

Del tubo 3 (T3) se aislaron los linfocitos y se guardaron a -150°C para realizar las
determinaciones genéticas (alteraciones C282Y, H63D y S65C del gen HFE). El resto de la
muestra se repartid en alicuotas de plasma en criotubos a -80°C hasta el momento de las
determinaciones (Figura 21).
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Figura 21 .- Alicuotas de plasma
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2.4 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS DEL ESTADO EN HIERRO

Para los analisis de la ferritina, hierro y transferrina séricos se utilizé el analizador automatico

Shimadzu 7200 (CL 7200) (Figura 22). El equipo estd controlado por un ordenador que

constituye la unidad de gestion, con la que el analizador puede estar conectado online con el

sistema informatico general del laboratorio. También permite la identificacion positiva de

muestras por codigo de barras, lo que nos permite la ventaja de trabajar con el tubo primario.

Mediante esta técnica determinamos:

La ferritina sérica: mediante reaccion inmunoquimica (inmunoturbidimetria latex): El
reactivo de ferritina es una suspension de particulas de latex de poliestireno, recubiertas de
anticuerpos de la fraccién Ig G de un sérum especifico anti-ferritina humana. En contacto
con una muestra que contenga ferritina, ésta aglutina y se realiza la lectura por
inmunoturbidimetria a 570 nm (Gomez y cols., 2000).

Hierro II y Hierro III en suero: Mediante la reaccién quimica de Ferene: El reactivo contiene
hidroxilamina, tiourea y ferene (5,5 (3-(2-pyridil)-1,2,4-triazine-5,6 diyl)-bis-2-
furansulfonic acid, disodium salt). El pH acido libera el hierro de la transferrina en medio
acido y se reduce de Fe3+ a Fe2+ mediante la hidroxilamina. El Fe 2+ reacciona con el
compuesto Ferene formando un complejo coloreado que absorbe la luz a 600 nm (ITC
Diagnostics y Biokit S.A Barcelona, respectivamente).

Transferrina sérica: Mediante inmunoprecipitacién en fase liquida con una lectura
turbidimétrica a punto final (510 nm). Un antisuero antitransferrina se diluye en tampén y
se incuba con el suero del paciente. El descenso en la transmision de la luz causada por la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo es directamente proporcional a la
concentracion de transferrina de la muestra (Biokit S.A., Barcelona).

Mediante un autoanalizador Coulter, se determind la Hemoglobina (Hb), el Hematocrito (Hto), el

Volumen Corpuscular Medio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) y la Concentracion

de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM).

128




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION

Nuria Aranda Pons
ISBN: 978-84-691-

1012-6/DL:T.2253-2007

Sujetos y Métodos

El receptor soluble de transferrina (RTfs) se determind mediante un inmunensayo por
turbidimetria latex (Biokit S.A., Barcelona, Spain) en la mitad de la poblacién debido a su
elevado coste. Al no observarse asociacion con los niveles de hierro elevados, ya no se
determind en el resto de la poblacién

Como la ferritina puede verse aumentada en estados inflamatorios o infecciosos, se determind
la Proteina C Reactiva (PCR) mediante la técnica PCR ultra sensible que consiste en un
inmunensayo por turbidimetria latex (Biokit S.A., Barcelona, Spain) para eliminar esta causa en
el aumento de los niveles de la ferritina.

Se generaron las siguientes variables:
-Capacidad total de Fijacion del Hierro a la Transferrina (CFHT): Se calculd multiplicando la
transferrina sérica (expresada en g/l) por 20, expresandose en micromol/I.

-Capacidad de Saturacién de la Transferrina (STf): Se calculd, una vez obtenida la CFTH,
multiplicando el cociente hierro sérico / CFTH y multiplicandolo por 100 expresandose, por
tanto, en porcentaje.

Figura 22.- Autoanalizador utilizado para las determinaciones
bioguimicas
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2.4.1. CRITERIOS UTILIZADOS DE SOBRECARGA Y DEFICIT DE HIERRO

Se definio Sobrecarga de hierro:

-Sobrecarga de hierro moderada cuando se cumplid cualquiera de estas tres situaciones:
Saturacidon de transferrina (STf) superior al 45 % en ambos sexos (WHO, 2000), Ferritina sérica
(FS) mayor de 110 pg/l en mujeres y mayor de 200 pg/l en hombres (Distante, 2006) 0 ST superior
a 45% y FS moderada (entre 110-200ug/l en mujeres y entre 200-300ug/l en hombres).
-Sobrecarga de hierro severa: Saturaciéon de transferrina (STf) superior al 45 % en ambos
sexos y Ferritina sérica (FS) mayor de 200 pug/l en mujeres y mayor de 300 ug/l en hombres
(ferritina severa) (wHO, 2000).

Se definio Déficit de hierro:

Cuando se encontré disminuida la ferritina sérica (< 12) o cuando encontramos dos de los
siguientes parametros alterados: Capacidad de Fijacién del Hierro a la Transferrina (CFHT>55

pg/dl), Saturacién de la transferrina STf (<16%), Ferritina sérica (FS <12 ug/l), VCM < 80 fl
(Arija y cols., 1997; Arija y cols., 1999).

En presencia de inflamacidn, la FS puede dar falsos positivos en el diagndstico de sobrecarga,
mientras que el hierro sérico, la capacidad de fijacién del hierro a la transferrina y el VCM
pueden dar falsos negativos en el diagndstico de déficit de hierro. Por ello, puesto que la
sensibilidad de la FS, la Sideremia, la CFHT y el VCM disminuyen en presencia de inflamacién, al
diferenciar los grupos segln su estado en hierro eliminamos los sujetos con inflamacion,
definiendo inflamacién cuando los niveles de Proteina C Reactiva fueron superiores a 10 mg/I.
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Tabla 14.- Niveles limite para el diagndstico de sobrecarga y déficit de hierro

ESTADO DE HIERRO PARAMETROS MUJERES HOMBRES

Saturacion de la > 45 > 45
Transferrina (%)
SOBRECARGA DE
HIERRO Moderada 110-200 >200
Ferritina sérica (ug/l)

Severa >200 >300
Hemoglobina (g/I) <12 <13
; Saturacion de Transferrina (%) < 16 < 16
DEFICIT DE

HIERRO Ferritina sérica (ug/l) <12 <12
Capacidad de Fijacion > 55 > 55

del Hierro a la Transferrina (pg/dl)
Volumen Corpuscular Medio (fl) < 80 < 80

Tabla 15.- Criterios diagnosticos utilizados
ESTADO EN HIERRO CRITERIO
-ST elevada
SOBRECARGA DE -FS moderada

HIERRO MODERADA -FS severa
-ST elevada +FS moderada

SOBRECARGA DE

HIERROSEVERA -ST elevada + FS severa

-FS disminuida
-Dos de los siguientes parametros
alterados por déficit:

CFHT, ST, FS, VCM.

DEFICIT DE HIERRO
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2.5 DETERMINACION DE MUTACIONES EN EL GEN HFE

Se determinaron los polimorfismos C282Y (mutacion G845A), H63D (mutacion C187G) (Jouanolle
y cols. 1997) y S65C (mutacion A193T) (Mura y cols. 1999) del gen HFE de la HH, mediante la técnica
de PCR (Polimerase Chain Reaction). La ausencia de mutaciones se definié como genotipo
salvaje WT (Wild Type).

El analisis del gen HFE se realizé mediante el DNA extraido de los leucocitos de sangre periférica
conservados con Cell Lysys Solution y a temperatura ambiente, obtenidos a partir de 10 mL de
sangre periférica total recogida en tubos de EDTA.

Para la obtencidon de los genotipos recurrimos a la técnica de PCR (Polimerase chain reaction)
mediante el termociclador DNA thermal cycler 2400,Perkin Elmer (Figura 23), con el fin de
amplificar "in vitro" los exones correspondientes a la regiones del gen portadoras de las
mutaciones. Esta amplificacion la lleva a cabo la enzima taq polimerasa junto con el resto de
elementos que, generalmente intervienen en la reaccién: DNA molde, oligonucledtidos, tampdn
de PCR, MgCl2, dNTPs y H20 estéril.

Figura 23.- Termociclador utilizado para la técnica de
PCR
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Una vez ampliada nuestra secuencia, realizaremos una digestiéon enzimatica mediante enzimas

de restriccion (en la tabla 16 se muestra los diferentes primers y enzimas de restriccion
utilizados en la amplificacion y digestién enzimatica para cada una de las tres mutaciones),

posteriormente realizamos una separacion electroforética mediante geles del

12 %

poliacrilamida al 12% (29: 1,25 Acril-bis) (Figura 24)

Tabla 16.- Primers y enzimas de restriccion utilizados en cada digestion

enzimatica

Cc282Y H63D S65C

Forward primer

Reverse primer

Enzima restriccion

5'-ACATGGTTAA
GGCCTGTTGC-3"

5’-TGGCAAGGGTA 5 -ACATGGTTAA
AACAGATCC-3" GGCCTGTTGC-3"

5’-GCCACATCTGG
CTTGAAATT-3"

5’-GCCACATCTGG
CTTGAAATT-3”’

5"-CTCAGGCAC
TCCTCTCAACA-3”
Infl

Rsal Mbol

Figura 24.- Separacion electroforética
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En cada electroforesis pusimos marcadores de peso molecular apropiados al tamafio de la banda
qgue quisimos amplificar, en este caso se utilizé Unicamente marcadores de peso molecular 50
kb. Finalmente, se realizé una tincion del gel con Nitrato de Plata, que se basa en la reduccién
de los iones de plata, de forma que nos permite visualizar los diferentes fragmentos de DNA
para asi observar los diferentes genotipos (Figura 25).

Los primers utilizados para las mutaciones H63D y S65C son los mismos, debido a la cercania
de dichas mutaciones en el gen.

Figura 25.- Visualizacion de los genotipos del gen HFE en el gel de poliacrilamida

C282Y (G8454A) H63D (C187G) S65C (A193T)

Bandas
(pb)

208

247 147

140 61

111
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2.6 DETERMINACION DE PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO

TBARS PLASMATICOS

Los TBARS se determinaron con el método de Buege y Aust (1978), pero modificado para medida
de fluorescencia (Richard y cols., 1992).

Para ello se realizé una dilucion 1:50 de las muestras con suero fisioldgico, luego se mezclé 1ml
de la muestra diluida con 2 ml de una solucion TCA-TBA-HCI: acido tricloracético al 15 %, acido
tiobarbiturico al 0,37 % (Merck ref.8180) y acido clorhidrico 0,25 N (Probus ref.17750 35 %).
Esta mezcla se llevd a ebullicién durante 15 min a 100°C y posteriormente se enfrié con hielo.
Una vez la muestra enfriada, se centrifugé durante 10 min a 1900 xg a 4°C. Por ultimo el
sobrenadante se leyo en el fluorimetro a 515 nm de longitud de onda de excitacién y 548 de
longitud de onda de emisidn (Rrichard y cols., 1992)

Como estandar se utilizo el bis-dietilacetal malonaldehido a diferentes concentraciones. La recta
obtenida sirvio para determinar la concentracion de la muestra. Los resultados se expresaron en
nmol/ml plasma.

TEST DE ORAC

Cao y cols. (1998) desarrollaron la técnica de ORAC, en la que se mide la capacidad de una
muestra para atrapar radicales peroxilos (ROO") inducidos por 2,2’-azobis (2-amidinopropano)
dihidrochloridro (AAPH) a 37°C (Sigma, ref. 4409/4). Inicialmente esta técnica fue descrita
utilizando la B-ficoeitrina (B-PE) como proteina que recibe el dafio oxidativo de los peroxilos, y
es marcadora de la perdida de fluorescencia. No obstante, el método se modifico
posteriormente debido a la inestabilidad de la fluorescencia de esta proteina, y actualmente se
utiliza la fluoresceina (FL) como marcador de fluorescencia (ou y cols., 2001).

La valoracion de la capacidad antioxidante se desarrolld en un espectrofluorimetro a 485 nm de
excitacién y 538 nm de emisién, en placas de 96 pocillos.
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Como podemos ver en el siguiente grafico, los radicales peroxilos inducidos por el AAPH son los
responsables de la pérdida de fluorescencia a lo largo del tiempo.

FLUORESCENCIA RELATIVA

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
TIEMPO (min)

Fuente: Romeu, 2006

Esta desaparicion no se produce si en la reaccidn, no se incluye el generador de radicales libres,
el AAPH. Por ello la fluorescencia se mantiene a lo largo del tiempo como podemos ver a
continuacion.

100 R S

0,80

0,60

FLUORESCENCIA RELATIVA

020

) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
TIEMPO (min)

Fuente: Romeu, 2006
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Cuando afiadimos a la reaccidén un antioxidante, la pérdida de fluorescencia se retrasa en el
tiempo. En el método del ORAC, el antioxidante usado como referencia es el Trolox (6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico). Asi, las unidades en las que se mide la capacidad
antioxidante de una muestra problema son: mmoles equivalentes de Trolox / | de muestra

Por lo tanto, la capacidad antioxidante de la muestra problema se cuantifica midiendo la
proteccion que ésta ejerce sobre la desaparicion de la fluorescencia, y los resultados se
expresan en relacién a la proteccidon que ofrece una concentracién conocida de Trolox.
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3. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables estudiadas se almacenaron en una base de datos del programa ACCESS vy se
trataron con el paquete estadistico SPSS PC para Windows versién 13.0.

Los resultados se presentan como porcentajes e intervalos de confianza al 95% y como medias
y desviacion estandar. Se utilizaron los tests de la t de Student y analisis de la varianza con la
prueba de Scheffé para la comparacion de medias, el chi-cuadrado para comparar variables
categoricas y la correlacion lineal de Pearson para observar asociaciones entre variables.

En los casos en los que no se cumplieron los criterios de aplicacidon se aplicaron las pruebas no
paramétricas correspondientes.

Se aplicdé la ley de Hardy-Weinberg para observar si la distribucion genotipica de HFE se
encontraba en equilibrio en la poblacién estudiada.

Al agrupar a la poblacion segun su estado en hierro se eliminaron del analisis los sujetos con
inflamacion (PCR>10mg/|) para evitar posibles falsos positivos de la FS.

Se realizaron 2 modelos de Regresién Lineal Mdultiple (RLM) para explicar el efecto de las
mutaciones genéticas sobre los niveles de hierro, uno con la STf como variable independiente y
otro con la ferritina-log. Se realizé la transformacion logaritmica de la ferritina debido a que el
histograma y el test de normalidad sefialaban una marcada asimetria. Ademas, debido que la
ferritina puede verse aumentada en estados inflamatorios o infecciosos se ajusté por la proteina
C reactiva.

Las variables genéticas se agruparon en 5 grupos: a) C282Y heterocigotos, b) H63D
heterocigotos, c) S65C heterocigotos, d) H63D homocigotos, e) compuestos heterocigotos
H63D/S65C y C282Y/H63D. Se crearon variables dummy con estos 5 grupos de mutaciones con
la finalidad de comparar cada una de ellas con el genotipo salvaje. En ambos modelos se utilizé
el método “Introducir o Enter” para las variables dummy genéticas (no,si) y el método “paso a
paso o step wise” para las variables dietéticas relacionadas con el metabolismo del hierro:
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energia en Kcal, hierro hemo y no hemo (mg/dia), proteinas (g/dia), fibra (g/dia), calcio
(mg/dia), vitamina C (mg/dia), alcohol (g/dia). Ademas, los modelos se ajustaron por el habito
tabaquico (cigarrillos/dia), el nivel de actividad fisica (horas/semana), suplementos de hierro
(no, si), el sexo (mujer, hombre), la edad (afios)y el BMI (Kg/ m?).

Posteriormente se crearon estos mismos modelos separando por género la muestra y por tanto
excluyendo la variable sexo del analisis. También se realizé el mismo modelo para la ferritina-
log en individuos mayores de 50 afios para observar el efecto de las mutaciones a lo largo del
tiempo.

Para observar el efecto de los niveles de hierro sobre el estrés oxidativo, se crearon 2 modelos
de Regresion Lineal Multiple, uno con los TBARS plasmaticos como variable independiente y otro
con la variable ORAC. En ambos modelos se utilizé6 el método “Introducir” para las variables de
los niveles de hierro (STf y FS) y el método “paso a paso” para las variables que pudieran tener
relacidon con el estrés oxidativo: Edad (afios), sexo (mujer, hombre), hierro hemo y no hemo
(mg/dia), retinol (ug/dia), betacaroteno (ug/dia), vit.D(ug/dia), vit.E (pg/dia), vit.C (mg/dia),
alcohol (g/dia), tabaco (cig/dia), suplementos de hierro (no, si) y proteina C reactiva (mg/I) .
Posteriormente se crearon los mismos modelos separando por genero la muestra y por tanto
excluyendo la variable sexo del analisis.

En todos los casos se aceptd un nivel de significacion de p<0,05.
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1. DESCRIPCION DE LA POBLACION

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El estudio se realizd a un total de 817 sujetos de entre 18 y 75 afios de los municipios de

Cambrils (n=408) y de la Pobla de Mafumet y el Morell (n=409).

En la tabla 17 y figura 26 se describe la poblacidn participante en el estudio segun grupos de
edad y sexo en comparacién con la poblacién total de estas ciudades. También se describe el

nivel socioecondmico y cultural de la poblacién estudiada (Tabla 18).

Tabla 17.- Representacion de los sujetos de la poblacion de estudio por grupos de edad y sexo

HOMBRES MUJERES TOTAL
GRUPOS % % %
EDAD (n) (n) (n)
(afios)
Estudio Censo* Estudio Censo* Estudio Censo*
18-29 11,2 13 13,1 12,65 24,3 25,6
(91) (2657) (107) (2591) (198) (5248)
30-44 17,4 17,7 17,2 17,16 34,6 34,8
(142) (3622) (140) (3513) (282) (7135)
45-64 13,7 14,92 15,2 14,51 29 29,4
(112) (3055) 124 (2972) (236) (6027)
65-75 5,5 4,97 6,6 5,09 12,1 10,1
(45) (1018) (54) (1043) (99) (2061)
TOTAL 47,9 50,6 52,1 49,4 100 100
(390) (10352) (425) (10119) (815) 20471

* Total de la poblacion censada en Cambrils, El Morell y La Pobla de Mafumet.

Datos obtenidos del Instituto de Estadistica de Catalufia: http://www.idescat.net
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Figura 26.- Comparativa de la poblacién estudiada y la censada

Poblacion de Estudio Poblacion Censada
n=815 n=20.471

O18-29 anos
O 30-44 ahos
O 45-64 anos
B 65-75 afos

O18-29 ainos
O030-44 anos
O45-64 anos
H65-75 ahos

Tabla 18.- Porcentaje de la poblacién segun el nivel socioeconémico

NIVEL SOCIOECONOMICO MUJERES HOMBRES TOTAL
n=425 n=390 n=815
% % %
Sin estudios 4 2,3 3,2
Nivel de Primaria, ESO, EGB 49,6 50 49,8
estudios Secundaria, BUP, EFP 32,9 35,9 34,4
Universitarios 13,4 11,8 12,6
Sin cualificacién 68,9 58,2 63,8
Profesion Profesion de grado medio o pequefio 27,3 36,7 31,8
negocio
Profesion de grado superior, técnico, 3,8 5,1 4,4
mediana o grandes empresas
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1.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS SEGUN EDAD Y SEXO

En las tablas siguientes de la 19 a la 23 se describen los parametros bioquimicos del estado en
hierro seglin grupos de edad y sexo. El RTfs solo se determindé en una parte de la poblacién
debido a su elevado coste.

Se observa que la ferritina sérica y la PCR aumentan con la edad en hombres y mujeres. El
aumento de los niveles ferritina sérica es a partir de los 45 afos en las mujeres y a partir de los
30 en los hombres. En general, los hombres tienen niveles mas elevados de hierro corporal que

las mujeres (Tabla 21).

Tabla 19.- Parametros bioquimicos del estado en hierro en las mujeres por grupos de edad

18-29° 30-44° 45-64° 65-751
n=107 n=140 n=124 n=54 P
Media DT Media DT Media DT Media DT
Hematocrito (%) 39,5 2,8 39,6 2,9 40,7 2,8 41,1 2,6 | ac*adr ber, bd™
Hemoglobina (g/dl) 14,5 12,5 13,3 1,0 13,6 1,0 13,7 0,9
VCM (fl) 88,8 4,9 90,0 4,4 88,7 5,4 90,3 3,3
HCM (pg/cél) 29,8 1,9 30,2 1,7 29,8 1,9 30,2 1,1
CHCM (g/dl) 33,6 0,8 33,5 0,8 33,5 0,7 33,5 0,5
Hierro sérico (pg/dl) 16,0 6,6 14,2 6,6 14,6 4,8 14,4 4,6
Transferrina (mg/dl) 2,7 0,5 2,6 0,4 2,7 1,4 2,5 0,3
CFHT (mg/dl) 54,6 9,6 52,7 8,1 54,8 28,2 | 49,9 5,6
STf (%) 30,5 14,7| 278 135| 28,8 11,1 | 29,1 9,4
Ferritina sérica (pg/1) 35,4 21,2 38,1 39,0 68,0 52,2 92,9 65,2 a:dijbc
PCR (mg/I) 2,8 5,9 2,1 3,7 3,3 4,0 4,2 4,1 | be*
n=42 n=53 n=42 n=20
RTfs (mg/l) 2,2 1,3 2,3 1,5 1,9 1,0 3,1 1,5 | <@

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica entre los grupos a,b,c,d

VCM: Volumen Corpuscular Medio,

HCM:

Hemoglobina Corpuscular Media,

CHCM: Concentracién de

Hemoglobina Corpuscular Media, CFHT: Capacidad de Fijacién del Hierro a la Transferrina, STf: Saturacién de
la Transferrina, PCR: Proteina C Reactiva, RTfs: Receptor soluble de Transferrina, DT: Desviacion Tipica.
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Tabla 20.- Pardmetros bioquimicos del estado en hierro en los hombres por grupos de edad

18-29° 30-44" 45-64 ¢ 65-75¢ p
n=91 n=142 n=112 n=45
Media DT Media DT Media DT Media DT
Hematocrito (%) 45,5 2,4 45,5 2,7 46,2 3,4 45,0 3,4
Hemoglobina (g/dl) 15,4 0,9 15,4 0,9 15,6 1,1 15,1 1,2
VCM (fl) 89,7 3,1 90,6 4,4 91,5 4,0 91,9 4,4 | acrad
HCM (pg/cél) 30,3 1,3 30,8 1,4 30,8 1,6 30,9 1,6 | %"
CHCM (g/dl) 33,7 0,9 33,9 0,8 33,7 0,8 33,6 0,7
Hierro sérico (ug/dl) 18,7 7,1 19,8 6,6 19,1 9,2 17,0 6,2
Transferrina (mg/dl) 2,6 0,3 2,4 0,3 2,5 0,4 2,4 0,4
CFHT (mg/dl) 51,1 7,0 48,9 6,5 50,3 7,1 47,8 7,7
STf (%) 37,2 14,8 | 41,0 14,3 39,6 25,6 36,9 16,0
Ferritina sérica (pg/1) | 103,3 68,0 | 173,7 201,5| 153,4 126,6 | 181,2 156,9 | "~
PCR (mg/1) 10 16| 26 33| 29 33| a7 es |
n=43 n=60 n=49 n=21
RTfs (mg/l) 2,7 1,2 |28 1,3 2,8 1,4 2,1 1,0

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica entre los grupos a,b,c,d
VCM: Volumen Corpuscular

Medio,

HCM:

Hemoglobina Corpuscular

Media,

CHCM:

Concentracién de
Hemoglobina Corpuscular Media, CFHT: Capacidad de Fijacién del Hierro a la Transferrina, STf: Saturacion de la
Transferrina, PCR: Proteina C Reactiva, RTfs: Receptor soluble de Transferrina, DT: Desviacién Tipica.

Tabla 21.- Parametros bioquimicos del estado en hierro por sexos

MUJERES HOMBRES TOTAL
n=425 n=390 p n=815
Media DT Media DT Media DT
Hematocrito (%) 40,1 2,8 45,7 3,0 *** 1 42,8 4,0
Hemoglobina (g/dl) 13,7 6,3 15,4 1,0 *¥** 1145 4,7
VCM (fl) 89,4 4,7 90,8 4,1 ***1 90,1 4,5
HCM (pg/cél) 30,0 1,8 | 30,7 1,5 w303 1,7
CHCM (g/dI) 33,5 0,7 | 33,8 0,8 #xx | 336 0,8
Hierro sérico (pg/dl) 14,8 5,9 19,0 7,5 *** 1 16,8 7,0
Transferrina (mg/dl) 2,7 0,8 2,5 0,4 ** 12,6 0,7
CFHT (mg/dl) 53,5 16,8 | 49,7 7,0 *** 1 51,6 13,2
STf (%) 28,9 12,7 1 39,3 18,5 ***1 33,9 16,6
Ferritina sérica (pug/l) | 53,1 48,5 | 152,3 154,9 | *** | 100,7 123,2
PCR (mg/I) 2,9 a5 |26 3,8 2,7 4,2
n=157 n=173 n=330
RTfs (mg/l) 2,3 1,3 2,7 1,3 *x 2,5 1,3

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica entre los grupos
a,b,c,d. VCM: Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media,
CHCM: Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media, CFHT: Capacidad de
Fijacion del Hierro a la Transferrina, STf: Saturacion de la Transferrina, PCR:
Proteina C Reactiva, RTfs: Receptor soluble de Transferrina, DT: Desviacién Tipica.
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Para eliminar el efecto que la inflamacion pued tener sobre los niveles de FS, en las tablas 22 y
23 se describen los niveles de FS y de PCR una vez eliminados los individuos con PCR>10mg/|
(n=16 mujeres y 19 hombres) se describen los niveles de ferritina sérica y de PCR por grupos

de edad (Tablas 22 y 23).

Se observa que los valores medios de estos parametros son similares a los de las tablas 19, 20
y 21, donde no se habian eliminados los sujetos con inflamacion.

Tabla 22.- Niveles séricos de ferritina y proteina C reactiva en los individuos sin inflamacion
por grupos de edad en mujeres y hombres.

18-29° 30-44° 45-64° 65-75¢
Media DT | Media DT | Media DT | Media DT P
Mujeres n=409 n=101 n=137 n=118 n=53
Ferritina sérica (pg/l) 34,6 21,4 36,5 36,8 66,4 50,6 91,9 65,4 acrradmr
bk **bd o
PCR (mg/l) 1,7 2,2 1,6 1,9 2,6 2,0 3,7 2,7 acrad=rrberr
bd***cd*
Hombres n=371 n=90 n=134 n=107 n=40
Ferritina sérica (pg/1) | 103,4 68,4 | 1752 206,5 | 154,0 128,3 | 160,6 129,2 ab*x
PCR (mg/l) 0,9 1,0 1,8 1,5 2,4 2,1 2,8 2,5 ab*racrr
ad***pd*

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion. PCR: Proteina C Reactiva, DT: Desviacion tipica.
Eliminados los individuos con inflamacién: PCR>10mg/L (Mujeres=16, Hombres=19)

Tabla 23.- Niveles séricos de ferritina y proteina C reactiva en los individuos sin
inflamacion por sexos.

MUJERES HOMBRES TOTAL
n=409 n=371 p n=780
Media DT Media DT Media DT
Ferritina sérica (pug/l) 51,9 47,6 | 150,1 154,0 | *** 98,7 122,0
PCR (mg/I) 2,2 2,3 1,9 1,9 * 2,0 2,1

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion. PCR: Proteina C Reactiva,
DT: Desviacion tipica. Eliminados los individuos con inflamaciéon: PCR>10mg/L
(Mujeres=16, Hombres=19)
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1.3 CONSUMO ALIMENTARIO, INGESTA ENERGETICA Y

NUTRICIONAL SEGUN EDAD Y SEXO

En las tablas 24 y 25 se describe el consumo alimentario por grupos de edad. Se observa un

menor consumo de carne, cereales, dulces y bebidas azucaradas en el grupo de 65-75 afios en

comparacion con los grupos de edad mas jovenes, principalmente con el de 18-29 afios, tanto

en mujeres como en hombres.

En la tabla 26 se describe la diferencia entre sexos y observamos que los hombres consumen

mayor cantidad de carne, pescado, huevos, cereales, tubérculos, dulces, bebidas azucaradas y

alcohdlicas; y menos de leche y productos lacteos, verduras y frutas que las mujeres.

Tabla 24.- Consumo alimentario en las mujeres por grupos de edad

18-29° 30-44° 45-64° 65-751

Alimentos n=107 n=140 n=124 n=54 p

(g,ml/dia) Media DT Media DT Media DT Media DT
Carne 140,0 61,5 146,8 69,0 124,8 62,1 105,6 60,5 | ad™d™
Pescado 60,6 54,1 65,1 56,3 67,0 53,8 73,7 42,9
Huevos 22,2 20,3 26,7 27,5 22,8 22,6 18,0 15,8
Leche 201,2 150,9 | 241,5 149,0 | 232,9 166,5 | 210,9  148,5
Productos lacteos 108,4 73,0 100,7 77,0 107,3 85,8 79,3 72,2
Aceites 42,9 18,7 | 44,4 17,1 41,1 15,6 | 40,6 17,0
Frutos secos 3,3 6,4 4,9 8,6 4,5 10,7 6,0 12,8
Cereales 163,5 72,6 155,6 72,8 140,3 74,1 126,2 59,4 ad*
Patatas 77,9 59,1 63,1 56,3 53,8 43,9 59,4 40,0 |
Legumbres 11,4 18,0 12,6 18,0 17,1 22,5 15,1 23,7
Verduras 166,2 101,9 | 178,8 110,9 | 189,3 89,1 199,5 92,2
Frutas 156,6  154,9 | 227,9 199,3 | 245,6  154,8 | 247,6  131,1 | 3bracrrad*
Dulces 40,6 32,7 31,2 29,3 17,9 18,8 11,8 11,9 Zb*a;**ad***

-

Bebidas azucaradas | 96,3 169,2 | 79,0 145,3 | 33,1 83,1 34,7 100,7 | " ber
Bebidas alcohélicas | 28,7 77,6 140,0 61,5 146,8 69,0 124,8 62,1 be*
Vino 14,6 42,9 | 60,6 54,1 65,1 56,3 67,0 53,8

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacién estadistica entre los grupos <¢ DT: Desviacién

tipica
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Tabla 25.- Consumo alimentario en los hombres por grupos de edad
18-29° 30-44° 45-64° 65-75¢
Alimentos n=91 n=142 n=112 n=45 p
(g,ml/dia) Media DT Media DT Media DT Media DT
Carne 220,9 106,3 | 210,9 88,5 189,0 89,9 144,2 82,5 ad*=*bd=
Pescado 78,6 64,0 76,1 65,1 101,8 80,1 91,7 76,8
Huevos 32,7 28,0 28,3 27,2 26,6 24,4 23,9 21,6
Leche 203,2 157,3 | 177,2 1209 | 172,2 169,8 | 149,3 110,2
Productos lacteos 128,2 94,1 107,7 78,7 86,1 78,2 58,5 60,3 acrradrer bd=x
Aceites 55,5 21,6 54,2 18,3 53,9 19,0 52,0 18,7
Frutos secos 4,8 9,4 9,4 22,0 6,6 12,5 8,1 16,0
Cereales 263,8 103,6 | 235,8 89,2 206,5 83,8 170,5 75,0 | acrrradrrrbd
Patatas 77,2 53,2 72,6 51,9 71,6 56,3 77,6 67,3
Legumbres 16,1 23,5 14,9 17,6 19,2 30,5 20,7 28,8
Verduras 165,1 110,0 | 191,8 111,4 | 205,4 108,1 | 204,0 104,9
Frutas 187,8 216,3 | 203,1  159,5 | 244,4 160,3 | 259,7 154,2
Dulces 55,1 39,2 | 41,8 36,2 21,6 25,5 20,6 27,1 Zb*“*b;*ad***
-
Bebidas azucaradas | 149,6 207,1 | 128,6 212,2 | 51,6 119,8 | 47,4 87,7 ac*radrbex
Bebidas alcohélicas | 82,2 137,5 | 192,7 305,6 | 159,1 301,6 | 60,5 182,3 | ab*bd
Vino 50,2 115,7 | 94,5 124,1 | 131,9 180,0 | 117,9 137,5 | &

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacién estadistica entre los grupos >4 DT: Desviacion tipica

Tabla 26.- Consumo alimentario bpor sexos

MUJERES HOMBRES TOTAL
Alimentos n=425 n=390 P n=815
(g,ml/dia) Media DT Media DT Media DT
Carne 133,8 65,3 1989 952 | ***| 164,4 87,0
Pescado 65,5 53,5 86,0 71,6 *xx | 75,2 63,4
Huevos 23,4 23,2 | 28,3 26,0 | ** | 25,7 24,7
Leche 225,1 155,1 | 178,4 144,5 | *** | 203,1 151,9
Productos lacteos 102,1 78,4 100,2 83,0 101,2 80,6
Aceites 42,6 17,1 54,1 19,3 **x | 48,0 19,0
Frutos secos 4,5 9,4 7,4 16,5 xx 5,8 13,3
Cereales 149,6 72,5 225,9 93,9 *** 1 185,5 91,5
Patatas 63,7 52,6 74,0 55,3 *x 68,5 54,1
Legumbres 13,9 20,2 17,1 24,6 * 15,4 22,4
Verduras 181,1 100,6 | 191,1 110,0 185,8 105,2
Frutas 217,2 1719 | 218,4 175,1 217,8 173,3
Dulces 27,4 27,9 36,4 35,7 **x 31,6 32,1
Bebidas Azucaradas | 64,7 134,7 | 101,2 181,0 | ** 81,9 159,1
Bebidas alcohdlicas | 22,9 61,0 141,8 265,8 | *** | 78,8 196,6
Vino 22,4 61,7 | 98,1 145,2 | *** | 58,0 115,5

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacién estadistica entre sexos
DT: Desviacion Tipica

149




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION
Nuria Aranda Pons

ISBN:

978-84-691-1012-6/DL:T.2253-2007

Resultados

En las tablas 27 y 28 se describe la ingesta de energia y nutrientes por grupos de edad. Se

observa menor ingesta de energia y macronutrientes en el grupo de 65-75 afios en comparacion

con los grupos de edad mas jovenes, principalmente con el de 18-29 afios, tanto en mujeres

como en hombres.

Con respecto a los micronutrientes, la ingesta de hierro, tiamina, niacina y piridoxina es menor

en el grupo de mujeres mayores respecto al mas joven. En los hombres, la ingesta de calcio,

hierro, tiamina, niacina, piridoxina y cianocobalamina es menor en el grupo de mayor edad

respecto al de menor edad.

Tabla 27.- Ingesta energética y nutricional en las mujeres por grupos de edad

18-29° 30-44° 45-64° 65-75¢
Unidades/dia n=107 n=140 n=124 n=54 p
Media DT Media DT Media DT Media DT
Energia, Kcal 1984,7 469,7 1977,6 517,3 1738,0 464,8 1608,7 438,8 acTradTHberrbd
Proteinas, g 80,8 18,8 83,1 20,1 78,4 21,0 71,7 20,2 bd*
Glacidos, g 193,3 57,9 192,6 67,2 169,8 56,6 159,0 50,3 acradberbd*
Fibra alimentaria,g 15,5 5,8 16,1 6,7 16,6 5,3 16,8 5,4
Lipidos, g 96,3 27,5 93,1 26,9 80,5 26,6 74,0 26,1 acrrad b rbd
AGS, g 28,5 9,3 26,5 9,2 21,2 8,4 17,7 7,1 acrrradrrrbertrbd e
AGMI, g 46,8 14,6 46,4 14,5 40,7 13,7 38,9 15,0 acrad*bcrbd*
AGPI, g 12,2 5,4 11,4 5,1 10,4 5,4 10,1 7,9
Colesterol, mg 321,1 103,4 354,6 137,1 286,1 125,2 238,3 83,0 adrrberrrbd e
Alcohol, g 3,0 6,8 53 11,7 2,9 5,2 2,9 6,1
Calcio, mg 773,3 300,1 783,8 258,0 774,2 292,8 678,6 242,3
Hierro total, mg 10,8 3,8 10,3 4,1 9,9 3,7 8,9 4,4 adr
Hierro hemo, mg 3,4 2,1 3,3 2,4 3,1 1,9 2,7 2,5
Hierro no hemo, mg | 7,5 3,0 7,1 2,9 6,8 3,3 6,1 2,5
Retinol, ug 322,8 384,5 381,4 791,4 | 465,0 1616,1 | 272,0 765,5
Bcaroteno, g 3369,9 3495,2 | 3512,3 3299,6 | 3919,9 3554,3 | 3714,7 2801,0
Vit.D, ug 2,1 2,5 2,1 2,1 2,0 2,1 1,2 1,0
Vit.E, ug 11,3 5,0 11,3 4,9 10,7 5,0 11,0 6,7
Vit.C, mg 94,3 73,4 106,3 85,0 119,7 61,3 111,9 66,2
Tiamina, mg 1,4 0,4 1,3 0,4 1,2 0,4 1,0 0,3 ac*rad=**bdr*
Riboflavina, mg 1,6 0,4 7,3 26,9 6,9 41,0 7,2 31,8
Niacina, mg 17,7 5,4 18,2 5,6 16,8 5,5 14,6 4,4 ad*bd==
Piridoxina, mg 1,7 0,5 1,7 0,5 1,6 0,5 1,4 0,4 ad*bd*=
Cobalamina, pg 4,6 3,3 4,9 3,8 51 6,7 4,0 3,5
Folatos, ug 261,8 116,3 277,5 113,5 296,8 102,0 279,1 87,3

’fp<0,05; **p<0,01; ***p<0,001:

1: Nivel de significacion estadistica entre los grupos abcd DT: Desviaciéon Tipica, AGS:
Acidos Grasos Saturados, AGMI: Acidos Grasos Monoinsaturados, AGPI: Acidos Grasos Poliinsaturados, Vit: Vitamina
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Tabla 28.- Ingesta energética y nutricional en los hombres por grupos de edad
18-29° 30-44° 45-64 ¢ 65-75¢
Unidades/dia n=91 n=142 n=112 n=45 p
Media DT Media DT Media DT Media DT
Energia, Kcal 2783,3 736,8 2708,5 601,4 2416,5 600,3 2093,1 556,9 [ actradtrrbertreds
Proteinas, g 114,4 32,3 107,9 24,3 104,4 25,6 85,8 22,9 adrrrbdrrred
Glacidos, g 277,5 90,8 254,1 72,5 219,0 65,2 194,6 67,5 acrrrad b b e
Fibra alimentaria,g 19,2 8,0 19,9 7,2 20,0 7,2 20,3 7,1
Lipidos, g 127,3 37,5 124,3 34,2 108,0 33,1 95,2 30,3 acrradrrberrbd
AGS, g 38,1 14,1 35,1 11,3 28,3 10,0 22,5 7,6 acTrrad=rrberrtbd
AGMI, g 60,4 18,4 60,5 17,1 56,1 18,5 51,0 17,4 ad*bd*
AGPI, g 16,4 7,1 17,0 10,0 14,2 6,7 12,9 6,9 bd*
Colesterol, mg 461,1 181,7 426,0 155,2 377,0 139,1 302,8 100,7 acrradrrrbdr
Alcohol, g 9,9 16,0 20,8 25,4 21,7 27,3 16,6 17,4 abracr*
Calcio, mg 943,1 399,1 864,2 357,2 777,8 334,4 619,8 248,1 acrad*rrbdre
Hierro total, mg 12,2 4,2 11,5 4,4 11,1 3,3 9,3 2,4 ad**bd*
Hierro hemo, mg 4,2 2,6 4,2 3,0 4,0 2,0 3,0 1,7
Hierro no hemo, mg | 8,0 3,1 7,3 2,7 7,1 2,5 6,3 1,9 adr*
Retinol, ug 552,4 1300,9 | 376,3 690,7 369,2 931,7 171,7 80,9
Bcaroteno, g 2712,7 3205,4 | 2947,2 2697,3 | 3124,2 2728,6 | 3520,5 4721,6
Vit.D, ug 3,1 2,7 2,6 2,4 3,3 3,5 2,7 2,6
Vit.E, pug 14,7 6,7 15,4 9,3 13,3 5,6 12,7 5,4
Vit.C, mg 97,3 87,3 99,4 63,0 107,0 62,0 118,2 80,1
Tiamina, mg 1,8 0,6 1,7 0,5 1,5 0,5 1,3 0,4 acradrrbdre
Riboflavina, mg 6,2 22,7 2,0 0,5 2,6 6,8 6,3 32,0
Niacina, mg 25,6 9,3 25,2 8,1 24,2 7,8 18,9 5,9 adrxrbdrrred
Piridoxina, mg 2,3 0,7 2,3 0,7 2,2 0,7 1,8 0,4 adrbdrrred
Cobalamina, ug 7,4 6,3 6,0 3,6 7,0 6,9 4,5 2,4 ad*
Folatos, ng 307,7 131,6 328,2 124,5 333,4 132,5 310,5 94,7

Nivel de significacion estadistica entre los grupos **¢ DT:

Desviacion Tipica, AGS:

Acidos Grasos Saturados, AGMI: Acidos Grasos Monoinsaturados, AGPI: Acidos Grasos Poliinsaturados, Vit: Vitamina
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En general, la ingesta de energia y nutrientes es menor en las mujeres que en los hombres,
siendo esta diferencia significativo para la gran mayoria como se observa en la tabla 29.

Tabla 29.- Ingesta energética y nutricional por sexos

MUJERES HOMBRES TOTAL
Unidades/dia n=425 n=390 p n=815

Media DT Media DT Media DT
Energia, Kcal 1865,8 500,5 2567,1 666,9 *¥** 1 2195,1 681,1
Proteinas, g 79,8 20,3 105,7 27,7 ***192,0 27,3
Gllacidos, g 182,1 61,3 242,1 79,3 ** | 210,3 76,4
Fibra alimentaria,g 16,1 5,9 19,8 7,4 ***117,9 6,9
Lipidos, g 88,0 28,0 116,7 35,8 ***1101,5 35,0
AGS, g 24,4 9,5 32,3 12,4 **x | 281 11,6
AGMI, g 44,0 14,7 58,0 18,1 *** 1 50,6 17,8
AGPI, g 11,2 5,7 15,6 8,3 *x | 132 7,4
Colesterol, mg 312,3 125,7 405,0 159,0 *** 1 355,9 149,5
Alcohol, g 3,7 8,4 18,0 23,7 *** | 10,4 18,8
Calcio, mg 765,9 278,8 828,0 361,8 ** 1 795,1 321,7
Hierro total, mg 10,1 4,0 11,3 4,0 ***110,7 4,0
Hierro hemo, mg 3,2 2,2 4,0 2,5 ***1 3,6 2,4
Hierro no hemo, mg | 7,0 3,0 7,3 2,7 7,1 2,9
Retinol, ug 378,2 1039,1 | 390,3  905,6 383,9 978,1
Bcaroteno, ug 3619,4 3368,8 | 3013,3 31224 * 3334,9 3267,4
Vit.D, ug 2,0 2,1 2,9 2,9 x| 24 2,5
Vit.E, ug 11,1 5,2 14,3 7,4 ***112,6 6,5
Vit.C, mg 107,8 73,9 103,4 71,1 105,8 72,6
Tiamina, mg 1,2 0,4 1,6 0,6 ** 11,4 0,5
Riboflavina, mg 5,7 29,2 3,6 15,9 4,8 23,9
Niacina, mg 17,2 5,5 24,3 8,3 20,5 7,8
Piridoxina, mg 1,6 0,5 2,2 0,7 1,9 0,7
Cobalamina, pg 4,8 4,7 6,4 5,4 5,5 5,1
Folatos, ug 279,3 108,6 322,9 125,4 299,8 118,7

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacién estadistica entre los grupos "¢

DT: Desviacidon Tipical, AGS: Acidos Grasos Saturados, AGMI: Acidos Grasos
Monoinsaturados, AGPI: Acidos Grasos Poliinsaturados, Vit: Vitamina
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1.4 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS Y ESTILOS DE VIDA SEGUN
EDAD Y SEXO

Las medidas antropomeétricas y estilos de vida se describen en las tablas 30, 31 y 32 segun
grupos de edad y sexo.

Como se observa en las tablas, el peso y el IMC aumentan con la edad tanto en mujeres como
hombres. En las mujeres, la ingesta de alcohol es estable por grupos de edad mientras que el
consumo de tabaco es mayor en los grupos de menor edad, de hecho no hemos encontrado
mujeres fumadoras en el grupo de 65-75 afios. Respecto a la actividad fisica se observa una
tendencia ascendente al aumentar la edad aunque las diferencias no son significativas.

En los hombres, la ingesta de alcohol es mayor en los grupos intermedios (de 30 a 64 afios),
mientras que el consumo de tabaco sigue siendo mayor en los grupos de menor edad. Respecto

a la actividad fisica se observa es mayor en el grupo de mayor edad.

Los suplementos de hierro tienen una frecuencia ocasional tanto en hombres como en mujeres y
no se observan diferencias significativas en cuanto a grupos de edad.

Tabla 30.- Medidas antropométricas y estilos de vida en las mujeres por grupos de edad

18-29° 30-44° 45-64° 65-75¢
n=107 n=140 n=124 n=54 pt
Media DT Media DT Media DT Media DT
Peso (kg) 60,2 10,6 | 64,3 13,6 | 70,5 12,7 | 74,2 12,8 | ac™rrad™r b= ber
Altura (m) 1,61 0,07 | 1,60 0,07 | 1,56 0,06 | 1,53 0,06 | ac*rradrrrberrrbdrrred®
IMC (kg/m?) 23,2 3,7 25,2 4,9 29,1 5,2 31,9 5,2 | @bracrrradtrrberrrbdrrred
Alcohol (g/dia)# 3,9 8,1 2,7 7,4 2,3 5,9 3,1 6,0
Tabaco (cig/dia) # 7,1 8,9 5,8 8,2 1,2 4,4 0 0 acrrrad rrberrrbd
Actividad fisica 1,9 3,8 2,2 5,1 2,6 3,4 3,8 6,1
(h/sem)#
pz
Suplementos de 5,6 6,4 4,8 1,9
hierro (%)#

p!, Andlisis de la varianza con prueba de Scheffe's para comparaciones mdltiples, p?: X? =1,73 p=0,63;
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: nivel de significacién estadistica entre los grupos %<9, IMC: indice de Masa Corporal,
DT: Desviacion Tipica. # Resultados segun la encuesta de habitos y estilos de vida.
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Tabla 31.- Medidas antropométricas y estilos de vida en los hombres por grupos de edad
18-29 2 30-44° 45-64° 65-75¢
n=91 n=142 n=112 n=45 pt
Media DT Media DT Media DT Media DT
Peso (kg) 75,9 12,5 81,4 13,4 | 82,0 12,6 | 77,5 11,3 TBFack
Altura (m) 1,76 0,06 | 1,73 0,07 | 1,67 0,06 | 1,65 0,07 JRT———
(-
IMC (kg/m?) 24,4 3,5 | 27,3 4,1 | 29,3 39 | 284 14,1 ab*ssactssad et
Alcohol (g/dia)# 11,4 14,3 | 21,6 28,4 | 21,8 26,5 | 17,6 21,2 ab*ack
Tabaco (cig/dia) # 6,9 10,2 | 8,7 12,2 | 5,6 11,510,9 3,4 ad*bd*
Actividad fisica (h/sem)# 4,9 6,7 3,0 6,0 3,8 5,9 10,7 9,5 ad*RR DRk
2
p
Suplementos de hierro (%) # 1,1 1,4 0 0

p!, Andlisis de la varianza con prueba de Scheffe 's para comparaciones multiples, prz: X? =2,107 p=0,55, *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001: nivel de significacién estadistica entre los grupos %<9, IMC: Indice de Masa Corporal, DT: Desviacién
Tipica. # Resultados segln la encuesta de habitos y estilos de vida.

Tabla 32.- Medidas antropométricas y estilos de vida por sexos
MUJERES HOMBRES TOTAL
n=425 n=390 pt n=815
Media DT Media DT Media DT
Peso (kg) 66,3 13,4 | 79,8 12,9 | *xx | 72,7 14,8
Altura (m) 1,58 0,07 11,71 0,08 | *** | 1,64 0,10
IMC (kg/m?) 26,7 56 | 27,4 4,3 27,0 5,0
Alcohol (g/dia)# 2,9 7,0 | 18,8 24,7 | *** | 10,5 19,5
Tabaco (cig/dia) # 4,1 7,4 6,5 11,1 | *** | 52 9,4
Actividad fisica (h/sem)# 2,4 4,5 4,6 7,0 **x | 3,5 5,9
pz
Suplementos de hierro (%) # 5,2 0,8 3,1

grupos

a,b,cd

p!, Andlisis de la varianza con prueba de Scheffe s para comparaciones multiples,
X2=2,43 P=0,48; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: nivel de significacién estadistica entre los
IMC: Indice de Masa Corporal, DT: Desviacién Tipica, # Resultados segln
encuesta de habitos y estilos de vida.

p:

2
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1.5 PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO SEGUN EDAD Y SEXO

Las tablas 33 y 34 presentan los resultados de la valoracion del estrés oxidativo en mujeres y
hombres respectivamente. Observamos que el nivel de estrés oxidativo medido con los TBARS
plasmaticos aumenta con la edad, tanto en hombres como mujeres de forma significativa. Lo
mismo ocurre con la capacidad antioxidante del plasma medida con el test de ORAC. No se
observan diferencias significativas en los parametros de estrés oxidativo estudiados entre sexos.

Tabla 33.- Parametros de estrés oxidativo en las mujeres por grupos de edad

18-29° 30-44° 45-64° 65-75¢
n=107 n=140 n=124 n=54 p
Media DT Media DT Media DT Media DT
TBARS 0,91 0,24 | 0,99 0,31 | 1,01 0,32 | 1,05 0,29 | abracrrradt
(nmol/ml)
Test de ORAC 9,08 6,96 | 9,20 7,19 | 9,99 6,73 | 10,99 8,05 | o
(mmol eq Trolox /I)

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: nivel de significacién estadistica entre los grupos >>“¢ DT:Desviacién
Tipica, TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, Test de ORAC:Capacidad antioxidante del

plasma
Tabla 34.- Parametros de estrés oxidativo en los hombres por grupos de edad
18-29° 30-44° 45-64° 65-751
n=107 n=140 n=124 n=54 p
Media DT Media DT Media DT Media DT
TBARS 0,87 0,27 0,96 0,30 1,02 0,33 0,99 0,26 |
(nmol/ml)
Test de ORAC 9,62 7,12 8,35 559 9,24 6,48 | 12,06 10,11 | b9
(mmol eq Trolox /I)

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: nivel de significacidén estadistica entre los grupos >“¢ DT:Desviacién
Tipica, TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, Test de ORAC:Capacidad antioxidante del
plasma

Tabla 35.- Parametros de estrés oxidativo por sexos

MUJERES HOMBRES TOTAL
n=425 n=390 n=815
Media DT Media DT Media DT
TBARS 0,98 0,30 | 0,96 0,30 | 0,97 0,30
(nmol/ml)
Test de ORAC 9,62 7,121 9,33 6,92 | 9,48 7,02
(mmol eq Trolox /1)

DT:desviacion tipica, TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico,
ORAC:capacidad antioxidante del plasma. No se han observado diferencias
significativas
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2. PREVALENCIA DE SOBRECARGA DE HIERRO

En la tabla 36 se describe los porcentajes de sujetos con parametros del estado de hierro
alterados tanto por déficit como por exceso de hierro.

Tabla 36.- Porcentaje de sujetos con parametros del estado de hierro alterados por
grupos de edad.

Mujeres Parametros 18-29 | 30-44 | 45-64 | 65-75
n=101 | n=137 | n=118 | n=53 | n=409
Hb< 12 g/l Mujeres 6,9 12,4 5,1 1,9 7,6
STf < 16 % 10,9 18,4 11,9 1,9 12,5
Déficit de hierro | FS < 12ug/I 8,9 12,6 5,1 1,9 8,1
CFHT > 55 pg/dl 40,6 35,3 31,4 18,9 33,3
VCM < 80 fl 4 3,6 3,4 0 3,2
STf > 45 % 11,9 10,3 7,6 3,8 9,1
Exceso de hierro | FS (ug/l) 1 0,7 10,2 18,9 5,9
110-200 Mujeres
FS (pg/l) 0 1,5 3,4 5,7 2,2
>200 Mujeres
Hombres Parametros 18-29 30-44 | 45-64 | 65-75
n=90 n=134 | n=107 | n=40 | n=371
Hb< 13 g/l Hombres 1,1 0,7 0,9 2,5 1,1
STf < 16 % 5,6 1,5 1,9 2,5 2,7
Déficit de hierro | rg < 129/ 1,1 0 1,9 0 0,8
CFHT > 55 ug/dl 23,3 19,4 26,2 20 22,4
VCM < 80 fl 0 0,7 0 0 0,3
STf > 45 % 18,9 34,3 25,2 25 27
Exceso de hierro | FS (ug/I) 2,2 13,4 12,1 10 10
200-300 Hombres
FS (pg/l) 2,2 11,2 10,3 12,5 8,9
>300 Hombres

Hb: Hemoglobina, STf: Saturacién de Transferrina, FS: Ferritina Sérica, CFHT: Capacidad de
Fijacion del Hierro a la Transferrina, VCM: Volumen Corpuscular Medio. Los sujetos con
inflamaciéon (PCR>10mg/L) se han eliminado del analisis (Mujeres=16, Hombres=19)

El porcentaje de sujetos con parametros alterados por déficit de hierro medido por la
hemoglobina, la STf, la FS, CFHT y el VCM es sensiblemente superior en mujeres que en
hombres, principalmente de los 18 a los 45 afios de edad. En el grupo de 65 a 75 afos, los
porcentajes se igualan en hombres y mujeres.
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Respecto al porcentaje de parametros por encima de los niveles de normalidad observamos
mayores porcentajes de mujeres con STf alterada en los grupos de menor edad (de 18 a 44
afios) que en los otros grupos de edad. Respecto a la FS ocurre lo contrario ya que el porcentaje

de mujeres con este marcador alterado aumenta con la edad.

En los hombres observamos porcentajes similares con STf elevada segun los grupos de edad y

aumento de los niveles de FS a partir de los 30 afios, con mantenimiento posterior.

Los porcentajes globales de marcadores alterados por exceso de hierro es superior en hombres

que en mujeres.

En la tabla 37 se describe la prevalencia tanto de déficit de hierro como de sobrecarga por

grupos de edad

Tabla 37.- Prevalencia de déficit y sobrecarga de hierro por grupos de edad

18-29 30-44 45-64 65-75 Total
Mujeres n=101 n=137 n=118 n=53 pt n=409
%(IC95%) | % (1€95%) | % (IC 95%) | % (IC 95%) % (IC 95%)
Déficit® 12,9 20,7 11,1 1,9 13,5
(6,3-19,4) | (13,7-27,2) (5,3-16,7) (0,4-10,1) (10,1-16,8)
Normal 75,2 67,4 69,2 73,6 70,9
(66,8-83,7) | (58,5-74,3) (60,3-77) (59,7-84,7) | 0,033 | (65,7-74,6)
Sobrecarga 11,9 11,1 18,8 24,5 14,9
b
Moderada (5,5-18,2) (5,7-16,2) (11,6-25,7) | (13,8-38,3) (11,7-18,6)
Sobrecarga 0 0,7 0,9 0 0,5
c
Severa (0,1-4) (0,1-4,6) (0,05-1,7)
18-29 30-44 45-64 65-75 Total
Hombres n=85 n=139 n=104 n=44 p? n=371
%(1C95%) | %(1C95%) | %(1C95%) | % (1C95%) % (IC 95%)
Déficit® 2,2 0 3,8 2,5 1,9
(0,3-8,2) (1-9,5) (0,05-12) (0,7-3,8)
Normal 76,7 53,7 58,5 65 61,9
(71,2-88,8) | (43,5-60,1) (50,2-69) (43,3-73,7) | 0,006 | (56,8-6,7)
Sobrecarga 20 40,3 33 20 31
b
Moderada® | (43 4.31,4) | (30,7-47) (24,6-42,7) (8,2-32,7) (26,3-35,7)
Sobrecarga 1,1 6 4,7 12,5 5,1
c
Severa (0,03-6,4) (2,5-11) (1,6-10,9) (3,8-24,6) (31-7,8)

(AFS alterada o 2 o mas de los siguientes pardmetros alterados: VCM, CFHT, STf, FS (®) STf elevada, FS

elevada, o ST elevada + FS moderada, () STf elevada + FS severa. p!
X?=23,073 p=0,006.

(Mujeres=16, Hombres=19)

Los sujetos con

: X?=18,193 p=0,033. p*:
inflamacion (PCR>10mg/L) se han eliminado del

analisis
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Se observan diferencias significativas en el estado de hierro seglin la edad en las mujeres
(X?>=18,193 p=0,033). En los grupos donde mas se afecta son en el grupo de 18 a 29 afios
donde hay menos casos de sobrecarga de hierro y déficit de los esperados y en el grupo de 30 a
44 afios, donde hay mas casos de déficit de los esperados .

También se observan diferencias significativas del estado de hierro segun la edad en los
hombres (X?=23,073 p=0,006) Los grupos mas afectados son el de 18-29 afios, donde se
observa menos casos de sobrecarga de hierro moderada de lo esperados, y el grupo de 30-44
afios en el que al contrario se observa mas casos de lo esperado.

En el conjunto de la poblacion, un 25,3 % de los sujetos (15,4% de las mujeres y 36,1% de los
hombres) presentan algun tipo de sobrecarga de hierro.

La prevalencia de sujetos con sobrecarga de hierro moderada es de 22,6% (IC95%: 19,8-25,6),
14,9% (IC95%: 11,7-18,6) en mujeres y 31 % (IC95%: 26,3-35,7) en hombres.

La prevalencia de sobrecarga severa en el conjunto de la poblacion es de 2,7% (IC95%: 1,7-
4,1), siendo inferior en las mujeres, con un 0,5% (IC95%: 0,05-1,7) que en los hombres, con
un 5,1% (IC95%: 3,1-7,8) (Tabla 37).

Como se observa en la figura 26, la prevalencia de sobrecarga de hierro es significativamente
mayor en los hombres respecto a las mujeres en los grupos de edad intermedios (de 30-44
afios y de 45-64 afios). En los grupos de edad extremos, aunque la prevalencia de sobrecarga
es mayor en los hombres, la diferencia no es significativa.
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Figura 26.- Prevalencia de sobrecarga de hierro por grupos de edad y sexo
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18-29 afios 30-44 afios 45-64 afios 65-75 afios

—a—Mujeres —sa—Hombres |

**p<0,01; ***p<0,001

En las tablas 38 y 39 se describen los niveles de hierro en mujeres y hombres de la poblacion,
valorados por distintos parametros bioquimicos en el grupo con el estado de hierro normal y los
grupos con sobrecarga.

En ambos sexos se observan niveles significativamente mas alterados en la mayoria de
marcadores del estado en hierro en el grupo que presenta sobrecarga de hierro en comparacion
con los sujetos con el estado de hierro normal. Los niveles de hematocrito y de hemoglobina no
varian segun el estado de hierro.
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Tabla 38.- Parametros bioquimicos en las mujeres segun su estado en

hierro
Normal @) Sobrecarga Sobrecarga
moderada ® severa (?) p
n=291 n=61 n=2
Media DT Media DT Media DT
Hematocrito (%) 40,5 2,6 40,9 2,2 40,2 3,2
Hemoglobina (g/dl) 14,0 7,5 13,8 0,7 13,6 1,0
VCM (fl) 90,2 3,7 90,4 3,7 90,9 4,8
HCM (pg/cél) 30,3 1,4 30,6 1,4 30,8 2,0
CHCM (g/dI) 33,6 0,7 33,8 0,7 33,8 0,6 ab*
Hierro sérico (ug/dl) 14,5 4,3 21,8 6,1 24,7 9,0 abxe
Transferrina (mg/dl) 2,6 0,4 2,5 0,3 2,3 0,3 ab*
CFHT (mg/dl) 51,4 7,4 49,5 6,4 45,7 5,6 ab*
STf (%) 28,5 8,5 44,8 14,2 53,2 12,1 | @
Ferritina sérica (pg/l) | 48,3 28,2 | 101,6 82,0 187,8 77,4 | ®
PCR (mg/I) 3,0 4,2 2,0 2,0 1,8 2,3 abx*
n=117 n=17 n=0
RTfs (mg/I) 2,2 1,4 1,6 0,8 - -

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica entre los grupos a,b. VCM:
Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, CHCM: Concentracion de
Hemoglobina Corpuscular Media, CFHT: Capacidad de Fijacién del Hierro a la Transferrina, STf:
Saturacion de la Transferrina, PCR: Proteina C Reactiva, RTfs: Receptor soluble de Transferrina,
DT: Desviacion Tipica.

Tabla 39.- Pardmetros bioquimicos en los hombres segln su estado en

hierro
Normal ®) Sobrecarga Sobrecarga
moderada ® severa (®) p
n=230 n=115 n=19
Media DT Media DT Media DT
Hematocrito (%) 45,6 3,1 46,0 2,7 45,8 2,6
Hemoglobina (g/dl) 15,3 1,0 15,6 0,9 15,6 0,9
VCM (fl) 90,3 3,5 92,1 5,0 91,5 3,6 b
HCM (pg/cél) 30,4 1,4 31,3 1,5 31,3 1,3 abx
CHCM (g/dl) 33,6 0,8 33,9 0,8 34,2 0,7 abxe
Hierro sérico (ug/dl) 16,2 4,1 23,1 6,6 26,6 6,0 abx
Transferrina (mg/dl) 2,5 0,3 2,3 0,3 2,3 0,4 b
CFHT (mg/dl) 51,0 6,1 46,5 6,0 46,7 7,2 abx
STf (%) 31,9 7,4 50,2 14,6 57,4 11,3 abxe
Ferritina sérica (pg/1) | 102,5 53,3 | 197,9 207,5 | 381,6 198,9 | "
PCR (mg/l) 2,8 4,3 2,0 2,3 2,4 2,7 abrex
n=135 n=35 n=0
RTfs (mg/I) 2,7 1,3 2,5 1,2 - -

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica entre los grupos a,b.
VCM: Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, CHCM:
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media, CFHT: Capacidad de Fijacion del Hierro a
la Transferrina, STf: Saturacidon de la Transferrina, PCR: Proteina C Reactiva, RTfs: Receptor
soluble de Transferrina, DT: Desviacion Tipica.
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3. PREVALENCIA MUTACIONES EN EL GEN HFE

En las tablas 40 y 41 se presentan las prevalencias de las mutaciones en el gen HFE de la HH

segun sexo. No se han observado diferencias significativas entre sexos. En nuestra poblacién no
hemos detectado sujetos con los genotipos C282Y/C282Y ni S65C/S65C.

Un 46% de la poblacidon presenta algun tipo de mutaciéon en el gen HFE de la HH (Figura 28).
Los genotipos mas frecuentes son el H63D/WT y el H63D/H63D (Tabla 40 y figura 29). No se
observan diferencias significativas en la distribucién genotipica respecto a sexos (X%:7,82

p=0,251).

La distribucién genotipica de HFE de la poblacién estudiada se encontrd en equilibrio de Hardy-
Weinberg (X?=4,5, gl=9, p=0,87).

Tabla 40.- Prevalencia de alteraciones en el gen HFE seguln sexo

Genotipo HFE

Mujeres
n=423
% (IC 95%)

Hombres
n=389
% (IC 95%)

Total
n=812
% (IC 95%)

C282Y/C282Y 0 0 0
C282Y / Wild Type | 4,7 (2,92 7,2) 3,9 (2,2a6,3) 4,3(3a5,9)
C282Y / S65C 0 0 0

C282Y /H63D 1,2 (0,4 a 2,7) 2,8 (1,4a5) 2(1,1a3,2)
H63H / H63D 5,9 (3,9 a 8,6) 3,6 (2a6) 4,8 (3,4 a6,5)
H63D / WT 32,9 (28,4a37,3) | 31,7 (27 a 36,2) 32,3 (29,1 a 35,5)
H63D / S65C 0,7 (0,1a2,1) 0,5 (0,07 a 1,8) 0,6 (0,2 a1,4)
S65C / S65C 0 0 0

S65C / WT 1,7 (0,7 a 3,4) 2,3(1,1a4,3) 2(1,1a3,2)
WT/WT 53 (48,2 a 57,7) 55,4 (50,3 a 60,2) | 54 (50,6 a 57,5)

IC: Intérvalo de confianza, WT: Wild Type (Genotipo salvaje). p: X?:7,82 p=0,251

Tabla 41.- Frecuencias alélicas del gen HFE segun sexo

% (IC 95%)

Mujeres
n=423

% (IC 95%)

Hombres
n=389

% (IC 95%)

Total
n=812

C282Y | 2,9 (1,9 a 4,3) 3,3(2,2a4,9) 3,1(2,3a4,1)
H63D | 23,4 (20,6 2 26,2) | 20,9 (18,2 a 23,9) | 22,3 (20,2 a 24,3)
S65C | 2,4 (1,4a3,4) 1,4 (0,7 a 2,5) 1,2 (0,8 a2)

IC: Intérvalo de confianza,
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Figura 28.- Prevalencia de alteraciones en el gen HFE en la poblacion

C282Y/WT m=C282Y/H63D mH63D/H63D m H63D/WT
E S65/H63D mWS65C/WT WT/WT

Figura 29.- Frecuencias alélicas del gen HFE en la poblacion
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4. GENETICA, DIETA, ANTROPOMETRIA, ESTILOS DE VIDA Y
ESTRES OXIDATIVO EN LA SOBRECARGA DE HIERRO

Para observar las relaciones entre las variables de estudio y el estado en hierro se han
eliminado los sujetos con inflamacion (PCR>10 mg/l) para evitar falsos positivos de sobrecarga
de hierro (16 mujeres y 19 hombres).

4.1 MUTACIONES EN EL GEN HFE SEGUN EL ESTADO EN HIERRO

En la tabla 42 se describen los niveles de hierro segun las mutaciones en el gen HFE de la HH.
En las mujeres, se observan niveles aumentados STf con los genotipos C282Y/WT, H63D/WT,
H63D/H63D y C282Y/H63D. En los hombres la STf se ve aumentada con el genotipo

C282Y/H63D.

En la ferritina sérica se observa una tendencia a la elevacidon de sus niveles con los genotipos
compuestos C282Y/H63D y C282Y/S65C.

La comparacién de los valores bioquimicos entre los sujetos con cualquiera de estas
mutaciones y los sujetos con genotipo salvaje indica niveles superiores de STf tanto en mujeres
como en hombres. En la ferritina sérica no se observan diferencias significativas.

Los niveles de hemoglobina no se ven influidos por la presencia de mutaciones en el gen HFE.

No se observan diferencias significativas en la frecuencia de mutaciones segun los criterios de
sobrecarga de hierro respecto a los que presentan niveles normales de hierro (Tabla 43).
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Tabla 42.- Niveles de hierro segin genotipo y sexo
Sujetos Hemoglobina STf (%) FS(ug/l)
(%) Genotipo HFE (g/dl)
C282Y H63D S65C | Media DT Media DT Media DT
Mujeres n=425
52,8 -/- -/- -/- 13,33 1,01 26,7 11,2 50,8 45,9
1,7 -/- -/- +/- 12,92 1,1 26,5 11 45,5 43,6
4,7 +/- -/- -/- 13,9 1,22 32,7 11,9% 68,2 58,9
32,8 -/- +/- -/- 13,44 0,95 30,6 ** | 14,5 53,5 46
6,1 -/- +/+ -/- 13,89 0,92 34,9 13,1%* 45,2 24,7
0,7 -/- +/- +/- 13,86 0,68 26,8 10,3 61,7 30,4
1,2 +/- +/- -/- 13,88 0,77 40,5 ** 5,4 64,5 55,8
100 13,43 1,0 28,9 12,7 52,3 45,5
47.2% 14.18 9.13 31,38 * 13,84 53,96 45,09
Hombres n=390
55,5 -/- -/- -/- 15,35 0,95 37,7 20,8 148,2 167,4
2,3 -/- -/- +/- 15,4 1,1 40,9 12,2 120,6 112,9
3,9 +/- -/- -/- 15,5 1,01 41,9 14,5 133,5 67,7
31,6 -/- +/- -/- 15,5 1,03 39,7 13,3 157,5 142,3
3,3 -/- +/+ -/- 15,16 1,02 40,0 20,9 142,6 67,5
0,5 -/- +/- +/- 16,15 0,91 65,9 42,9 204,1 103,9
2,8 +/- +/- -/- 15,7 0,9 53,4 19 232,6 225,1
100 15,4 0,98 39,3 18,5 152,4 155,1
44,5% 15.49 1,02 41,18* 15,16 157,69 | 138,5
STF:Saturacion de la Transferrina, FS: Ferritina Sérica- Genotipo salvaje (WT); + Alelo mutado; DT =
desviacion tipica, * Sujetos con mutaciones en el gen HFE *p<0,05 **p<0,01 vs genotipo salvaje (WT).
Tabla 43.- Mutaciones en el gen HFE segun el estado en hierro
Genotipo Déficit Normal Sobrecarga Sobrecarga Total
HFE moderada severa
Mujeres’ n=55 n=291 n=61 n=2 n=409
% (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%)
C282Y / WT 3,6 (0,4-12,5) 4,2 (2,1-7,1) 4,9 (1-13,7) 50 (1,3-98,7) 4,4 (2,6-6,8)
C282Y /H63D | O 1 (0,02-3) 3,3(0,4-11,3) 0 1,2 (0,4-2,8)
H63H / H63D | 1,8 (0,04-9,7) 7,3 (4,5-10,8) 6,6 (1,8-15,9) 0 6,4 (4,2-9,2)
H63D / WT 27,3 (16,1-41) 31,4 (25,6-36,2) | 39,3 (27,1-52,7) | 50 (1,3-98,7) 32,1 (27,3-36,3)
H63D / S65C | 0 1(0,2-3) 0 0 0,7 (0,1-2,1)
S65C / WT 3,6 (0,04-12,5) 1,4 (0,4-3,5) 0 0 1,5(0,5-3,2)
WT /WT 63,6 (49,6-76,2) | 53,7 (47,2-58,7) | 45,9 (33,1-59,1) | O 53,6 (48,2-57,9)
Hombres? n=7 n=230 n=115 n=19 n=371
% (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%)
C282Y / WT 14,3 (0,4-57,9) 3,9 (1,8-7,3) 3,5(0,9-8,6) 0 3,8 (2-6,2)
C282Y /H63D | 0 1,3 (0,3-3,8) 3,5 (0,9-8,6) 10,5 (1,3-33,1) 2,4 (1,1-4,5)
H63H / H63D | 14,3 (0,4-57,9) 2,6 (0,9-5,6) 3,5(0,9-8,6) 0 3(1,4-5,2)
H63D / WT 8,6 (3,7-71) 28,9 (22,8-34,5) | 39,1 (30,2-48,1) | 36,8 (16,3-61,6) | 32,5 (27,6-37,1)
H63D / S65C | 0 0 1,7 (0,2-6,1) 0 0,5 (0,07-2)
S65C / WT 0 2,6 (0,9-5,6) 1,7 (0,2-6,1) 5,3 (0,3-26) 2,4 (1,1-4,5)
WT /WT 42,9 (9,8-81,6) | 60,5 (53,7-66,3) | 47 (37,8-56,1) 47,4 (24,4-71,1) | 55,3 (50,2-60,3)

- Genotipo salvaje (WT); p*: X2=22,983 p=0,191 p?: X2=24,551 p=0,138
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En la figura 30 se muestran los porcentajes de mutaciones en los grupos con estado de hierro
normal y sobrecarga.

Se observa una presencia mayor de mutaciones genéticas en los individuos con sobrecarga de
hierro respecto a los que tienen el estado de hierro normal (X?=7,19, p=0,007)

Figura 30.- Mutaciones en los individuos con estado de hierro normal
y sobrecarga

*%*

60 -
50
40
30
20 4

10 4

o Estado de hierro normal m Sobrecarga de hierro

**p<0,01

165




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION
Nuria Aranda Pons

ISBN: 978-84-691-1012-6/DL:T.2253-2007

Resultados

4.2 CONSUMO ALIMENTARIO, INGESTA ENERGETICA Y
NUTRICIONAL SEGUN EL ESTADO EN HIERRO

En las tablas 44 y 45 se compara la ingesta entre el grupo de con niveles normales de hierro y
con sobrecarga en las mujeres y los hombres respectivamente.

Tabla 44.- Consumo alimentario en las mujeres segun su estado en hierro

Normal @ Sobrecarga Sobrecarga
Alimentos moderada ® severa (P p
(g,ml/dia) n=291 n=61 n=2

Media DT Media DT Media DT
Carne 134,0 63,5 122,3 61,7 217,8 83,2
Pescado 63,7 52,7 | 77,5 53,1 58,4 27,2
Huevos 24,3 24,0 20,2 18,0 18,3 25,9
Leche 226,5 162,9 | 203,5 121,5 | 1250 16,5
Productos lacteos 105,9 79,7 78,8 63,7 130,8 185,0
Aceites 42,2 16,7 42,1 18,3 48,8 2,7
Frutos secos 4,7 9,3 4,8 11,2 5,8 8,1
Cereales 143,7 69,4 151,8 76,5 176,3 52,3
Patatas 60,9 52,8 | 63,9 49,5 66,7 33,0
Legumbres 14,1 19,5 17,1 27,6 6,9 9,7
Verduras 173,9 96,8 186,5 92,9 258,7 21,7
Frutas 213,7 171,21 199,5 161,1 132,5 187,4
Dulces 28,1 28,5 17,1 18,3 17,4 21,1
Bebidas azucaradas | 65,3 143,4 | 46,5 97,3 33,3 47,1
Bebidas alcohdlicas | 21,8 58,0 25,4 72,0 110,0 155,6
Vino 21,3 65,8 22,4 51,0 156,7 127,3 | "

*p<0,05 nivel de significacién estadistica entre los grupos °

Tabla 45.- Consumo alimentario en los hombres segun su estado en hierro

Normal @ Sobrecarga Sobrecarga
Alimentos moderada ® severa
(g,ml/dia) n=230 n=115 n=19
Media DT Media DT Media DT
Carne 193,6 95,0 | 208,4 92,6 196,5 107,1
Pescado 89,6 75,1 79,1 61,5 95,5 103,7
Huevos 29,0 25,0 | 27,1 26,9 15,2 18,6
Leche 190,9 156,5 | 161,8 129,0 168,0 126,3
Productos lacteos 101,3 86,5 99,6 79,4 83,8 59,8
Aceites 54,8 19,4 53,4 20,2 49,1 12,0
Frutos secos 6,3 12,0 10,0 23,7 3,6 8,0
Cereales 230,7 96,3 220,7 82,4 204,4 84,9
Patatas 75,7 53,2 66,4 51,1 66,6 43,1
Legumbres 18,6 28,0 14,4 18,8 13,5 14,2
Verduras 189,4 104,2 | 195,8 123,1 158,1 100,9
Frutas 210,7 181,8 | 220,4 174,2 | 213,5 135,3
Dulces 39,1 37,3 35,1 34,5 28,8 29,6
Bebidas azucaradas | 120,0 197,0 | 88,2 169,6 37,9 88,5
Bebidas alcohdlicas 133,7 231,3 | 164,1 330,3 193,1 323,1
Vino 82,9 127,3 | 123,7 172,2 | 165,6  177,4

No se observan diferencias significativas entre los grupos °
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No se observa ninguna diferencia significativa en los grupos de alimentos descritos excepto en
el vino en las mujeres. No obstante, se observan tendencias en el menor consumo de leche y de
productos lacteos en las mujeres con sobrecarga de hierro, que se confirman como significativas
al agrupar estos alimentos (Figura 31).

De la misma forma en los hombres se observan tendencias respecto al mayor consumo de
bebidas alcohdlicas y vino con sobrecarga de hierro, que también se confirman al agrupar estos
alimentos (Figura 32).

Figura 31.- Consumo alimentario en las mujeres con estado de hierro
normal y sobrecarga
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Figura 32.- Consumo alimentario en los hombres con estado de hierro normal y
sobrecarga
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*p<0,05

En las siguientes tablas y figuras se describe la ingesta energética y nutricional segin en estado
en hierro en hombres y mujeres.

En las tablas 46 y 47 se observa que la ingesta de energia y nutrientes no es significativamente
diferente por grupos de estado en hierro, excepto para la menor ingesta de calcio en las
mujeres con sobrecarga de hierro y para la mayor ingesta de alcohol en los hombres con
sobrecarga de hierro (Figuras 33 y 34).
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Tabla 46.- Ingesta energética y nutricional en las mujeres segiin su
estado en hierro

Normal ) Sobrecarga Sobrecarga
n=291 moderada ® severa (® p
n=61 n=2

Media DT Media DT Media DT
Energia, Kcal 1848,9 500,1 1772,8 444,4 2035,0 368,4
Proteinas, g 79,4 19,2 77,9 19,4 91,4 22,0
Gllcidos, g 178,8 60,8 171,5 56,9 168,8 14,9
Fibra alimentaria,g 15,7 5,7 16,4 6,4 15,6 0,2
Lipidos, g 87,8 28,8 83,3 25,2 95,4 32,2
AGS, g 24,4 10,1 22,5 7,7 23,4 8,4
AGMI, g 43,6 14,8 42,4 14,4 48,7 11,4
AGPI, g 11,3 6,0 10,9 5,7 11,1 3,5
Colesterol, mg 312,3 129,7 291,1 105,5 297,7 153,8
Alcohol, g 3,7 9,2 3,7 6,7 18,9 6,8
Calcio, mg 775,1 288,5 683,5 185,8 702,8 315,7 ab*
Hierro total, mg 10,1 4,1 10,4 4,2 6,9 4,1
Hierro hemo, mg 3,2 2,2 3,3 2,5 3,1 2,3
Hierro no hemo, mg 6,9 3,1 7,1 2,6 3,8 1,8
Retinol, ug 343,4 699,2 339,5 883,6 189,3 144,5
Bcaroteno, g 3592,0 3437,0 3484,3 2882,0 | 6990,9 5955,7
Vit.D, ug 2,0 2,1 2,1 2,0 3,3 4,0
Vit.E, pg 11,1 5,4 11,2 5,0 10,9 1,8
Vit.C, mg 104,6 70,8 101,0 58,5 119,3 29,9
Tiamina, mg 1,2 0,4 1,2 0,4 1,2 0,5
Riboflavina, mg 5,7 31,5 6,3 22,3 1,6 0,5
Niacina, mg 17,2 5,2 16,3 5,6 23,8 7,3
Piridoxina, mg 1,6 0,5 1,6 0,4 2,0 0,3
Cobalamina, ug 4,7 3,8 4,5 4,0 5,7 0,3
Folatos, ug 274,7 105,6 276,8 96,6 312,3 50,8

*p<0,05 nivel de significacién estadistica entre los grupos °

Tabla 47.- Ingesta energética y nutricional en los hombres segln su
estado en hierro

Normal @ Sobrecarga Sobrecarga
moderada severa (®
n=230 n=115 n=19
Media DT Media DT Media DT
Energia, Kcal 2590,9 675,1 2557,1 6722 2453,3  459,0
Proteinas, g 106,0 28,3 105,5 27,7 103,8 21,6
Gllacidos, g 247,1 81,4 238,2 73,4 218,4 73,5
Fibra alimentaria,g 19,8 7,0 19,6 7,2 17,2 5,8
Lipidos, g 118,9 36,3 114,3 36,1 107,1 27,2
AGS, g 33,4 13,0 30,7 11,4 29,9 11,1
AGMI, g 59,0 18,0 56,7 18,0 52,1 15,0
AGPI, g 15,4 7,2 16,3 10,8 15,5 7,1
Colesterol, mg 411,6 158,9 389,4 156,6 362,4 135,5
Alcohol, g 15,7 20,0 22,1 29,4 28,5 29,6
Calcio, mg 847,4 376,2 807,7 348,3 785,8 362,1
Hierro total, mg 11,4 3,9 11,4 3,9 10,1 5,9
Hierro hemo, mg 4,0 2,5 4,1 2,5 3,7 3,5
Hierro no hemo, mg 7,4 2,7 7,3 2,7 6,5 2,9
Retinol, pg 413,5 982,2 329,5 645,3 263,5 140,4
Bcaroteno, |ig 3226,6 31254 | 2551,4 2078,5 | 2217,4 1390,6
Vit.D, ug 2,8 2,7 3,0 3,1 2,7 3,0
Vit.E, pg 13,9 5,9 15,3 10,1 13,4 6,0
Vit.C, mg 101,0 72,0 107,6 66,8 89,5 76,6
Tiamina, mg 1,6 0,5 1,7 0,6 1,6 0,5
Riboflavina, mg 3,6 15,9 4,5 18,9 1,8 0,4
Niacina, mg 23,7 8,1 25,2 8,9 24,0 7.7
Piridoxina, mg 2,2 0,7 2,3 0,7 2,2 0,7
Cobalamina, pug 6,3 5,0 6,2 4,4 51 2,3
Folatos, ug 320,9 125,2 328,2 126,4 284,6 89,2

No se observan diferencias significativas entre los grupos
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Figura 33.- Ingesta energética y nutricional en las mujeres con estado de hierro

normal y sobrecarga
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Figura 34.- Ingesta energética y nutricional en los hombres con estado de hierro
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4.3 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS Y ESTILOS DE VIDA SEGUN EL

No se observan diferencias significativas en las medidas antropométricas, ni con el consumo de
tabaco, actividad fisica ni en la toma de suplementos farmacoldgicos de hierro segun el estado
en hierro, excepto en el habito de consumo de alcohol en los varones (Tablas 48, 49 y figuras
35y 36). Los individuos con sobrecarga de hierro consumen significativamente mas alcohol que
aquellos cuyo estado de hierro es normal. El grupo de poblacién que mas frecuentemente toma
suplementos de hierro son los sujetos deficientes en hierro (9,1% de mujeres y 14,3% de

hombres).

ESTADO EN HIERRO

Tabla 48.- Medidas antropométricas y estilos de vida en las mujeres segun su
estado en hierro

Normal Sobrecarga Sobrecarga
moderada severa
n=291 n=61 n=2
Media DT Media DT Media DT

Peso (kg) 66,0 13,3 67,2 13,2 84,6 17,5
Altura (m) 1,58 0,07 | 1,57 0,06 1,51 0,01
IMC (kg/m?) 26,5 5,5 27,4 5,3 36,8 7,3
Alcohol (g/dia)# 2,5 6,6 4,3 7,8 10,0 14,1
Tabaco (cig/dia) # 4,2 7,6 4,0 7,1 15,0 21,2
Actividad fisica (h/sem)# 2,4 3,8 2,8 5,4 0 0
Suplementos de hierro (%)# 5,6 1,6 0

IMC: Indice de Masa Corporal, DT: Desviacion Tipica, # segiin encuesta de habitos y
estilos de vida. No se observan diferencias significativas entre los grupos

Tabla 49.- Medidas antropométricas y estilos de vida en los hombres segun su

estado en hierro

Normal Sobrecarga Sobrecarga
(@ moderada ® severa (P p
n=230 n=115 n=19
Media DT Media DT Media DT
Peso (kg) 79,6 13,3 80,1 11,6 80,4 12,8
Altura (m) 1,71 0,08 1,71 0,07 1,68 0,07
IMC (kg/m?) 27,1 4,4 27,5 3,6 28,3 3,9
Alcohol (g/dia)# 15,0 19,7 25,2 31,6 26,8 29,7 | *™
Tabaco (cig/dia) # 5,6 9,8 8,5 12,5 1,9 6,9
Actividad fisica (h/sem)# 4,5 6,9 4,5 7,6 3,4 4,2
Suplementos de hierro (%)# 0,4 1 0,9

IMC: Indice de Masa Corporal, DT: Desviacién Tipica, # seglin encuesta de habitos y estilos
de vida. **p<0,001 nivel de significacién estadistica entre los grupos ®°
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Figura 35.- Medidas antropométricas y estilos de vida en las mujeres con
estado de hierro normal y sobrecarga

IMC (kgfm2z) Alcohol (gfdia) Tabaco (cig/dia) Actividad fizica
(hfsem)

oEstado de hierro normal m Sobrecarga de hierro

*p<0,05

Figura 36.- Medidas antropométricas y estilos de vida en los hombres con
estado de hierro normal y sobrecarga

30

25

20

IMC (kgfm2z) Alcohol (gfdia) Tabaco (cig/dia) Actividad fizica
(hfsem)

oEstado de hierro normal m Sobrecarga de hierro

**p<0,01

172




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LAS ALTERACIONES EN EL GEN HFE Y DE LA DIETA SOBRE EL EXCESO DE HIERRO EN LA POBLACION
Nuria Aranda Pons

ISBN:

978-84-691-1012-6/DL:T.2253-2007

Resultados

4.4 ESTRES OXIDATIVO SEGUN EL ESTADO EN HIERRO

Como se observa en la tabla 50 y las figuras 37 y 38, las mujeres con sobrecarga de hierro
presentan niveles significativamente mayores de TBARS y de ORAC respecto a aquellas con

estado de hierro normal. En varones se observan niveles mayores en el test de ORAC aunque
no son significativos (Tabla 51 y figuras 37 y 38).

Tabla 50.- Pardametros de estrés oxidativo en las mujeres segun su
estado en hierro

Normal Sobrecarga Sobrecarga

@ moderada ® severa (P p
n=291 n=61 n=2
Media DT Media DT Media DT
TBARS 0,98 0,27 1,10 0,45 0,81 0,001
(nmol/ml) ab*
ORAC 9,20 6,63 11,38 8,24 | 18,30 4,57 | "
(mmol eq Trolox /I)

*p<0,05: nivel de significacion estadistica entre los grupos
acido tiobarbiturico,

Tipica, TBARS:

sustancias

reactivas al

Capacidad antioxidante del plasma.

ab

Tabla 51.- Parametros de estrés oxidativo en los hombre segun
su estado en hierro

DT: Desviacion
Test de ORAC:

Normal Sobrecarga Sobrecarga
@ moderada ® severa (P
n=230 n=115 n=19
Media DT Media DT Media DT
TBARS 0,96 0,30 0,97 0,32 0,89 0,29
(nmol/ml)
ORAC 8,97 6,82 9,21 5,96 | 13,38 8,46
(mmol eq Trolox /I)

DT: Desviacién Tipica, TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico,

Test de ORAC: Capacidad antioxidante del

diferencias significativas entre los grupos

plasma. No

se observan
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Figura 37.- TBARS plasmaticos en mujeres y hombres con estado de hierro normal
y sobrecarga
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Figura 38.- Test de ORAC en mujeres y hombres con estado de hierro normal
y sobrecarga
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5. EFECTO DE LA GENETICA Y LA DIETA SOBRE LOS NIVELES DE
HIERRO

En las tablas siguientes se presentan los resultados de los analisis de RLM realizados para
explicar el efecto de las mutaciones genéticas sobre los niveles de hierro medidos con la STf
(Tabla 52) y la FS (Tabla 53), utilizando como variables de ajuste diversas variables dietéticas,

personales y de estilos de vida.

Tabla 52.- Efecto de las mutaciones en el gen HFE y de la dieta sobre los niveles de saturacién
de transferrina

Total (n=815) Mujeres (n=425) Hombres (n=390)
B DT P B DT P B SD P
C282Y/ X 5,75 2,75 0,037 6,41 2,95 0,030 | 4,48 4,9 0,360
H63D/ X 3,00 1,24 0,015 4,02 1,36 0,003 | 2,76 2,14 0,198
H63D /H63D 7,26 2,66 0,006 8,73 2,6 0,001 | 3,86 5,45 0,480
S65C/ X 0,77 4,05 0,850 -0,25 4,74 0,958 | -0,22 6,62 0,970
C282Y/H63D; H63D/S65C | 16,8 3,71 0,0001 | 11,0 4,74 0,021 | 19,74 5,67 0,001
Hierro (mg/d) 0,58 0,17 0,001 0,87 0,24 0,001
Calcio (mg/d) -0,40 0,002 0,042
Alcohol (g/d) 0,07 0,03 0,042
Tabaco (cig/d) 0,17 0,06 0,007 0,22 0,08 0,006
Sexo 8,04 1,27 0,0001
(0:Mujer; 1:Hombre)
Suplementos de hierro -22 ,64 10,82 0,037
(0:no; 1:Si)
ch 100 = 15.3 ch.wo =6.1 ch.wo =5.5
F 10, 757 =14,9 p<0,001 F 6, 400 =5,4 p<0,001 F 7,353 =4,0 p<0,001
Genética: R%. 100= 2,2 Genética: R% 100 = 3,4 Genética: R% 100 = 1,7
F s, 806 =4.6 p<0,001 Fs, 417=3,9 p=0,002 Fs, 385 =2,4 p=0,039
Dieta: R%. 100 = 5,0 Dieta: NS Dieta: NS
F;, 739 =6,6 p<0,001
Ajustado por sexo -excepto en la regresiones realizadas en mujeres o hombres-, edad (ahos), IMC (Kg/ m?),

energia (Kcal), hierro dietético (mg/dia), proteinas (g/dia), fibra (g/dia), calcio (mg/dia), vitamina C (mg/dia),
alcohol (g/dia), habito tabaquico (cigarrillos/dia), actividad fisica (horas/semana), suplementos de hierro. B:
Coeficiente beta, DT: Desviacion Tipica, p: Significacién estadistica. NS: No significativo. Se muestran solo los
resultados que entran en la regresion.

Como se observa en la tabla 52, los niveles de STf aumentan significativamente en los sujetos
con las mutaciones C282Y heterocigota, H63D homo y heterocigota, y los compuestos
heterocigotos C282/H63D y S65C/H63D, con la ingesta de hierro, de alcohol, el habito
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tabaquico y el sexo masculino respecto al femenino y disminuye con la ingesta de calcio.

El mismo modelo de MLR realizado en las mujeres, describe un aumento significativo de la STf

en presencia de los heterocigotos compuestos C282Y/H63D y H63D/S65C, las alteraciones
H63D homocigota, H63D heterocigota, C282Y heterocigota y el habito tabaquico. En los
hombres, la STf aumenta significativamente con las mutaciones heterocigotas compuestas

C282Y/H63D y H63D/S65C, la ingesta de hierro y disminuye con la toma de suplementos de

hierro.

Tabla 53.- Efecto de las mutaciones en el gen HFE y de la dieta sobre los niveles de ferritina sérica

Total (n=815) Mujeres (n=425) Hombres (n=390)
B DT P %v B DT p %v B SD P %v
C282Y/ X 0,281 0,127 0,027 32,4 0,212 0,154 0,170 23,6 0,262 0,208 0,209 29,5
H63D/ X 0,051 0,056 0,362 5,23 0,118 0,072 0,102 12,5 -0,028 0,084 0,734 -2,76
H63D /H63D -0,009 0,117 0,940 -0,9 0,052 0,133 0,697 53 -0,005 0,217 0,983 -0,5
S65C/ X -0,064 0,183 0,728 -6,2 -0,035 0,241 0,884 -3,4 -0,192 0,270 0,479 -17,47
C282Y/H63D; 0,334 0,166 0,045 39,65 | 0,299 0,241 0,216 34,85 | 0,442 0,226 0,049 55,58
H63D/S65C
Calcio (mg/d) -3.10°3 0,0001 <0,001 -0,03 - 0,0001 0,002 -0,04 - 0,0001 0,021 -0,03
0,0001 0,0001
Proteinas 5.107 0,002 0,001 0,5
(g/dia)
Energia (kcal/dia) -1.10°3 7.1077 0,018 -0,02
Alcohol (g/d) 8.107 0,002 <0,001 0,8 0,008 0,002 <0,001 0,8
Tabaco (cig/d) 0,013 0,005 0,004 1,31
Edad (afios) 9.107 0,002 <0,001 0,9 0,023 0,002 <0,001 2,33
Sexo 0,9 0,065 <0,001 1459
(0:Mujer;1:Hombre)
IMC (Kg/ m?) 0,014 0,006 0,016 1,4 0,026 0,009 0,005 29,69
Suplementos de -0,315 0,154 0,041 -27
hierro
(0:no; 1:Si)
ch .100= 44,7 ch.wo: 24,7 ch.wo =11,4
F 13, 700 =45,84 p<0,001 Fg 375 =16,66 p<0,001 F g, 330=6,43 p<0,001
Genética: NS Genética: NS Genética: NS
Dieta: R% 100 = 18,1 Dieta: R%.100 = 6,5 Dieta: R%.100 = 9,5
F 6,732 =28,2 p<0,001 F 7378 =4,9 p<0,001 F7345=6,3 p<0,001

Ferritina sérica ajustada por la proteina C reactiva y posterior transformacién logaritmica.

Ajustado por sexo -excepto en la regresiones realizadas en mujeres o hombres-, edad (afios), IMC (Kg/ m?), energia (Kcal), hierro
dietético (mg/dia), proteinas (g/dia), fibra (g/dia), calcio (mg/dia), vitamina C (mg/dia), alcohol (g/dia), habito tabaquico
(cigarrillos/dia), actividad fisica (horas/semana), suplementos de hierro. B: Coeficiente beta, DT: Desviacién Tipica, p:
Significacion estadistica, %v: porcentaje de variacion. NS: No significativo. Se muestran solo los resultados que entran en la
regresion.
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Como se observa en la tabla 53, la FS aumenta significativamente en presencia de la mutacion
heterocigota C282Y y los heterocigotos compuestos C282Y /H63D y H63D/S65C, con la mayor
ingesta de proteinas, de alcohol, al aumentar la edad, en el sexo masculino respecto al
femenino y al aumentar el IMC; por otro lado disminuye con la ingesta de calcio, de energia y
con la toma de suplementos de hierro.

Al realizar la RLM en las mujeres, la SF no esta relacionada con las mutaciones genéticas en el
gen HFE de la HH, pero si estd directamente relacionada con el habito tabaquico y la edad e
inversamente relacionada con la ingesta de calcio. En los hombres, la SF aumenta
significativamente con los heterocigotos compuestos C282Y/H63D y H63D/S65C y el IMC e
inversamente proporcional a la ingesta de calcio.

Al observar el efecto de la genética y la dieta de forma individual sobre los niveles de hierro,
observamos que la genética influye mas que la dieta sobre los niveles de hierro circulante
medidos con la STf aunque esta influencia es pequeiia. Por el contrario sobre los depdsitos de
hierro medidos con la FS, es la dieta la que tiene una mayor influencia frente a la genética.

No hemos observado diferencias significativas en el efecto de la dieta sobre los niveles de hierro
segun la presencia o no de las mutaciones estudiadas.

Para observar el efecto del paso del tiempo sobre la ferritina sérica, hemos realizado el mismo
analisis en los sujetos mayores de 50 afios. Como se observa en la tabla 54, la FS aumenta
significativamente con los genotipos compuestos C282Y/H63D y H63D/S65C, la ingesta de
hierro y de alcohol, el ser hombre respecto a mujer, y disminuyen los niveles con la ingesta de
calcio y la toma de suplementos de hierro.

En las mujeres mayores de 50 afios no se observan relaciones entre las mutaciones genéticas
en el gen HFE de la HH y la FS, pero si con la ingesta de hierro, el habito tabaquico y la edad de
forma directamente proporcional e inversamente con la ingesta de calcio y la toma de
suplementos farmacoldgicos de hierro.

En los varones mayores de 50 afios, la FS aumenta significativamente con las mutaciones
compuestas C282Y/H63D y H63D/S65C vy la ingesta de alcohol.
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Tabla 54.- Efecto de las mutaciones en el gen HFE y de la dieta sobre los niveles de ferritina sérica en
mayores de 50 afos

Total (n=271) Mujeres (n=143) Hombres (n=128)
B DT P %V B DT p %V B DT P %V
C282Y/ X 0,435 0,247 0,080 54,5 0,418 0,243 0,088 51,89 | 0,416 0,748 0,580 51,59
H63D/ X 0,013 0,098 0,896 1,3 0,070 0,127 0,583 7,25 -0,09 0,154 0,549 -8,88
H63D /H63D 0,041 0,197 0,835 4,19 -0,201 0,244 0,412 -18,2 | 0,187 0,319 0,559 20,56
S65C/ X -0,466 0,395 0,239 -37,25 -0,854 0,471 0,072 -57,4 | -0,13 0,755 0,857 -12,72
C282Y/H63D 0,817 0,264 0,002 126,37 0,554 0,622 0,375 74,02 | 0,771 0,317 0,017 116,19
H63D/S65C
Hierro (mg/d) 0,043 0,015 0,005 4,36 0,062 0,020 0,002 6,4
Calcio (mg/d) -0,001 0,0015 0,0001 -0,1 -0,001 - 0,0001 -1
0,0002
Alcohol (g/d) 0,009 0,003 0,001 0,9 0,009 0,003 0,004 0,9
Tabaco (cig/d) 0,041 0,018 0,023 4,19
Edad (afios) 0,017 0,008 0,021 1,71
Sexo 0,290 0,107 0,007 33,64
(0:Mujer;1:Hombre)
Suplementos de -0,926 0,345 0,008 -60,39 -0,807 0,318 0,013 -55,3
hierro (0:no; 1:Si)
ch.wo = 28,6 ch.wo: 23,6 ch.wo: 7,3
F 10,233 =10,7 p<0.001 F 10, 110 =4,99 p<0.001 F6,107=2,5 p=0,027
Genética: R% 100= 3,1 Genética: NS Genética: R% 100= 5,6

F 5,241 =2,6 p=0.027 F5112=2,4 p=0,043

Dieta: R% 100 = 15,4 Dieta: NS Dieta: NS

F 7,204 =7,1 p<0.001

Ferritina sérica ajustada por Proteina C Reactiva y posterior transformacién logaritmica.

Ajustado por sexo -excepto en la regresiones realizadas en mujeres o hombres-, edad (afios), IMC (Kg/ m?), energia (Kcal), hierro
dietético (mg/dia), proteinas (g/d), fibra (g/d), calcio (mg/d), vitamina C (mg/d), alcohol (g/d), habito tabaquico (cigarrillos/dia),
actividad fisica (horas/semana) y suplementos de hierro. B: Coeficiente beta, DT: Desviacion Tipica, p: Significacion estadistica,
%yv: porcentaje de variacion. NS: No significativo. Se muestran solo los resultados que entran en la regresion.
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En la figura 39 se observa que la STf correlaciona de forma positiva y estadisticamente
significativa con la FS (correlacion de Pearson= 0,352; p<0,001) .

Figura 39- Correlacién entre la ferritina sérica y la saturacion
de la transferrina
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6. EFECTO DE LOS NIVELES DE HIERRO SOBRE EL ESTRES

OXIDATIVO

En las tablas 55 y 56 se muestran los valores medios de TBARS y ORAC segun los terciles de FS

y de STf .

Como se observa en la tabla 55, al aumentar los niveles de STf, aumenta de forma significativa
los TBARS en las mujeres y el test de ORAC en el total de la poblacion y en las mujeres. Como
se muestra en la tabla 56, al aumentar los niveles de Ferritina sérica aumentan los niveles de
TBARS de forma significativa en el total de la poblacién y en las mujeres, y del test de ORAC en

el total de la poblaciéon, en las mujeres y los hombres.

Tabla 55.- Valores medios de TBARS y ORAC segun los terciles de saturacién

de transferrina

STf (%)
T, DT T, DT T3 DT p
Todos 0,95 0,29 0,98 0,30 | 0,99 0,31
TBARS Mujeres | 0,93 0,24 | 0,99 0,34 | 1,03 0,31 | ¥
(mmol/ml) hombres | 0,97 0,33 ] 0,97 0,26 | 0,94 0,31
Todos 898 6,81]933 74 10,16 6,79 | ¥
ORAC Mujeres | 9,09 6,69 | 8,94 6,51 | 10,89 7,94 | 3"
(mmol eq Trolox /1) hombres | 8,65 7,05 ] 9,42 6,84 | 9,93 6,86

Eliminados los sujetos con inflamacién. DT:desviacion tipica. T;:tercil 1, T,: tercil 2, Ts:tercil
3, TBARS: Sustancias reactivas al &acido tiobarbitlrico, Test de ORAC: Capacidad
antioxidante del plasma*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica
entre terciles 1,2,3.

Tabla 56.- Valores medios de TBARS y ORAC segun los terciles de ferritina sérica

FS (pg/l)
T, DT T, DT Ts DT
Todos 0,93 0,29 0,97 0,29] 1,01 0,33 | ¥
TBARS Mujeres | 0,93 0,26 | 1,00 0,30 | 1,02 0,33 | ¥
(mmol/ml) hombres | 0,94 0,33 ] 0,94 0,26 | 0,99 0,32
Todos 8,16 5621932 7,17 | 10,84 7,50 [ 32
ORAC Mujeres | 8,74 6,41 | 8,88 6,57 | 11,32 7,90 | 33
(mmol eq Trolox /1) hombres | 7,53 4,54 | 9,82 7,77 | 10,32 7,04 | 213"

Eliminados los sujetos con inflamacién. DT:desviacion tipica. T;:tercil 1, T,
TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico, Test de ORAC: Capacidad antioxidante del
plasma*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Nivel de significacion estadistica entre terciles 1,2,3.

: tercil 2, Ts:tercil 3,
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Hemos querido observar la correlacion entre la capacidad antioxidante y los niveles de TBARS, y
como se observa en la figura 40, aunque existe una tendencia a la disminucién de los TBARS al
aumentar el test de ORAC, esta correlaciéon no es significativa (correlacion de Pearson= -0,066;
p=0,063) .

Figura 40- Correlacion entre TBARS y ORAC

3,00

2,00 ]

TBARS (nmoliml)

Sq r lineal = 0,004

0,00~

I 1 I 1 I
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
ORAC (mmol eq Trolox/l)

Para observar el efecto de los niveles de hierro sobre el estrés oxidativo, se ha realizado una
RLM ajustando el modelo por diversas variables dietéticas, personales y de estilos de vida que
pudieran estar relacionadas con dicho estrés.

Como se observa en la tabla 57, los TBARS plasmaticos aumentan de forma significativa en la
poblacién general con la edad y la ingesta de hierro hemo, mientras que disminuyen con la
ingesta de hierro no hemo. En las mujeres aumenta con la STf, la edad y la ingesta de vitamina
D, mientras que disminuyen con la ingesta de hierro no hemo. En los hombres también
aumentan con la edad ademas del hierro hemo y el tabaco.
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Tabla 57.- Efecto de los niveles de hierro (STf y FS) sobre la peroxidacion lipidica (TBARS
plasmaticos)

Total (n=815) Mujeres (n=425) Hombres (n=390)

B DT P B DT P B DT P
STf (%) 0,001 0,001 0,069 0,004 0,001 0,006 | 1.10° 0,001 0,801
Ferritina sérica (ug/I) -1,7.10%  9,5.10° 0,067 -4,2.10*  3,6.10% 0,240 | -3,8.10° 1.10° 0,713
Edad (afios) 0,003 0,001 <0,001 | 0,003 0,001 0,014 | 0,004 0,001  <0,001
Hierro hemo (mg/dia) 0,012 0,005 0,013 0,019 0,006 0,002
Hierro no hemo (mg/dia) | -0,009 0,004 0,022 -0,014 0,005 0,009
Vit.D (pg/dia) 0,017 0,008 0,028
Tabaco (cig/dia) 0,004 0,002 0,010

ch.wo =3,1 ch .100= 4,7 ch.loo =5,8
F 5,711 =5,55 p<0,001 F 5,364 =4,67 p<0,001 F5,341=5,27 p<0,001

Ajustado por edad (afios), sexo (0,mujer;1,hombre), Hierro hemo (mg/dia), hierro no hemo (mg/dia),retinol
tabaco (cigarrillos/dia), alcohol
(g/dia), PCR (mg/L) B: Coeficiente beta, DT: Desviacidon Tipica, p: Significacion estadistica. Se muestran solo los
resultados que entran en la regresion.

(ug/dia), betacaroteno(ug/dia), vit.D (pg/dia), vit.E (pg/dia), vit.C (mg/dia),

En cuanto a la capacidad antioxidante medida con el test de ORAC, en la poblaciéon total

aumenta con la ferritina sérica y la ingesta de vitamina C, ademas de aumentar en los hombres

respecto a las mujeres como se observa en la tabla 58. En las mujeres solo se observa un

aumento significativo con la ferritina sérica, mientras que en los hombres, ademas de la

ferritina, influyen la ingesta de vitamina D y la proteina C reactiva.

Tabla 58.- Efecto de los niveles de hierro (STf y FS) sobre la capacidad
antioxidante plasmatica (test de ORAC)

Total (n=815) Mujeres (n=425) Hombres (n=390)
B DT 2] B DT P B DT P
STf (%) 0,030 0,019 0,123 0,026 0,029 0,364 | 0,036 0,026 0,163
Ferritina sérica 0,008 0,002 0,001 0,020 0,007 0,008 | 0,005 0,002 0,021
(ng/l)
Sexo 1,492 0,571 0,009
(0,mujer;1,hombre)
Vit.C (mg/dia) 0,008 0,004 0,017
Vt.D (pg/dia) 0,262 0,127 0,040
PCR (mg/l) 0,314 0,096 0,001
ch.loo =27 ch.wo =22 ch.loo =6
F 4,712 =6,03 p<0,001 F 2,367 =5,15 p=0,006 F 4,342=6,5 p<0.001

Ajustado por edad (afios), sexo (0,mujer;1,hombre), Hierro hemo (mg/dia), hierro no hemo
(mg/dia), retinol (pg/dia), betacaroteno(ug/dia), vit.D (pg/dia), vit.E (ug/dia), vit.C (mg/dia),
tabaco (cigarrillos/dia), alcohol (g/dia), PCR (mg/L) . B: Coeficiente beta, DT: Desviacién
Tipica, p: Significacion estadistica. Se muestran solo los resultados que entran en la regresion.
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1. SUJETOS

Nuestro estudio se ha realizado sobre 815 sujetos elegidos al azar y representativos de la
poblacién adulta de la costa catalana espafiola. Todos los individuos tuvieron las mismas
posibilidades de ser elegidos para formar parte de la muestra, ya que las bases de datos fueron
los padrones municipales estratificados por edad y sexo con el objetivo de representar a la
poblacién. Esta finalidad se ha conseguido ya que los porcentajes de participacion por grupos de
edad y sexo son similares a los de la poblacion origen de la muestra segun datos del Institut
d’Estadistica de Catalunya (IDESCAT) (http://www.idescat.net).

Como uno de los objetivos del estudio era realizar pruebas genéticas se excluyd de la muestra a
los individuos que no fueran de raza caucésica. Esto permite inferir los resultados del estudio a
la poblacidon general de raza caucasica de nuestra area geografica.

La difusién previa del estudio, junto con la forma personalizada de contactar con los sujetos
seleccionados influyd en la buena participacidon en el estudio, del 61,5%. El porcentaje de

participacion obtenido es similar al de otros estudios realizados en poblacion general (Alvarez y
cols., 2000).

El estudio fue aprobado por los Comités de Etica del Hospital Universitario Sant Joan de Reus y
el de la Fundacién Jordi Gol Gorina. Todos los individuos firmaron un consentimiento informado
de acuerdo con la declaracién de Helsinki.

2. METODOS

Las variables socioecondmicas y culturales describen las caracteristicas de nuestra poblacidn.

La forma de realizar las medidas antropomeétricas, asi como la manera de realizar las preguntas
referentes al estilo de vida y otras variables fue estandarizada entre los médicos que realizaban

la historia clinica para disminuir la variabilidad entre ellos.

El consumo alimentario fue valorado por un registro dietético cuantitativo reconocido
internacionalmente como un método que estima la ingesta habitual de los sujetos con la
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adecuada exactitud como para permitir la realizacion de asociaciones con su estado nutricional
(Pekarinen, 1970; Beaton y cols., 1979). Los encuestadores fueron entrenados y estandarizados en el
método de valoracion hasta obtener resultados similares entre ellos.

El procedimiento de obtencidn, extraccion y conservacion de las muestras de sangre para
determinar las variables bioquimicas y genéticas, siguid el protocolo establecido y aceptado por
estamentos internacionales.

Para determinar el estado de hierro hemos utilizado una amplia bateria de parametros
bioquimicos relacionados con el metabolismo del hierro.

Para los parametros bioquimicos que valoran la sobrecarga severa de hierro se utilizaron los
limites de normalidad aceptados internacionalmente (wHo, 2000).

La definicion de sobrecarga severa de hierro utilizada en nuestro estudio fue exigente por
tratarse de poblacion general, al necesitar la concurrencia de dos parametros alterados a la vez
(saturacion de transferrina y ferritina sérica) ya que es la forma de diagnosticar Ia
hemocromatosis hereditaria. De esta manera se redujo la probabilidad que en el grupo
seleccionado hubiesen falsos positivos. Otros autores, sin embargo han utilizado un solo criterio
para realizar el diagndstico de sobrecarga de hierro en poblacidn general (Altés y cols, 2004, Fleming y
cols., 2001; Baptista-gonzalez y cols., 2005). Segun Moirand y cols. (1997) son necesarios utilizar los dos
parametros para detectar todos los tipos de sobrecarga de hierro, ya que existen casos de
exceso de hierro en los que tan solo un parametro se encuentra alterado, manteniendo al otro
en los niveles normales.

Como sobrecarga de hierro moderada se han usado niveles de STf y FS que a través de algunos
estudios se ha visto que estan relacionados con un riesgo para la salud (Salonen y cols., 1992;
Distante, 2006). En todo momento se ha tenido en cuenta el efecto de la inflamacidon sobre los
parametros del hierro y por ello hemos determinado la proteina C reactiva para controlar el
efecto confusor de la inflamacién sobre la ferritina sérica. De esta forma se evita clasificar a un
sujeto como exceso de hierro de forma falsa.

Para las determinaciones genéticas se ha procedido a realizar el método de reaccidén en cadena
de la polimerasa, utilizado ampliamente en la literatura cientifica, ya descrito para cada una de
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las alteraciones que hemos analizado del gen HFE (Jouanolle y cols. 1997; Mura y cols. 1999).

Para determinar el grado de estrés oxidativo hemos recurrido a dos pardmetros ampliamente
utilizados y cuya determinacién se podia realizar en muestra congelada (Galleano y Puntarulo, 1995;
Cao y cols., 1998; Gheldof y cols., 2003). Hemos utilizado los TBARS plasmaticos como forma de medir
la peroxidacion lipidica por su sencillez y sensibilidad; y el test de ORAC que es uno de los
métodos mas fiables y utilizados para medir la capacidad antioxidante total del organismo. Esto
nos informa de una visidon general en los dos sentidos de la oxidacion, un marcador prooxidante
y otro preventivo.

3. RESULTADOS

En nuestra poblacion, un 2,7% de los sujetos (0,5% mujeres y un 5,1% en hombres) presentan
sobrecarga de hierro severa, medida por la FS y la STf. Esta prevalencia es menor a la descrita
por Altés y cols. (2004) en la poblacidon adulta catalana que obtuvo una prevalencia de sobrecarga
de hierro en el 9,3%. Sin embargo, en este estudio se valord la sobrecarga férrica a través
Unicamente de la ferritina sérica y no se tuvo en cuenta el grado de inflamacién que puede
elevar de forma errénea los niveles de ferritina dando falsos positivos por ser un reactante de
fase aguda.

Como ya habian observado otros autores, los niveles de ferritina sérica aumentan con la edad
(Fleming y cols., 2001; Milman y cols., 2002; Milman y cols., 2003a), resultado que esperabamos debido a la
falta de un mecanismo de excrecion del hierro que conduce al cimulo del metal con el paso del
tiempo. Sin embargo, los niveles saturacidon de transferrina en nuestro estudio no se afectan
con el paso del tiempo, como ya habian descrito anteriormente Zacharski y cols. (2000) en el
estudio NANHES III.

También hemos observado que los niveles de hierro corporal son superiores en los hombres que
en las mujeres, evidencia que ha sido suficientemente relacionada con las pérdidas de sangre

menstruales y factores hormonales (sullivan y cols., 1981).

Debido a la cantidad de estudios que observan una relaciéon de los niveles moderados de hierro
medidos o bien con la FS o bien con la STf con la aparicion de enfermedades crénicas y
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frecuentes a través de la hipdtesis de la teoria oxidativa del hierro, hemos querido definir un
criterio de sobrecarga moderada, que engloba a aquellos niveles tanto de de FS como de STf en
los que se ha descrito algun perjuicio o algun riesgo para la salud.

Con este criterio, un 14,9% de las mujeres y un 31% de los hombres de nuestra poblacién
tienen sobrecarga moderada de hierro medida con la FS y/o STf. Estas personas, por lo tanto,
aunque no tienen una sobrecarga de hierro propiamente dicha o severa, definida con los niveles
descritos internacionalmente, si tienen un riesgo aumentado de sufrir todas aquellas
enfermedades relacionadas con el aumento del estrés oxidativo e incluso podria ser el paso
previo a la sobrecarga severa.

En total, un 25,3 % de los sujetos de nuestra poblacion (15,4% las mujeres y 36,1% de los
hombres) tienen algun tipo de sobrecarga de hierro. De confirmarse la hipotesis de la teoria
oxidativa que considera al hierro como un radical libre y por tanto promotor de la oxidacion
celular, esta alta prevalencia de exceso de hierro observada en la poblacidn deberia de ser un
factor a tener en cuenta a la hora de definirla como uno mas de los multiples factores de riesgo
para la salud general que existen hoy en dia.

Hemos determinado el Receptor soluble de Transferrina (RTfs) en una parte de la poblacién
debido a que se ha observado que es un marcador Util para diferenciar anemia ferropénica de
anemia de la enfermedad crdnica ya que no se afecta en presencia de inflamacion (Suominem vy
cols., 2000). A pesar de que es cierto que existe una tendencia a la disminucidn de su
concentraciéon en caso de sobrecarga férrica, no se ha comunicado que esta determinacién sea
especialmente Util en el diagnéstico del exceso de hierro, de hecho en nuestra poblacién no
hemos observado diferencias significativas entre los sujetos con estado de hierro normal y
sobrecarga, lo que nos indica que mientras que es una herramienta Gtil para evaluar el déficit
de hierro, no parece que lo sea para evaluar su exceso. De hecho en ningun algoritmo de los
multiples propuestos para el diagnostico de la HH u otros procesos por sobrecarga férrica se ha
propuesto la determinacion del RTfs. Debido a su elevado coste y a los escasos resultados
obtenidos no continuamos analizandolo en el resto de la poblacién

Las principales causas del aumento de los niveles de hierro son las alteraciones genéticas que
afectan al metabolismo del hierro, principalmente las relacionadas al gen HFE o gen de la
hemocromatosis hereditaria Clasica o de tipo I (HH) y una ingesta excesiva de hierro, bien sea
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dietética o farmacoldgica.

La HH es la forma mas comun de sobrecarga de hierro (Roy y Andrews, 2001) y se trata de una
enfermedad autosdémica recesiva causada por mutaciones en el gen HFE que provocan un
aumento de la absorcién dietética del hierro a nivel intestinal que conlleva a un exceso de hierro
en el organismo.

Desde el descubrimiento del gen HFE en 1996 (Feder y cols., 1996), muchos han sido los
investigadores que han descrito la prevalencia de sus alteraciones principales (C282Y, H63D y
S65C). Sin embargo, pocos son los que se han realizado sobre poblacién general y
concretamente en Espafa, ésta es la primera vez que se describe la prevalencia de las tres
mutaciones en una muestra representativa de la poblacion general adulta de nuestra area
mediterranea.

La mutacién C282Y parece ser que tiene su origen en un solo antepasado de origen celta en el
norte de Europa hace unos 2000 afios (Lucotte y cols. 2003, Milman y cols., 2003b). Este defecto
genético, que no causo ningun obstaculo serio a la reproduccion y pudo incluso haber conferido
algunas ventajas como son la resistencia a la deficiencia dietética del hierro y a ciertas
enfermedades infecciosas, fue extendido a través de la migracién de dicha poblacion. En la
actualidad, la mutacion C282Y de forma homocigota se encuentra en aproximadamente 5 de
cada 1000 personas de los descendientes del norte de Europa, aunque parece no afectar a
nuestra zona geografica. Aproximadamente el 80-90 % de los individuos con hemocromatosis
hereditaria clinica son homocigotos para C282Y y un 5% son heterocigotos compuestos
C282Y/H63D (Jouanoclle y cols. 1997; Hanson y cols. 2001). El resto de genotipos tienen una expresion
fenotipica mas leve o moderada (Beutler y cols., 1996; Feder y cols., 1997; Waheed y cols., 1997).

No obstante, existe un pequefio porcentaje de individuos con HH en los que no se ha
identificado ninguna de estas alteraciones en el gen HFE. Esto podria indicar la existencia de
otros desordenes genéticos como alteraciones en la ferroportina, la hepcidina, hemojuvelina o
receptor de transferrina 2 (Beutler, 2006) 0 la implicacion de otros factores como la dieta, el

consumo de alcohol o la toma de alimentos enriquecidos o suplementos de hierro (Barton y cols.,
2004; Gordeuk y cols., 2003).

En nuestra poblacién, no hemos encontrado homocigotos para la mutacién C282Y al igual que
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otros estudios realizados en nuestro pais en muestras de donantes de sangre o de laboratorios
de analisis clinicos de atencion primaria (Fabrega y cols., 1999; Guix y cols., 2000; De Juan y cols., 2001; Guix
y cols., 2002). En Espafia, los estudios que observan una mayor prevalencia de homocigotos
C282Y estan realizados sobre donantes de sangre, lo que explicaria este hecho ya que la
donacidon de sangre excluye a las personas con anemia ferropénica, las cuales, en teoria
tendrian menos probabilidad de presentar estas alteraciones genéticas que aumentan la
absorcion del hierro (sanchez y cols., 1998; Sanchez y cols., 2003). En cuanto a la mutaciéon C282Y en su
forma heterocigota la encontramos en el 4,3% de nuestra poblacién.

Al estudiar la prevalencia de la mutacion C282Y en Europa, hemos observado que sigue un
gradiente norte-sur (Merryweather-Clarke y cols., 2000; Hanson y cols., 2001; Milman y cols., 2004) excepto en
el noroeste de la Peninsula Ibérica donde es similar al norte de Europa (Fabrega y cols., 1999; Soto y
cols., 2000; Cardoso y cols., 2001; De Juan y cols., 2001). Esto tendria su explicacién en la emigracion de la
poblacidn de origen celta al noroeste peninsular (Milman, 2003b).

En estudios realizados fuera de Europa sobre poblacién caucasica, se ha observado una
prevalencia de la mutacién C282Y parecida a la del norte de Europa (Bradley y cols., 1998; Burt y cols.,
1998; Olynyk y cols., 1999; Beutler y cols., 2000), Sin embargo, es considerablemente menor en otros
grupos étnicos como en las razas asiatica y negra (Beutler y cols., 2000; Adams y cols., 2005). A pesar
que la sobrecarga de hierro afecta a un 10% de los individuos de raza negra, estudios llevados
a cabo en el sur de Africa han concluido que la causa no estd asociada a mutaciones en el gen

HFE (McNamara y cols., 1998, Gordeuk y cols., 2003).

En cuanto a la mutacién H63D, en nuestro estudio hemos encontrado una de las mayores
prevalencias de Europa, con un 4.8 % de forma homocigota y un 32.3% de forma heterocigota.
Este resultado es parecido a otros realizados en el noreste espafiol sobre caucésicos donantes
de sangre (Sanchez y cols., 1998; Sanchez y cols., 2003). La distribucidon geografica de la mutacién H63D
en Europa es contraria a la observada en la C282Y, ya que existen mayores prevalencias en el

sur de Europa que en el norte, por lo que sigue un gradiente sur-norte (Adams y cols., 2000;
Merryweather-Clarke y cols., 2000; Hanson y cols., 2001; Deugnier y cols., 2002; Beutler, 2006).

En Espafia, las mayores prevalencias de individuos con la mutacién H63D las encontramos en el
noreste y concretamente en un grupo especifico de individuos descendientes de judios
mallorquines llamados Chuetas, los cuales han logrado mantener a través del tiempo un bloque
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genéticamente homogéneo como consecuencia de la endogamia (Guix y cols., 2002).

No hemos encontrado individuos homocigotos para la mutacién S65C, y en cuanto a su forma
heterocigota la encontramos en un 2% de nuestra poblacién. Dichas prevalencias son parecidas
a las que se han encontrado en estudios realizados en las Islas Faroe (Miiman y cols., 2004) y Suecia
(Holmstrém y cols., 2002), pero diferentes a un estudio realizado en el noreste Espafiol (De juan y cols.,
2001), donde se encontré el doble de heterocigotos, aunque tampoco se observd ningun
individuo portador de la mutacion en su forma homocigota.

Respecto a los compuestos heterocigotos, el formado por C282Y/H63D lo hemos encontrado
presente en un 2% de nuestra poblacion. Esta prevalencia es menor que la observada en el
noroeste de Europa (entre un 2.6% y un 3.7%) (Merryweather-Clarke y cols., 2000; Hanson y cols., 2001;
Jackson y cols., 2001; Campbell y cols., 2003) y en el norte de Portugal (3%) (Cardoso y cols., 2001). Los
compuestos heterocigotos con S65C son menos frecuentes. En nuestra poblacién no hemos
encontrado individuos con los genotipos C282Y/S65C, y el H63D/S65C se encuentra en un
0.6%, resultados parecidos a los observados en un estudio realizado en las Islas Faroe sobre
donantes de sangre (Milman y cols., 2005).

En nuestro estudio, un 46% de la poblacién es portadora de alguna de las tres mutaciones
estudiadas, siendo la H63D la mas frecuente. No hemos detectado homocigotos para las
mutaciones C282Y, S65C ni heterocigotos compuestos por C282Y/S65C. No hemos observado
diferencias significativas entre sexos para las mutaciones estudiadas.

Debido a la alta prevalencia observada en nuestra poblacion de las alteraciones en el gen HFE,
nos planteamos estudiar su efecto sobre los niveles de hierro, teniendo en cuenta la dieta y
diversos factores que pueden interferir en el metabolismo del hierro.

Los primeros estudios que relacionan la presencia de las mutaciones del gen HFE y el estado de
hierro en poblaciones fueron realizados a partir de muestras de sujetos donantes de sangre,
aspecto que puede interferir los resultados por ser una caracteristica relacionada con el

metabolismo del hierro como se ha comentado anteriormente (Cassanelli y cols., 2001; Jackson y cols.,
2001).

Otros investigadores seleccionaron los participantes a partir de su centro de trabajo (Distante y
cols., 1999; McDonnell y cols., 1999; Delatycki y cols., 2005). También existen estudios valiosos que aportan
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datos de sujetos no enfermos, pero que no han sido seleccionados de la poblacion general,
como el HEIRS, que es un estudio muticéntrico realizado en USA, Inglaterra y Canada, que
valoraron 99.711 pacientes y un grupo de familiares sin mutacion HH, los cuales fueron
considerados como sujetos control (Adams y cols., 2005; Barton y cols., 2006).

Recientemente, amplios estudios longitudinales han permitido observar el efecto de la presencia
de las mutaciones C282Y del gen HFE sobre el estado de hierro en poblaciones, como el estudio
realizado en la cohorte de Brusselton, Australia (Fox y cols., 2002), el de la cohorte de
Copenhaguen City Heart Study, correspondiente a una nuestra representativa de la poblacién
general danesa (Andersen y cols., 2004) y el de la Women's Cohort Study en UK (Greenwood y cols.,
2005), todos ellos realizados en un amplio nUmero de poblacion.

Sin embargo nuestro estudio es el Unico que estima las 3 mutaciones del gen HFE junto con la
valoracién de consumo alimentario como principales factores causales del estado bioquimico del
hierro en una muestra representativa de la poblacion general.

El modelo de regresion lineal multiple (RLM) construido permite estimar el efecto de las
mutaciones del gen HFE sobre los niveles de hierro en nuestra poblacién general
presumiblemente sana, independiente de |la dieta y otros estilos de vida.

En estos modelos se ha observado un efecto consistente de las mutaciones heterocigotas
compuestas C282Y/H63D y H63D/S65C sobre el aumento de los niveles circulantes medidos con
la STf y los depésitos de hierro medidos con la FS.

La mutacion C282Y en su forma heterocigota asi como la mutacion H63D en su forma
heterocigota y homocigota tienen menor efecto que los genotipos compuestos, ya que
solamente se ha detectado su efecto sobre la elevaciéon de la STf en la poblacidon general y
especificamente en el subgrupo de mujeres. No obstante, aunque la mutacién H63D tenga
menor efecto sobre el estado en hierro, su repercusién en nuestra poblacién es muy importante
debido a su elevada frecuencia entre nuestra poblacion (38,2%).

Para analizar si el efecto de las mutaciones sobre los depdsitos de hierro se realizd el analisis de

RLM sobre los individuos mayores de 50 afios. Entonces observamos que el efecto del
heterocigoto compuesto C282Y/ H63D aumentaba los niveles de FS en los mayores de 50 afios
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tanto en hombres como en mujeres, pero seguia sin aparecer efecto en el resto de mutaciones.
Posiblemente el cumulo de hierro debido a una absorcién aumentada causada por las
mutaciones del gen HFE, necesitan tiempo de actuacion para elevar significativamente los
depdsitos de hierro organicos en los individuos.

Con nuestro estudio es la primera vez que se aportan datos de la prevalencia de la mutacion
heterocigota S65C en una poblacion general del drea mediterrdnea y su relacién con el estado
en hierro. Aunque Mura y cols. (1999) sugiridé que la presencia de esta mutacién podria estar
asociada con una expresion fenotipica leve de la HH, su presencia entre nuestra poblacion no
parece tener ningln efecto sobre los niveles de hierro medidos con la STf y la FS, tal como
hemos podido observar en todas los analisis realizados. Ademas, es poco frecuente en nuestro
entorno.

El diferente efecto de las mutaciones sobre los niveles de STf y FS concuerda con lo observado
por otros autores (Distante y cols., 1999; Cassanelli y cols, 2001). Segun ha indicado Health y
Fairweather-Tait (2003), los individuos portadores de alteraciones en el gen HFE, aunque no sean
los genotipos que mas frecuentemente se observan en la HH, presentan una mayor
susceptibilidad a aumentar la absorcidn de hierro y por lo tanto un riesgo de presentar
sobrecarga de hierro.

El efecto mas directo de las mutaciones del gen HFE sobre el aumento de la absorcion de hierro,
implica en un primer paso, un aumento de los niveles de hierro circulante, por lo cual la
transferrina sérica seria el parametro bioquimico que se veria primero afectado tal y como
hemos observado en nuestro estudio. Por ello en la HH el primer pardmetro que se encuentra
afectado es la STf (McLaren y cols., 1998; Waalen y cols., 2002).

Un importante porcentaje de los sujetos con sobrecarga de hierro presentaron genotipo salvaje
para las mutaciones estudiadas lo que nos indica que existen otros factores que contribuyen en
la homeostasis del hierro (Anderson y cols., 2007; Beutler, 2007) entre los que se encuentran la edad, el
sexo, los habitos y estilos de vida, el estado fisioldgico o la presencia de infecciones entre otros.
También la presencia de alteraciones en genes que codifican proteinas recientemente
descubiertas como la ferroportina, hepcidina, hemojuvelina y el receptor de transferrina 2
(Beutler, 2006). Por ultimo, otro factor que contribuye a la modificacion de los niveles de hierro es
la dieta, y principalmente componentes concretos como el hierro hemo, el calcio, la vitamina Cy
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en especial el consumo de alcohol habitual.

Los modelos de RLM también han permitido estimar el efecto de la dieta en presencia de las
mutaciones HFE sobre los niveles de hierro. Hemos observado que los factores dietéticos
contribuyen a modular los niveles de STf y FS en el sentido esperado, segin su comportamiento
sea favorecedor o inhibidor de la absorcion del hierro. De esta forma, la ingesta de hierro
dietético y de alcohol incrementan los niveles STf mientras que el calcio que es un inhibidor de
la absorcion del hierro los disminuye. En cuanto a la FS, la ingesta energética, de proteinas y
alcohol se asocian con unos mayores depdsitos de hierro mientras que el calcio los disminuye.
En los sujetos mayores de 50 afios, es la ingesta de hierro dietético junto con el alcohol los
factores dietéticos que se asocian a unos mayores depositos de hierro como ya habia observado
anteriormente Milman y cols. (2004).

Muchos autores sugieren que el hierro hemo es el responsable del aumento de los niveles de
hierro en portadores de mutaciones HFE, mientras que el hierro no hemo parece tener poco
efecto entre estos sujetos. Varios son los estudios que no han encontrado un aumento de la
absorcion del hierro no hemo en los individuos portadores de alguna mutacién en el gen HFE
respecto a los salvajes (Rossi y cols., 2001; Grenwood y cols., 2005; Roe y cols., 2005;) por lo que parece ser
que la fortificacién de alimentos asi como la toma de suplementos no podria en riesgo la salud
de los portadores de mutaciones en el gen HFE (Hunt y Zeng, 2004).

Sin embargo en el analisis de los datos de nuestro estudio se ha observado que al introducir el
hierro hemo en el modelo de RLM en vez del hierro total ingerido, el hierro hemo era una
variable excluida del analisis. Tampoco observamos diferencias en el efecto de la dieta en
presencia o no de mutaciones.

El mecanismo de la absorcion de hierro en presencia de mutaciones es complejo y parece ser
que cuando la dieta contiene alta cantidad de hierro y factores favorecedores de su absorcién se
produce una disminucién del control de su absorcidén en los sujetos heterocigotos C282Y (roe y
cols., 2005; Singh y cols., 2006), lo que implicaria un aumento no directamente lineal con la cantidad
de hierro absorbido en este grupo de sujetos. Sin embargo no se ha comprobado si este
mecanismo se desarrolla igual en las demas mutaciones.

A pesar de los estudios que relacionan la toma de suplementos con un aumento de los niveles
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de hierro (Garry y cols., 2000; Fleming y cols., 2002; Liu y cols., 2003; Blanck y cols., 2005), en nhuestro estudio
se ha observado una asociacidén contraria en la toma de dichos suplementos. Este hecho puede
haber ocurrido porque en la encuesta de habitos se preguntd especificamente por la toma de
suplementos de hierro y no se tuvo en cuenta aquellos complejos multivitaminicos que
incorporan hierro en su composicion, con lo cual las personas que contestaron probablemente
fueron aquellas que tomaban un suplemento de hierro de forma especifica y muy
probablemente prescrito por su médico debido a un problema de carencia de hierro. Esto lo
pudimos comprobar ya que analizando nuestros datos, hemos constatado que tan solo el 3,2%
de nuestra poblacién afirmdé tomar suplementos de hierro (3 hombres y 23 mujeres) y
efectivamente, ellos presentaron niveles significativamente menores de FS y STf que el resto de
la poblacion. Ademas, el porcentaje de individuos que se suplementan en nuestra poblacion es
muy pequefio comparado con el informe SESPAS 2002 en el que se describe que un 16% de la
poblacién Espafiola toma de forma habitual algin complejo multivitaminico y mineral (la
mayoria de los cuales contienen hierro) (Serra Majem y cols., 2002). Por ello, en la poblacién
estudiada podria haber un porcentaje de individuos que esté tomando hierro a través de estos
suplementos sin que haya quedado registrado.

Otro factor que ha intervenido de forma casi constante y significativa en los diferentes analisis
ha sido el efecto del consumo de alcohol sobre el aumento de los dos pardmetros bioquimicos
del estado en hierro. Este efecto ya se habia descrito en estudios anteriores (Legget y cols., 1990;
Rossi y cols., 2001). El mecanismo por el cual se produce este efecto no se conoce de forma exacta,
pero se sabe que los pacientes con cirrosis alcohdlica tienen aumentados los niveles de hierro
(Fletcher y cols., 2003). Otros autores también habian descrito aumentos de los niveles de ferritina
entre los sujetos que consumen alcohol de forma crénica, los cuales tenian duplicados los
niveles de hierro respecto a los no tomaban alcohol (buane y cols., 1992). Esta relaciéon se ha
observado incluso con bajos consumos de alcohol (whitfield y cols., 2001). Un agravante del
consumo habitual de alcohol es que tanto el alcohol como el hierro han sido relacionados
independientemente con el aumento del estrés oxidativo y consecuentemente causantes de
peroxidacion lipidica y dafio tisular (Fletcher y Powell, 2003).

Hemos observado en nuestro analisis que el consumo de tabaco se asocia a unos mayores
niveles de hierro circulante en la poblacidn total y a unos mayores depdsitos de hierro en las
mujeres. A pesar que el tabaco durante el embarazo se ha asociado a mayor prevalencia de
déficit de hierro (Laskowska-Klita y cols., 2000; Chelchowska y Laskowska-Klita, 2002), varios estudios han
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observado que el tabaco provoca un aumento de los niveles de hierro que se acumulan en los
macréfagos Yy hepatocitos (Gutteridge y Halliwell, 1989; Bonkovsky y cols., 1997; Alberti y cols., 1999; El-Zayadi y
cols., 2002) promoviendo el estrés oxidativo en ellos (watanabe y cols., 1995; Husain y cols., 2001). Segun
estos estudios, el tabaco provoca un aumento de los niveles de carboxihemoglobina y una
disminucién de la capacidad para transportar oxigeno por los eritrocitos. El organismo intenta
entonces compensar esta hipoxia con el aumento de la eritropoyesis que a su vez, provoca un

aumento de la absorcidn intestinal de hierro para cubrir la produccién de eritrocitos (El-zayadi,
2006).

No parece existir ninguna duda sobre las bases por las que la HH desarrolla un exceso de hierro
organico, efecto representado clasicamente por el aumento de la absorcidn intestinal del hierro.
No obstante, defectos en HFE interfieren en la accion de la ferroportina que no solo se
encuentra en las células intestinales si no también en los macréfagos y las células Kupfer
(Drakesmith y cols., 2002; Beutler, 2006). Este aspecto parece muy importante ya que el efecto sobre de
la cantidad total de hierro diario absorbido a nivel intestinal (1-2 mg) es mucho menor que el
aportado por los macréfagos a nivel corporal. Estas células estan implicadas en el proceso de
degradacion de los glébulos rojos y pueden aportar diariamente unos 20 mg de hierro a la
sangre (Brissot y cols., 2004).

Aunque las regresiones lineales multiples muestran que el efecto de los genotipos compuestos
es elevado sobre los niveles de hierro, el efecto del resto de los genotipos es pequefio en el
conjunto de la poblacidn general. Esto nos indica que en la elevacion de los niveles de hierro
estan implicados otros muchos factores etioldgicos, ademas de los analizados en este estudio,
entre los que probablemente se encuentran proteinas identificadas recientemente vy
relacionadas con el estado de hierro. Ademas, existe un porcentaje de la poblacién que podria
estar tomando hierro adicional sin necesitarlo a través de complejos multivitaminicos, de forma
que podrian estar aumentando sus niveles de hierro de forma silenciosa.

Por ultimo hemos querido observar el efecto de los niveles de hierro sobre el grado de estrés
oxidativo debido a que existen muchos estudios que relacionan los niveles moderados de hierro
con muchas enfermedades crénicas y frecuentes en la poblacion como la enfermedad
cardiovascular y el cancer (Sullivan, 1981; Salonen y cols., 1992; Weinberg, 1996; Yuan y Li, 2003; Kalliampur y
cols., 2004). Segun estos estudios, el hierro al ser un mineral oxidante podria provocar un
aumento del estrés oxidativo y a través de él promover todas las enfermedades relacionadas
con la oxidacion.
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En cuanto al efecto de los niveles de hierro sobre el estrés oxidativo, no existen apenas estudios
que relacionen la dieta o el hierro con el estrés oxidativo, y los pocos que hay o bien son de
intervencidon controlando la dieta o bien sobre pacientes enfermos. Nosotros con este estudio
hemos querido observar en una poblacidon general mediterrdnea el efecto de los niveles de
hierro sobre el estrés oxidativo medido con los TBARS plasmaticos como medida de
peroxidacion lipidica y el test de ORAC como capacidad antioxidante total. Ademas, hemos
tenido en cuenta factores dietéticos y habitos toxicos que pudieran interferir en esta relacion.

Al clasificar la poblacién en terciles segun los niveles circulantes de hierro medidos con la STf y
de los depdsitos de hierro medidos con la FS, se observa que al aumentar los niveles de hierro
circulante medidos con la STf aumenta significativamente la peroxidacidon lipidica en las
mujeres, asi como la capacidad antioxidante en la poblacion general y en las mujeres. Al
aumentar los depdsitos de hierro medidos con la FS, se observa un aumento de la peroxidacion
lipidica en el total de la poblacién y en las mujeres y un aumento de la capacidad antioxidante
en toda la poblacién.

Al crear un modelo de regresion lineal multiple (RLM) para observar el efecto de los niveles de
hierro sobre la peroxidacién lipidica ajustando con factores dietéticos y habitos toxicos que
pudieran enmascarar la relacién, se mantiene el efecto de los niveles de hierro circulante sobre
el aumento de la peroxidacién lipidica en las mujeres, ademas de observarse una relacion
directa con la ingesta de hierro hemo, el cual se encuentra predominantemente en la carne y el
pescado.

Las dietas habituales de la poblacion mediterranea aportan entre 10 y 20 mg de hierro al dia,
de los cuales, una alta cantidad es hierro hemo que tiene una gran capacidad de absorcion.
Existen estudios que han sugerido la ingesta de hierro hemo como un factor prooxidante (Lee
cols., 2005b), incluso se ha observado una estrecha relacion entre esta ingesta de hierro hemo con
el riesgo de mortalidad por enfermedad cardiovascular, cancer de pulmdn, cancer del tracto
digestivo superior (Lee DH y cols., 2005a; Lee DH vy cols., 2005¢) y mortalidad general (Mainous vy cols., 2004).
Por lo que el hierro hemo ademas de actuar de forma indirecta sobre el estrés oxidativo a
través del aumento de los niveles de hierro, podria actuar de forma directa como hemos
observado en nuestro estudio, aunque esta relacion debe estudiarse de forma mas minuciosa.

En nuestra poblacién, al contrario que el hierro hemo, la cantidad de hierro no hemo se
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relaciona de forma negativa con dicha peroxidacién. Esto podria ocurrir porque el hierro no
hemo se encuentra mayoritariamente en las verduras de hoja verde, en la fruta y legumbres
(Mataix y cols., 2002), que ademas son una buena fuente de vitaminas antioxidantes que podrian
frenar este efecto negativo del hierro sobre la salud.

Como era de esperar, la edad se ha relacionado de forma significativa con un aumento de la
peroxidacion lipidica, asi como el consumo de tabaco en los hombres (ortin y cols., 1996).

Al realizar el mismo modelo de RLM para la capacidad antioxidante total del plasma, se observa
una relacion estrecha y significativa con los niveles de ferritina sérica. Ademas, también
aumenta de forma significativa con la proteina C reactiva que es un marcador de la inflamacidn,
lo que nos podria indicar un posible mecanismo de defensa del organismo frente una situacién
de estrés oxidativo como puede ser la inflamacién. El aumento observado de la capacidad
antioxidante con el aumento de la FS apoyaria la hipdtesis de Juckett y cols. (1995) que habia
sugerido que la ferritina podria actuar como mecanismo protector frente a los procesos
oxidativos, ya que el estrés oxidativo induce la sintesis de ferritina de forma directa o indirecta
para que a través de su estructura “secuestre” el hierro oxidado evitando de esta forma su
toxicidad (Rreif, 1992).

En cuanto a la dieta, hemos observado que el consumo de vitamina C y D esta relacionado de
forma significativa con un aumento de la capacidad antioxidante. Esto ya se habia descrito en
otros estudios, en los que se habia observado un aumento de la capacidad antioxidante in vivo
con la ingesta de vitamina C a través de la fruta, verdura (Cao y cols., 1998) y de miel (Gheldof y cols.,
2003), todos ellos alimentos ricos en vitaminas antioxidantes.

La dieta mediterranea se caracteriza por un alto consumo de verduras, legumbres, fruta,
pescado y aceite de oliva como principal fuente de grasa, ademas de un consumo habitual de
vino tinto. Este tipo de dieta es rica en antioxidantes y se ha relacionado con la disminucion de
la incidencia de enfermedades cardiovasculares, cancer, y otras enfermedades relacionadas con
la oxidacion, ademas de una menor prevalencia de mortalidad general (pe Lorgeril y cols., 1999,
Trichopoulou y cols., 2003, Knoops y cols., 2004; Fité y cols., 2007). No obstante, en algunos estudios, el
aumento de la capacidad antioxidante no va acompafiado de una disminucion de la
susceptibilidad de las lipoproteinas a la oxidacidn (Gheldof y cols., 2003; Blackhurst y Marais, 2006). Esto
también lo hemos observado en nuestro estudio, en el que no se ha observado ninguna
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correlacion significativa entre el aumento de la capacidad antioxidante y la disminucion de la
lipoperoxidacion medida con los TBARS plasmaticos.

En el estado actual de los conocimientos, en el que recientemente se ha descrito la implicacién
de otros genes en el metabolismo del hierro, el efecto conjunto entre dieta y mutaciones del
gen HFE debe ser interpretada con cautela. Debido a la considerable prevalencia de mutaciones
del gen HFE en nuestra poblacién, a la alta biodisponibilidad del hierro de nuestra dieta
mediterranea (Galdn y cols., 1990) y el efecto sobre el estrés oxidativo que parece observarse, se
constata la necesidad de realizar mas investigaciones que contribuyan a clarificar el efecto real
para la salud.

4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El estudio transversal, si bien ha permitido determinar la prevalencia de las alteraciones en el
gen HFE y de sobrecarga de hierro en una poblacion general, tiene limitaciones en la medicion
del efecto causal. No obstante, los factores genéticos y dietéticos valorados en este estudio, son
evidentemente previos al efecto buscado sobre los niveles de hierro. También, de acuerdo a las
evidencias bioldgicas, el exceso de hierro es previo a la oxidacién celular. Todo ello apoya que
las asociaciones observadas las podamos interpretar como efectos, aunque requieran
confirmacién con estudios longitudinales.

El estudio de la dieta mediante el registro alimentario de tres dias no consecutivos incluyendo
uno festivo presenta limitaciones en la percepcién de la ingesta habitual. Sin embargo puede
considerarse uno de los métodos mas adecuados para determinar la ingesta en poblaciones sin
disminuir la participacidén y aportar una aceptable precision de la ingesta habitual.

El avance cientifico sobre el metabolismo del hierro en los ultimos afios ha identificado la
hepcidina como posible hormona clave en la regulacién del metabolismo del hierro. Solamente
los niveles de hepcidina en orina se correlacionan bien con los niveles de hierro. En nuestro
estudio no pudo deterninar la hepcidina, ya que en el momento del disefio aun no se habia
identificado y por tanto no se recogio6 orina en la poblacidn participante.

A pesar que el estrés oxidativo es importante determinarlo a través de varios parametros por
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estar implicado en varias vias metabdlicas, no pudimos analizarlos porque muchas
determinaciones se debian realizar en sangre fresca. Debido a la falta de un laboratorio que
determinara diariamente estos pardmetros en sangre fresca, solo pudimos valorarlo en los
parametros que se pudieron analizar en plasma congelado, TBARS y test de ORAC.
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Conclusiones

1. El 25,3% de la poblacidon presenta algun tipo de sobrecarga de hierro. Un 0,5% de las
mujeres y un 5,1% de los hombres de la poblacion general presentan sobrecarga severa de
hierro y un 14,9% de las mujeres y un 31% de los hombres, sobrecarga moderada.

2. Un 46% de nuestra poblacién presenta algun tipo de las alteraciones estudiadas en el gen
HFE, siendo la mas frecuente la H63D que se encuentra en el 32,3% de la poblacion en su
forma heterocigota y en el 4,8% en su forma homocigota. Los genotipos mas relacionados en la
literatura con la sobrecarga severa de hierro C282Y/C282Y y (C282Y/H63D tienen una
prevalencia del 0% y 2% respectivamente en nuestra poblacién.

3. Los sujetos con alteraciones en el gen HFE tienen significativamente mayores niveles de
hierro que los sujetos con genotipo salvaje.

4. La presencia del genotipo S65C heterocigoto no modifica significativamente los niveles de
hierro organicos en la poblacién, pero si lo hace cuando se combina con la alteracion H63D
(H63D/S65C).

5. En el conjunto de la poblacion, la presencia de practicamente todas las alteraciones en el gen
HFE (excepto la S65C heterocigota) y diversos factores dietéticos como la mayor ingesta de
hierro, alcohol y la menor de calcio aumentan los niveles de hierro circulantes.

6. En el conjunto de la poblacidn, solamente la presencia de las alteraciones C282Y heterocigota
y las compuestas C282Y/H63D y H63D/S65C, ademas de diversos factores dietéticos como la
mayor ingesta de proteinas, alcohol y la menor de calcio aumentan los depdsitos de hierro
organicos.

7. En la poblacién general, el efecto de las alteraciones en el gen HFE sobre los niveles de hierro
es pequefio excepto en los genotipos compuestos C282Y/H63D y H63D/S65C. Estos tienen un
efecto persistente y considerable sobre el porcentaje de variacién tanto de los niveles de hierro
circulante (17%) como los niveles de hierro en depésito (40%)

8. La dieta modifica en un 18,1% los depdsitos de hierro y sélo en un 5% los niveles de hierro
circulante.
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Conclusiones

9. En las mujeres se observa una relacion directa y significativa entre los niveles de hierro
circulante y el grado de estrés oxidativo, ademas de con la ingesta de hierro y vitamina D.

10. En ambos sexos, la ferritina sérica y la ingesta de vitamina C y D se relacionan
directamente con el aumento de la capacidad antioxidante.
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Aplicabilidad del estudio y planteamientos futuros

En este estudio se ha determinado por primera vez en Espafia la prevalencia de sobrecarga de
hierro y de las mutaciones C282Y, H63D y S65C en una misma muestra representativa de la
poblacidn espafiola teniendo en cuenta factores moduladores como la dieta y diversos habitos y
estilos de vida. También se ha analizado la relacién entre el nivel de hierro y el estrés oxidativo.

Casi la mitad de la poblacion tiene algun tipo de las alteraciones genéticas estudiadas, y un
cuarto de los sujetos presenta exceso de hierro bien sea moderado o severo. El amplio
porcentaje de poblacidn que presenta estos indicadores alterados requiere estudios que
determinen la verdadera implicacién sobre la salud.

El no haber observado una buena relacidon entre los niveles del receptor de transferrina sérica y
el exceso de hierro, indica que aunque sea una herramienta Util en el diagndstico de déficit de
hierro no parece que lo sea para evaluar la sobrecarga de hierro.

No hemos observado un aumento de los niveles de hierro en presencia de la alteracién S65C
heterocigota, no obstante, se deberia estudiar su mecanismo de actuacion y su efecto cuando
se encuentra en combinacidn con otra de las alteraciones, ya que en presencia de H63D hemos
observado una tendencia en el aumento de los niveles de hierro, pero debe confirmarse con un
numero mayor de individuos.

Es importante clarificar el efecto del alcohol, que insistentemente se ha encontrado relacionado
con la elevacién de los niveles de hierro en nuestro estudio. También se necesita mayor
informacion sobre el mecanismo de actuacién de otros componentes de la dieta, como el hierro
hemo.

Existen indicios no confirmados que el exceso de hierro podria estar implicado en Ia
etiopatogenia de algunas enfermedades crdnicas relacionadas con el estrés oxidativo. Hemos
observado una asociacion positiva entre el aumento de los niveles de hierro con un aumento de
la peroxidacién lipidica, (medida con la determinacion de TBARS plasmaticos) y de la capacidad
antioxidante del plasma (medida con el test de ORAC), por lo que con nuestro estudio
aportamos nuevos datos que apoyan la hipdtesis de la teoria oxidativa del hierro, siendo
necesario nuevas investigaciones para confirmarla. Uno de nuestros objetivos proximos es llegar
a determinar un marcador oxidativo que se relacione bien con los niveles de hierro y asi aportar
nuevos datos en la hipétesis de la teoria oxidativa.
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Aplicabilidad del estudio y planteamientos futuros

El hecho de observar en una poblacién general y aparentemente sana una relacion directa entre
la dieta y las alteraciones en el gen HFE sobre el aumento de los niveles de hierro, y un efecto
de éstos sobre la oxidacion celular, aunque sea pequefio, es importante, y es probable que esta
relacion aumente en los grupos de poblacion de riesgo. Esto indica la necesidad de seguir
investigando en este campo, sobre todo en unos momentos donde existe un gran interés tanto
en la fortificacion como en el disefio de alimentos funcionales.

Otro de nuestros objetivos a corto plazo es observar el efecto sobre la salud materno fetal de la
suplementacion sistematica de hierro durante el embarazo. Si bien en un alto porcentaje de la
poblacidn esta suplementacién es necesaria y efectiva durante esta etapa, la falta de una pauta
de suplementacion individualizada en cuanto a la dosis, frecuencia y momento de inicio podria
estar perjudicando a aquellas mujeres cuya suplementacion no sea necesaria o0 estén
incorporando mayor hierro del requerido.

Todavia existen muchas lagunas en el conocimiento del complejo metabolismo del hierro y
aunque hay un elevado porcentaje de poblacion general con niveles moderadamente o
excesivamente elevados, no se conocen claramente las causas, los mecanismos de actuacion ni
sus consecuencias reales en la salud. Todo ello hace necesario nuevas investigaciones que
ayuden a esclarecer los interrogantes que hoy aun existen.
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