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Resumo

O diabetes melito (DM) ¢ uma das manifestagdes clinicas do excesso de ferro
corporal encontrado em pacientes com hemocromatose. A partir desse achado, tem-se
procurado analisar o ferro como um dos possiveis fatores envolvidos na patogénese do DM
e de suas complicagdes cronicas.

Inicialmente, estudos demonstram que o aumento das reservas corporais de ferro,
avaliado pela ferritina, representa um fator de risco para DM. Além disso, pacientes com
mutagdes no gene HFE, principal responséavel pela hemocromatose hereditaria, parecem ter
um maior risco de DM. Finalmente, a reducdo do excesso de ferro mostrou-se protetora
para o desenvolvimento de DM, além de levar a uma melhora no controle metabdlico
daqueles individuos ja afetados.

Em relacdo as complicagdes cronicas do DM, os resultados sdo mais claros no que
se refere ao risco de nefropatia diabética (ND) e doenga cardiovascular. A ND esta
associada a um curso mais precoce ¢ acelerado nos casos de hemocromatose secundaria e é
mais freqiiente em individuos com mutagdes no gene HFE. Sobre a doenga cardiovascular,
apesar dos trabalhos serem em maior numero, os resultados diferem conforme o grupo
estudado, mas em determinados individuos (tabagistas ¢ com DM) o excesso de ferro
parece conferir um risco significativo. A correlagdo com as demais complicagdes cronicas
foi menos pesquisada.

Em resumo, os estudos sugerem que as alteragcdes no metabolismo do ferro estdo
envolvidas na patogénese do DM e de algumas das suas complicagdes cronicas como a ND
e a doenga cardiovascular. Estas alteragdes podem, futuramente, ser utilizadas como alvo

terapéutico em determinados grupos.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is one of the clinical manifestations of iron excess in the
body found in patients with hemochromatosis. Based on this finding, we attempted to
analyze iron as one of the possible factors involved in the pathogenesis of DM and its
chronic complications.

Initially, studies show that the increased body reserves of iron, evaluated by ferritin,
are a risk factor for DM. Furthermore, patients with mutations in HFE, the main gene
responsible for hereditary hemochromatosis, appear to be at higher risk for DM. Finally, the
reduction of excess iron proved protective for the development of DM, besides improving
the metabolic control of individuals who have already been affected.

As to chronic complications of DM, the results are clearer for the risk of diabetic
nephropathy (DN) and cardiovascular disease. DN was associated with an earlier and faster
course in the cases of secondary hemochromatosis, and occurred more frequently in
individuals with mutations in gene HFE. As to cardiovascular disease, although there are
more studies, the results differ according to the group studied, but in certain individuals
(smokers and people with DM) the iron excess appears to confer a significant risk. The
correlation with the other chronic complications was not researched to the same extent.

In brief, studies suggest that changes in iron metabolism are involved in the
pathogenesis of DM and of some of its chronic complications such as DN and
cardiovascular disease. In future these changes may be used as a therapeutic target in

certain groups.
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Introducao

A epidemia crescente de diabetes melito (DM) tipo 2 tem motivado a procura de
fatores associados a sua patogénese, entre os quais destacam-se as alteracdes no
metabolismo do ferro. Diversas publicagdes recentes t€ém correlacionado o excesso de ferro
corporal, avaliado pela ferritina sérica, com a sindrome metabdlica (1), o DM tipo 2 (2, 3) e
as complicagdes cronicas associadas a estas patologias (4, 5). As doencas que ocasionam
excesso de ferro corporal podem ser adquiridas ou herdadas. Destacam-se como causas
adquiridas as talassemias e como causa herdada a hemocromatose hereditaria (HH). A HH
¢ uma doencga genética que acomete essencialmente individuos brancos, na qual o principal
gene envolvido ¢ o HFE, identificado em 1996, e associado a maioria dos casos em
descendentes de imigrantes do Norte da Europa (6). A fungdo dos outros genes envolvidos
no metabolismo do ferro ainda é pouco conhecida. A HH ¢ um exemplo de situagdo
extrema de excesso de ferro associado ao desenvolvimento de DM. No entanto, elevagoes
menores da ferritina também parecem conferir maior risco de DM (2). Sendo assim, o
objetivo do presente trabalho ¢ descrever a interagdo entre o metabolismo do ferro ¢ a
patogénese do DM, bem como as perspectivas para a avalia¢ao clinica e o tratamento destes

pacientes.

Metabolismo do Ferro

O ferro ¢ fundamental para a sobrevivéncia e a proliferagdo celular, atuando como
um constituinte das hemeproteinas, das proteinas ferro-enxofre (Fe-S) e participando de
reacdes de oxidagdo-reducdo (7). Essa ultima propriedade quimica também demonstra
como o excesso de ferro reativo (livre) pode ser tdxico. No citoplasma, o ferro pode ser
reduzido e participar de rea¢des do tipo “Fenton”, onde a forma ferrosa (Fe*") reage com o

perdxido de hidrogénio (H,0,) ou perdxidos lipidicos gerando a forma férrica (Fe’™), OH,
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o radical hidroxila (OH), ¢ os radicais lipidicos (LO e LOQO) (8). Estes radicais livres
danificam proteinas, membranas lipidicas e acidos nucléicos.

Assim sendo, tanto a sobrecarga de ferro quanto a sua deficiéncia podem causar
dano celular. Por este motivo, os niveis de ferro reativo sdo mantidos sob um controle

rigido pelo organismo.

Homeostase Celular do Ferro

A homeostase celular do ferro envolve o controle da sua captacdo, transporte,
armazenamento e exportacao.

Absorc¢ao intestinal: as células absortivas duodenais captam o ferro inorganico da
dieta através da agdo do transportador dos metais divalentes 1 (DMT-1) (9). O ferro ndo-
heme dos alimentos encontra-se principalmente na forma Fe’* a qual necessita ser reduzida
a Fe’" para cruzar a membrana apical intestinal. A enzima responsavel por essa reagio é a
ferroredutase citocromo b-like (Dcytb) (10).

Recentemente foi descrito o primeiro transportador para a captagdo celular do ferro
ligado ao heme (mioglobina e hemoglobina) nas células duodenais, a proteina carreadora do
heme 1 (HCP1) (11). O controle da absor¢do desta forma de ferro ¢ pouco conhecido e
parece ser menos rigido.

Transporte: o ferro circula no plasma ligado a transferrina, uma proteina com alta
afinidade, e que o torna ndo reativo. Nos casos de hemolise intravascular (ie. anemia
falciforme, talassemias) a hemoglobina liberada liga-se a proteina de fase aguda
haptoglobina.

Captacio pelas células: existem varios mecanismos de captagdo do complexo Fe-
transferrina pela célula (Figura 1). O mais estudado dos receptores deste complexo é o

receptor 1 da transferrina (TfR1) (12). O complexo transferrina/TfR1 € incorporado por
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meio da endocitose e transportado para um endossoma acido, onde ocorre a liberagao do
ferro. O TfR1 ¢é expresso em diversos tecidos, contudo os precursores eritrdides possuem o
maior numero de receptores. Outro receptor, o receptor 2 da transferrina (TfR2), que ¢
expresso principalmente nos hepatdcitos (13) tem uma menor afinidade pela transferrina
(14). Apesar disso, parece ser importante devido a baixa expressao de TfR1 nos
hepatocitos, onde o TfR2 funcionaria também como um regulador da expressao da uma
importante proteina, a hepcidina, que serd melhor descrita posteriormente (15).

O complexo hemoglobina-haptoglobina ¢ captado pelo receptor CD163
(hemoglobin scavenger receptor) expresso em monocitos e macrofagos.

Em circunstancias onde a capacidade de ligagdo da transferrina ¢ excedida, o
excesso de ferro sérico pode ser captado por mecanismos ndo dependentes do complexo
transferrina/TfR (16). A forma como isso ocorre ainda ndo ¢ plenamente compreendida. O
figado, o coragdo e os tecidos endocrinos sdo 0os que apresentam a maior capacidade para
captagdo do ferro através deste mecanismo, sendo assim sdo os mais afetados pelos estados
de sobrecarga de ferro (17).

Finalmente, a captagdo de ferro pelos macréfagos ¢ realizada principalmente de
forma indireta, através da fagocitose dos eritrocitos danificados e envelhecidos. Isto ¢
quantitativamente muito importante, pois somente 1-2 mg de ferro sdo absorvidos
diariamente, ao passo que 25 mg sdo necessarios para a eritropoiese. Desta forma, a
principal fonte de ferro € a reciclagem dos eritrécitos pelos macrofagos (7).

Armazenamento: uma vez que o ferro é captado pelas células ele pode ser utilizado
pelas rotas metabolicas ou armazenado como ferritina (18). Esta consiste de uma apo-
proteina formada por 24 subunidades de cadeias leves e pesadas (19). A ferritina retira o
ferro do pool intracelular ¢ o apreende em uma forma quimicamente menos reativa,

servindo assim para o armazenamento e detoxicagdo do ferro (20). A ferritina sofre
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degradacdo conforme a demanda do organismo por ferro, através de vias lisossomais e
proteossomais.

Exportacio: at¢ o momento, o unico exportador celular do ferro conhecido ¢ a
ferroportina. (21). Nos enterocitos duodenais, ela € expressa na membrana basolateral, onde
proporciona a liberagdo do ferro para a circulagdo sist€émica, em conjunto com a hefaestina,
uma ferrorredutase homologa a ceruloplasmina (Cp) (22). As demais células ndo-intestinais
exportam o ferro celular com o auxilio da Cp e da ferroportina (23). O modo como a
hefaestina ¢ a Cp agem ainda ndo ¢ conhecido, contudo elas podem oxidar o ferro
permitindo a sua ligacdo a proteinas carreadoras, como a transferrina (24).

Regulaciao celular: as proteinas envolvidas na regulagdo da homeostase celular do
ferro funcionam de uma forma coordenada. A regulacdo pods-transcri¢do ¢ o mecanismo
melhor descrito. Por este mecanismo, as proteinas reguladoras do ferro (Iron regulatory
proteins, IRPs) interagem com os elementos responsivos ao ferro (Iron responsive
elements, IREs) localizados em regides nao traduzidas do RNAm codificador das proteinas
envolvidas no metabolismo do ferro. A formac¢dao dos complexos IRE/IRP na regido 5’
causa a inibicdo dos passos iniciais da tradu¢gdo RNAm codificador da ferritina, das
enzimas da biossintese do heme, da aconitase mitocondrial, e da ferroportina (25). IREs
multiplos na regido 3’ do RNAm do TfR1 sdo estabilizados apos a ligagdo com os IRPs
(26).

Existem duas IRPs (IRP1 e IRP2). Estudos em animais sugerem que a IRP2 seja a
principal reguladora do metabolismo do ferro (27). A figura 2 descreve mais
detalhadamente a interagao IRPs/IREs.

Os genes relacionados ao metabolismo do ferro também sdo regulados ao nivel da
transcri¢do. Citocinas (interleucina 1 e 6, interferon-y ¢ TNF-a) estimulam a expressao da

ferritina e reduzem do TfR1 (18). O interferon-y e o lipopolissacaridio também induzem o
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aumento na expressao do DMT-1 e inibem da ferroportina em mondcitos ativados (28). As
alteragdes citadas acima favorecem a retengdo de ferro (aumento da ferritina) observada em

estados de inflamagdo, e na defesa contra micro-organismos.

Homeostase Sistémica do Ferro

Como previamente comentado, o ferro é fundamental para uma série de reagoes,
mas seus niveis devem ser controlados devido a toxicidade do ferro “livre”. Nao dispomos
de uma forma eficiente de elimina¢do do ferro. Perdas sangiiineas e a descamagdo das
células das mucosas sdo as Unicas formas de depuragdo do ferro sist€émico. A absor¢do do
ferro da dieta tem por fim compensar estas perdas. Para manter a homeostase sistémica do
ferro, a comunicacdo entre as células que consomem (principalmente eritrdocitos),
armazenam (hepatdcitos e macréfagos teciduais) e absorvem o ferro da dieta (enterocitos)
deve ser estreitamente regulada. Dentre as situagdes que alteram a absor¢do intestinal de
ferro e a distribuicao tecidual podemos citar: disponibilidade anormal de ferro (excesso ou
deficiéncia), aumento na eritropoiese, hipdxia e inflamagao.

A absor¢do do ferro e a mobilizagdo das reservas reduzem-se pela sobrecarga de
ferro e pela inflamagdo e s3o elevadas pela deficiéncia de ferro, aumento da eritropoiese e
hipdxia. As respostas a esses estimulos sdo coordenadas.

A descoberta da hepcidina trouxe inimeras informagdes novas sobre o metabolismo
do ferro, sendo inclusive chamada de o “hormoénio do ferro” devido aos seus efeitos
sistétmicos. A hepcidina ¢ uma molécula com 25 aminoacidos, produzida no figado,
liberada na circulagdo sistémica e excretada pelos rins (29). Niveis elevados sao produzidos
em situagdes de sobrecarga de ferro ndo-genética (30) e inflamagao (31). Inversamente, eles

se reduzem na deficiéncia de ferro, aumento da eritropoiese e hipoxia (32). A expressao
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constitutiva forcada da hepcidina em animais transgénicos resultou na deficiéncia de ferro e
anemia (33), enquanto que a sua perda resultou na hemocromatose (34).

A hepcidina ¢ um regulador negativo da absorc¢ao intestinal e da liberagao de ferro
pelos macrofagos teciduais. Contudo, a forma como € regulada a expressao da hepcidina ¢
pouco conhecida. O ferro ligado a transferrina [avaliado pela saturagdo da transferrina (ST)]
(32) e a interleucina 6 (35) podem ser alguns dos controladores da expressao da hepcidina.
Entretanto, estudos in vitro ndo associaram nem a forma férrica nem a ligada a transferrina
com a expressdo da hepcidina em cultura de hepatdcitos humanos e linhagens de células
hepatocitos-like (35, 36), sugerindo que outras células hepaticas possam funcionar como
sensores do ferro e assim regularem a hepcidina (37).

A ferroportina é o provavel receptor da hepcidina. A hepcidina liga-se a
ferroportina, aumentando a sua internalizacao e degradacao (38).

Além dos possiveis mecanismos ja descritos, o HFE, a hemojuvelina (HJV) e o
TfR2 desenvolvem claramente um papel importante na regulagdo da hepcidina. A
expressdo hepatica da hepcidina é reduzida nos modelos animais de knockout do HFE, do
TfR2 e da HIV (30, 39, 40). A deposicao hepatica de ferro nos modelos animais de

hemocromatose pode ser prevenida pela supra-expressao da hepcidina (41).

Avaliacao do Metabolismo do Ferro

Os métodos mais comumente utilizados para avaliar o metabolismo do ferro sdo:
hemoglobina + indices eritrocitarios, receptor sérico da transferrina, ferro sérico/capacidade
ferropéxica, ferritina, biopsia hepatica e ressonancia nuclear magnética (RNM).

Hemoglobina, indices Eritrocitirios e Receptor Sérico da Transferrina

A hemoglobina ¢ mais elevada em homens do que em mulheres e tem utilidade

apenas nos casos de anemia. Os indices eritrocitarios ajudam, principalmente, a separar a
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anemia por deficiéncia de ferro da deficiéncia de B12 e folato. Os niveis séricos do receptor
da transferrina (TfRs) relacionam-se diretamente com a atividade eritropoiética na medula
Ossea, e inversamente com a disponibilidade do ferro tecidual (42). Tem alguma utilidade
na diferenciagdo da anemia da doenga cronica (ADC) da anemia ferropriva (AFP), em
situagOes onde a ferritina esta falsamente elevada como doencas hepaticas e infec¢ao aguda,
pois seus niveis permanecem estaveis se ndo houver deficiéncia de ferro (43). Contudo, um
indice obtido pela razao do RTfs (mg/L) pela ferritina (ug/L) ou pela razdo do RTfs (mg/L)
pelo logjy da concentragdo de ferritina é mais adequado para a diferenciagdo de ADC
(indice <1) da AFP (indice >2) (44). Estes testes ndo possuem papel significativo na
avaliacao dos estados de sobrecarga de ferro.

Ferro Sérico, Capacidade Ferropéxica e Saturacio da Transferrina

Dosagens isoladas do ferro sérico apresentam pouca utilidade clinica devido a sua
grande variacdo diurna. Diminuicdo dos seus niveis ocorre na ADC e AFP, enquanto ha
aumento nos estados de sobrecarga de ferro, doenca hepatica e eritropoiese inefetiva (43).
A capacidade ferropéxica (CFP) ¢ uma medida estimada da concentragdo de transferrina e a
ST ¢ um indice calculado a partir do ferro sérico e da CFP (Fe sérico/CFP x 100). Estados
de deficiéncia de ferro aumentam a concentragdo da transferrina e por conseqiiéncia a CFP,
além de diminuir a ST, o contrario ocorre na HH onde a clevacdo da ST é a manifestacao
laboratorial mais precoce. Existem algumas limitagdes da ST para o diagnostico de
sobrecarga de ferro como a elevacdo da transferrina que ocorre na gestagdo e com o uso de
anticoncepcionais a qual falsamente reduz a ST. Além disso, as variagdes fisiologicas do
ferro sérico podem diminuir o seu valor preditivo (45). Entretanto, pela sua facil realizagao,
baixo custo e alta sensibilidade, ¢ o exame de primeira linha, juntamente com a ferritina, na
suspeita clinica de HH ou outro estado de sobrecarga de ferro hereditaria.

Ferritina
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A ferritina ¢ um oOtimo indicador das reservas corporais de ferro em individuos
saudaveis e ¢ menos invasiva do que a quantificacao do ferro tecidual. Criangas possuem
valores menores que adultos e mulheres durante a menacne apresentam valores inferiores
aos homens. Niveis baixos sdo vistos quase exclusivamente em estados de deficiéncia de
ferro, ocorrendo o contrario nos estados de sobrecarga de ferro. Contudo, algumas outras
situacdes que alteram os niveis da ferritina precisam ser consideradas antes de se continuar
a avaliagdo de suposta HH (46). Dentre essas podemos citar: os estados inflamatorios, as
neoplasias, as doengas hepaticas, o consumo excessivo de alcool, o hipertireoidismo, a
sindrome metabolica, a hemolise e a suplementacdo de ferro. Uma forma de corrigir a
alteracdo, pelo menos nos estados inflamatdrios, seria dividir o seu valor por trés (47). Se
essas causas de alteracdo da ferritina forem afastadas, a suspeita de hemocromatose deve
ser levantada e a ST deve ser analisada em conjunto. Quando ambas forem elevadas deve-
se solicitar a pesquisa das mutagdes no gene HFE, ou se esta for negativa a avaliagdo de
outros genes relacionados a HH (caso disponivel). Se apenas a ferritina for elevada e a ST
for normal ou pouco alterada é conveniente avaliar a presenca da sobrecarga de ferro
hepatica, com bidpsia hepatica ou através da ressonancia nuclear magnética, um método
cada vez mais utilizado por ser menos invasivo (15). A auséncia de sobrecarga de ferro em
criangas e adultos jovens levanta a hipdtese de doencga da ferroportina ou Sindrome de
hiperferritinemia-catarata, enquanto que a sua preseng¢a, principalmente em idosos, pode
sugerir doenca da ferroportina, pois a sobrecarga de ferro hepatico nesta sindrome ocorre
mais tardiamente. A sobrecarga de ferro hepatico em criangas sem aumento da ST sugere

aceruloplasminemia (48).

Patologias Associadas a Sobrecarga de Ferro
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A hemocromatose ¢ uma doenga na qual a sobrecarga de ferro leva a alteracdes
patologicas. As primeiras descrigdes clinicas ocorreram no século 19 (49). Nesta época a
associacao de DM, pigmentacdo dourada da pele e cirrose foi denominada hemocromatose
(50). Em 1935 Sheldon revisou 311 casos publicados e sugeriu pela primeira vez que a
doencga resultaria do comprometimento de multiplos sistemas devido a um erro inato do
metabolismo do ferro hereditario (51).

A hemocromatose pode ser dividida em hemocromatose primaria (ou hereditaria) e
hemocromatose secundaria (Tabela 1) (52). Alguns autores preferem reservar o termo
hemocromatose para as formas hereditarias (hemocromatose primaria) denominando as
demais como estados de sobrecarga de ferro (53).

Hemocromatose Hereditaria (Primaria)

Em 1996 o primeiro gene associado a HH, o HFE, foi identificado e descrito (6).
Pesquisas adicionais sobre o metabolismo do ferro demonstraram que outros genes, além
do HFE, estdo envolvidos. Atualmente, o banco de dados Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIN) classifica a HH em quatro tipos dependendo do gene mutado (54).

Hemocromatose Hereditaria Classica

A HH classica (HHC, OMIN tipo 1), relacionada ao HFE, ¢ o tipo mais prevalente
em populacdes descendentes de europeus, e apresenta alguns aspectos em comum com
outras formas de HH do banco de dados OMIN (tipos 2A, 2B e 3).

Genética: a HHC ¢ uma doenca autossdmica recessiva, associada a mutagdo no gene HFE,
localizado no cromossomo 6 (6p21.3) (6). A grande maioria dos pacientes possui uma
substitui¢do do aminodcido cisteina por tirosina na posi¢ao 282 do produto protético nao
processado (C282Y). A prevaléncia de homozigotos para C282Y em descendentes de
europeus do norte é 1/200 (55). Essa prevaléncia ¢ muito influenciada pela localizagdo

geografica e a origem étnica da populagdo estudada, sendo extremamente rara em afro-
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americanos (56). Os estudos que avaliaram a prevaléncia destas mutacdes no Brasil
demonstram a mesma variabilidade conforme a origem étnica da populacao estudada, mas
com uma prevaléncia um pouco inferior a populacdo européia de individuos brancos
(Tabela 2).

Os homozigotos para C282Y sao predispostos a alteragcdes no metabolismo do ferro
e as suas manifestagdes clinicas, contudo € impossivel predizer a evolugdo de uma forma
individual (57). A penetrancia descrita em muitos estudos ¢ baixa (58). Inumeros fatores
contribuem para essa variabilidade fenotipica podendo-se citar: sexo, perdas fisioldgicas de
sangue, uso de alcool, dieta, e outros determinantes genéticos do metabolismo do ferro,
uma vez que se demonstrou maior concordancia nas manifestacdes clinicas e nos
marcadores da sobrecarga de ferro dentro da mesma familia do que entre as familias
afetadas (59, 60). Apesar da predisposicio genética, uma pequena propor¢do de
homozigotos ndo apresenta altera¢des laboratoriais no metabolismo do ferro (15).

Além da mutagdo C282Y, a troca do aminoacido histidina por acido aspartico na
posicdo 63 da proteina HFE (H63D) também possui repercussdes clinicas.
Aproximadamente 1-2% dos heterozigotos compostos (C282Y/H63D) expressam a doenga
(55). Os heterozigotos isolados do H63D (HD), assim como homozigotos (DD) usualmente
apresentam apenas alteracdes laboratoriais. O significado clinico das outras variantes
alélicas, como a troca serina por cisteina na posicdo 65 (S65C) (61), permanece a ser
esclarecido.

Fisiopatologia: o gene HFE codifica uma proteina da classe I do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) (62). Esta heterodimeriza-se com a beta;-
microglobulina, um evento necessario para a sua expressao na superficie celular ¢ em
membranas endossomais, onde interage com o TfR1 (63). A mutacdo C282Y resulta no

rompimento de uma ponte dissulfeto no HFE (64), a qual ¢ critica para a sua interagdo com
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a betay-microglobulina. A proteina HFE mutante, consequentemente ¢ retida no reticulo
endoplasmastico e complexo de Golgi onde sofre degradacao.

Pesquisas in vitro sugerem que a proteina HFE normalmente facilita a captacdo
celular de ferro ligado a transferrina (65). Além disso, a proteina HFE parece funcionar,
principalmente, como um regulador da expressdao da hepcidina, desta forma controlando o
ferro corporal (7).

Baseado nas agdes da proteina HFE citadas anteriormente, dois modelos para

explicar o desenvolvimento da sobrecarga de ferro no HHC foram desenvolvidos: o modelo
da cripta programada e o da hepcidina. No primeiro, que € o mais antigo, o gene HFE teria
como fun¢do “programar” a capacidade absortiva futura dos enterdcitos duodenais imaturos
(57). A perda desta “programagdo” resultaria na absor¢ao excessiva de ferro. Pelo modelo
da hepcidina, a taxa de influxo do ferro para o plasma depende primariamente da atividade
da hepcidina, o “hormoénio regulador do ferro” (36). Segundo este o modelo, que ¢ o mais
aceito atualmente, o gene HFE, normalmente, funcionaria como um modulador da
expressdao da hepcidina. As suas mutacdes, consequentemente, resultariam na diminuigao
patolégica dos niveis de hepcidina e no desenvolvimento da HHC e suas manifestagdes
clinicas (57).
Alteracoes clinico-laboratoriais: elevagio da ST (acima de 45%) € a alteragdo laboratorial
mais precoce na HHC. As alteracdes nos niveis séricos da ferritina s6 ocorrem mais
tardiamente (52). O acumulo de ferro da-se principalmente no figado, coragdo, hipofise,
pele e pancreas, poupando relativamente o sistema reticuloendotelial (15).

A doenga sintomatica geralmente manifesta-se a partir da quarta ou quinta década
de vida na maioria das vezes com sintomas inespecificos como fraqueza e dores articulares.
O comprometimento hepatico (desde alteragdes nas transaminases, até cirrose € carcinoma

hepatocelular), geralmente predomina, além de distirbios endocrinolégicos (DM,
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hipogonadismo hipogonadotréfico e hipotireoidismo primario), cardiacos (arritmias e
insuficiéncia cardiaca) e articulares (artrite destrutiva) (Tabela 3).

Heterozigotos para C282Y e H63D sdo usualmente assintomaticos, apesar dos
niveis de ST, ferro sérico e ferritina serem significativamente superiores aos de sujeitos
normais (58, 66).

Outros Tipos de Hemocromatose Hereditaria

A HH ndo relacionada ao HFE envolve muta¢des em outros trés genes, todas com
um padrdo de heranga autossomica recessiva, com uma prevaléncia muito inferior a da
HHC e nio restritas a descendentes de europeus do norte.

Hemojuvelina e Hepcidina: pacientes homozigotos para mutagdes nos genes
hemojuvelina (HFE2, HJV) e HAMP (hepcidina), desenvolvem um quadro precoce
(juvenil) e grave de hemocromatose (OMIN tipos 2A e 2B) (34, 67).

Receptor 2 da Transferrina: as mutagdes no TfR2 (OMIN tipo 3) geram quadros
de hemocromatose que se manifestam na vida adulta muito semelhantes a HHC (68).

Doenca da Ferroportina

Apesar de classificada no grupo das HH pelo OMIN (tipo 4), trata-se de uma forma
distinta de sobrecarga de ferro (15), com um padrao de heranca autossémico dominante,
causada pela mutagcdo no gene da ferroportina (69). Essas mutagdes nio sdo restritas aos
descendentes de europeus do norte e aparentemente afetam varios grupos étnicos. A
sobrecarga de ferro ocorre principalmente nos macroéfagos e os niveis séricos da ferritina
sdo elevados com ST normal ou levemente aumentada. Além disso, em contraste a HHC,
esses pacientes nao toleram bem as flebotomias. O dano aos 6rgdos € pequeno.

Hemocromatose Secundaria

A hemocromatose secundaria (HS) pode surgir em muitos disturbios, herdados ou

adquiridos. Estes tém em comum o fato de o paciente ser anémico. As transfusdes de
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eritrocitos fornecem conjuntamente ferro (1 ml de hemacias contém 1 mg de ferro). Quando
a anemia esta associada a eritropoiese inefetiva, a absor¢do intestinal de ferro ¢
inapropriadamente ativada, agravando a sobrecarga de ferro. Portanto, estes sdo os
pacientes mais propensos a sobrecargas significativas de ferro (52). Entre as formas
hereditarias, as mais comuns sao as talassemias, e entre as formas adquiridas predominam
as anemias sideroblasticas adquiridas.

Outras doencas raras associadas com a sobrecarga de ferro sdo: a aceruplasminemia,

a atransferrinemia e a hemocromatose neonatal.

Metabolismo do Ferro e Diabetes Melito

DM desenvolve-se em 10-50% dos pacientes com HH (70, 71), dependendo
principalmente de como a hemocromatose ¢ pesquisada (clinica, bioquimica ou
geneticamente). Os primeiros estudos demonstraram prevaléncias maiores devido ao atraso
no diagnodstico dos pacientes e, portanto a uma maior sobrecarga de ferro. Estudos mais
recentes tém evidenciado alteragdes no metabolismo da glicose mesmo sem uma sobrecarga
importante de ferro. Entre adultos norte-americanos com diagndstico recente de DM tipo 2,
existe uma razdo de chances (RC) de valores elevados de ferritina de 4,94 (IC 95%: 3,05-
8,01) e 3,61 (IC 95%: 2,01-6,48), respectivamente em homens e mulheres (2). Além disso,
as reservas corporais de ferro t€ém sido associadas a sindrome metabolica (1), a area da
gordura visceral e subcutanea (72), ao diagnostico de DM gestacional (73), a tolerancia
diminuida a glicose ¢ ao DM tipo 2 (2, 74, 75).

Qi et al avaliaram as mutagdes no gene HFE, reservas corporais de ferro, ingestao
de ferro e o desenvolvimento de DM tipo 2 em mulheres norte-americanas em um estudo de

casos ¢ de controles aninhado a coorte do Nurses Health Study (76). A RC de

desenvolvimento de DM tipo 2 foi maior nos quartis superiores de ingestdo de ferro heme
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apenas nos pacientes com mutagdes no gene HFE, sugerindo um efeito sinérgico entre a
dieta e a alteracao genética (76). Como comentado previamente, a absor¢ao do ferro nao-
heme ¢ regulada estreitamente. Individuos com mutagdes no gene HFE (HHC) perdem esse
controle. A absor¢ao do ferro heme ¢ menos controlada e, depende principalmente da
oferta. Desta forma, pessoas com mutacdes HFE e com alta ingestdo de ferro heme sao
teoricamente mais predispostas a alteracdes no metabolismo do ferro e as suas
complicagdes.

Como o DM ¢ uma das manifestacdes clinicas da HH (77) poderia se esperar uma
maior prevaléncia de mutagdes no gene HFE entre pacientes com DM tipo 2. As
observagdes sdo controversas neste ponto. Alguns autores relatam maior prevaléncia de
mutagdes no HFE entre pacientes com DM tipo 2 (78-80) enquanto outros ndo foram
capazes de demonstrar essa associagao (81-83).

Outra evidencia para um papel do metabolismo do ferro na homeostase glicémica
vem do fato de que doagdes sangiiineas freqlientes e dietas especificas, que resultam em
diminui¢do nas reservas de ferro, melhoram a sensibilidade a insulina (84, 85) e protegem
do desenvolvimento do DM (86).

Deve-se comentar que a maioria dos estudos avaliou as reservas corporais através da
ferritina sérica. A ferritina ¢ uma proteina da fase aguda, cujos niveis séricos sdo alterados
pela inflamagdo e inimeros outros processos. Portanto, a elevagdo da ferritina observada
em pacientes com DM tipo 2 pode ser um processo secundario e ndo primario (87). A
utilizagdo dos niveis séricos da ferritina como marcador da quantidade de ferro tecidual
deve, portanto, ser utilizada com cautela, pois ndo existem valores de referéncia bem
estabelecidos, ¢ biopsias com determinagdo do ferro tecidual ndo foram realizadas na
maioria dos estudos (3). Os niveis séricos da ferritina se correlacionam com a glicemia,

com o grau de resisténcia a a¢do da insulina (2, 88), com o nimero de componentes da
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sindrome metabolica (1), com a ocorréncia de tolerancia diminuida a glicose ¢ com a
presenca de DM. Estas correlagdes sdo independentes dos niveis séricos da proteina C
reativa (2, 89), ratificando a idéia de que em pacientes com DM tipo 2 a ferritina elevada
reflete um aumento nas reservas corporais de ferro e pode estar associada a patogénese do

DM.

Bases Fisiopatolégicas que Associam o Metabolismo do Ferro com o Desenvolvimento
do Diabetes Melito Tipo 2

Apesar de ndo se conhecer os mecanismos fisiopatoldogicos precisos que
correlacionam o metabolismo do ferro e dos glicidios, alguns mecanismos que
provavelmente estdo envolvidos serdo descritos a seguir (Figura 3).

Ferro e as Células Beta

As células beta sdo mais susceptiveis aos efeitos toxicos do ferro devido ao seu
elevado nimero de DMT-1, necessarios para a obtengcdo de zinco utilizado no
processamento da insulina nos granulos secretores (90). Além disso, as células beta sdo
particularmente lesadas pelo estresse oxidativo devido ao seu padrdo quase exclusivo de
metabolismo mitocondrial da glicose para a secrecao de insulina glicose-dependente (91).

Em modelos animais de HHC, a sobrecarga de ferro estd associada a reducdo na
capacidade secretdria de insulina devido a apoptose celular e conseqiiente diminui¢do no
volume das ilhotas pancreaticas (91). Essa diminui¢do do volume ¢ devido a perda das
células beta, com preservagdo das células alfa. Contudo, usualmente os animais nao
desenvolvem DM, demonstrando que provavelmente um segundo insulto é necessario
(hepatico, ou de outro componente da sindrome metabdlica).

Em seres humanos com HHC confirmou-se a redugdo da capacidade secretoria de

insulina nos individuos com DM e com tolerancia diminuida a glicose. Os individuos que



30

desenvolvem DM apresentam maior prevaléncia de obesidade e de resisténcia a a¢ao da
insulina, que sdo provavelmente os insultos adicionais necessarios para e expressao clinica
do DM em pacientes com sobrecarga de ferro (71).

Ferro e a Resisténcia a Acao da Insulina

Dmochowski et al. (92) avaliaram pacientes normoglicémicos com HS, e a principal
alteragdo encontrada foi resisténcia a a¢do da insulina. Este achado foi inversamente
relacionado aos niveis da ferritina sérica. No acompanhamento destes individuos houve
uma reducgdo progressiva na insulina sérica. Isto demonstra uma provavel seqii€éncia de
eventos, semelhantes aos do DM tipo 2 classico, onde a resisténcia insulinica e a
hiperinsulinemia desenvolvem-se precocemente ¢ o DM surge apenas quando ha
incapacidade das células beta em compensar essa resisténcia insulinica.

Fargion et al (93) demonstraram em cultura de hepatdcitos que a adi¢do de ferro ao
meio de cultura diminui a ligagdo da insulina marcada aos seus receptores, os niveis de
RNAm da glucoquinase e o numero de receptores para insulina. A deple¢ao de ferro com a
deferoxamina corrigiu estas alteragdes. Sendo assim, o ferro aparentemente modifica a
sensibilidade dos hepatdcitos a insulina através da alteragdo nos seus receptores e na
sinalizacdo intracelular.

Algumas evidéncias sugerem que a sobrecarga de ferro também afeta o musculo
esquelético (94), um dos principais efetores da acao insulinica.

Os acidos graxos livres também possuem um papel importante na sindrome de
resisténcia a agdo da insulina (95). A adi¢do de soro a cultura de adipdcitos aumenta a taxa
de lipolise (96) e aproximadamente 50% do efeito lipolitico deve-se a presenca da
transferrina ou do ferro ligada a mesma (97). O ferro livre também aumenta a atividade

lipolitica (97). Além disso, a transferrina tem um efeito antagonista a agcdo da insulina (98)
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e existe uma correlacdo positiva entre ferritina e transferrina e o desenvolvimento de DM
(99).

Por outro lado, a insulina também exerce efeitos sobre o metabolismo do ferro. A
insulina estimula a captagdo de ferro pelos adipocitos através da redistribuicdo dos
receptores de transferrina das membranas intracelulares para a superficie celular (100).
Além disso, também aumenta a sintese de ferritina em cultura de células (101).

Estresse Oxidativo e 0 Metabolismo do Ferro e da Glicose

O ferro reativo (livre) esta diretamente envolvido com o estresse oxidativo através
das reacdes de “Fenton”. Para neutralizar sua toxicidade o ferro é armazenado na forma de
ferritina e durante a circulagdo encontra-se ligado a transferrina.

O armazenamento do ferro na forma ferrosa, pela ferritina, ocorre em condigdes
aerdbicas. Em circunstancias onde ha diminui¢do dos anti-oxidantes, o potencial redutor ¢ a
anaerobiose aumentam progressivamente facilitando a liberagdo do ferro pela ferritina. Este
ferro livre amplifica a geracdo de radicais livres levando ao dano de estruturas celulares (3).

Desta forma, a ferritina através da seqliestragao do ferro livre pode agir como um
anti-oxidante (protetora). Contudo, mudangas nas condi¢des locais podem fazer com que a

ferritina libere parte do ferro armazenado, agindo assim como um proé-oxidante (toxica).

Metabolismo do Ferro e Complicagoes Cronicas do Diabetes Melito

Estudos clinicos e modelos em animais t€ém definitivamente correlacionado as
complicagdes microvasculares diabéticas com a hiperglicemia (102). O DCCT
elegantemente demonstrou que o tratamento intensivo, objetivando um maior controle da
glicemia, reduz a incidéncia destas complicacdes (103). As complicagdes macrovasculares

em pacientes com DM também se correlacionam com a hiperglicemia (104), mas na
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maioria das vezes em conjunto com a dislipidemia, a hipertensao arterial sist€émica e a
resisténcia a acao da insulina (105).

Atualmente existem quatro hipoteses principais para explicar como a hiperglicemia
levaria as complicagdes cronicas do DM: formagdao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), aumento da atividade da aldose redutase, ativagao de isoformas da proteina kinase
C (PKC) e aumento dos produtos finais da glicacao avangada.

Contudo, descobertas recentes tem apontado para o possivel elo unindo todas essas
hipdteses que seria a geracdo de EROs induzidas pela hiperglicemia, especificamente a
produgdo excessiva de superoxido pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (106).

Desta forma, as alteragdes no metabolismo do ferro, que aumentem os niveis séricos
do ferro livre (reativo) ou induzam sobrecarga tecidual, podem, através das reagdes de
“Fenton”, formar EROs levando a uma maior incidéncia de complicagdes cronicas do DM
e/ou a uma evolugdo mais grave das mesmas.

Nefropatia Diabética

Loebstein et al avaliaram o curso clinico da nefropatia diabética (ND) em pacientes
com HS (B-talassemia) e DM demonstrando inicio mais precoce e evolucdo mais acelerada
da mesma (5). Outros dois estudos sugerem um papel das alteragdes no metabolismo do
ferro na patogénese da ND (4, 107). Nestes avaliou-se a prevaléncia da ND em pacientes
com mutagdes no gene relacionado 8 HHC (HFE), e foi encontrada uma maior prevaléncia
de ND naqueles com a mutagdo H63D (4) e C282Y (107). Sabendo-se que os portadores
destas mutacdes possuem niveis séricos dos marcadores do metabolismo do ferro
estatisticamente superiores em relacdo aqueles sem a mutagdo, reforga-se a teoria de que o
ferro modifica a historia natural da ND.

As alteracdes glomerulares iniciais da ND resultam no desenvolvimento de

microalbuminuria e transferrintiria, podendo em alguns casos esta tltima alteracao preceder
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a microalbuminaria (108). Recentemente, diversos autores tém reavaliado a importancia do
dano tubulointersticial na progressao da ND (109, 110). A transferrina tem sido proposta
como um mediador da toxicidade tubular devido ao fato que a sua reabsor¢cao ¢ o pH
urinario <6,5 liberariam o ferro reativo junto as células tubulares, promovendo a formacao
de radicais livres € o dano tubulointersticial mesmo em estdgios iniciais da ND
(microalbuminuria) (111). Nankivell et al observaram um aumento na concentragdo de
ferro lisossomal no epitélio tubular proximal em pacientes com ND (112).

Retinopatia Diabética

Os resultados dos trabalhos que correlacionaram alteragcdes no metabolismo do ferro
com retinopatia diabética (RD) sdo menos conclusivos. Peterlin et al pesquisaram as
mutagdes associadas com a HHC em pacientes com DM tipo 2 encontrando uma RC de 6,1
(IC 95%: 1,2-30,5) para o desenvolvimento de RD proliferativa em portadores da mutagao
C282Y (113). Por outro lado, Oliva et al n3o encontraram relagdo entre as mutagdes da
HHC ¢ a presenga de RD (107) e Elis et al ndo demonstraram diferencas nos niveis séricos
da ferritina, do ferro e da ST em pacientes com DM tipo 2 com ou sem RD (114).

Neuropatia Diabética

Evidéncias sugerem que parte das alteragdes na funcdo dos nervos periféricos
presentes na neuropatia diabética originam-se da diminui¢do no fluxo sangiiineo endoneural
(115). Essa redugdo poderia ser devido a diminui¢do na vasodilatacdo dependente do
endotélio. O ferro, através da geracdo de EROs, exacerbaria os mecanismos deletérios
associados a hiperglicemia (PKC, aldose redutase e produtos finais da glica¢ao avangada),
além de formar “glicoquelados” (proteinas glicadas ligadas a metais) que se acumulam na
vasculatura e cataliticamente inativam o fator relaxante derivado do endotélio, um
susbstancia que acredita-se ser o 6xido nitrico ou uma mistura de tiois (116). Estudos

experimentais demonstraram que a administragdo de queladores de metais transicionais
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(ferro e cobre, especialmente) a ratos diabéticos corrige essa reducao no relaxamento
vascular dependente do fator endotelial e restaura o fluxo sangiiineo ¢ a velocidade de
conducao neuronal (117, 118). Estes achados nao foram confirmados em seres humanos até
0 momento.

Complicacoes Macrovasculares

Vérios autores tém sugerido uma associagao entre alteragdes nas reservas de ferro e
o desenvolvimento da aterosclerose (119-122). Essa associagdo tem sido denominada
“hipotese do ferro” (119, 120). Através da geragdo de EROs, o ferro reativo (livre) pode
causar a oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), um promotor do
desenvolvimento da aterosclerose (123). A LDL oxidada ativa a produgdo de varias
moléculas de adesdo, de fatores quimiotaticos e de crescimento celular que promovem a
migragdo e a adesao de mondcitos e linfocitos a parede arterial. Em pacientes com DM a
glicacdo ndo-enzimatica da LDL a torna ainda mais susceptivel a oxidac¢ao (124). Além
disso, a glicagdo das proteinas da lamina eléstica interna (elastina e colageno) aumenta a
sua capacidade de liga¢dao ao ferro (formando “glicoquelados™). Essas proteinas possuem
meia-vida prolongada (décadas) e podem agir como fonte local de estresse oxidativo
vascular (125). Como ja& comentado anteriormente, pacientes com DM também podem
apresentar isquemia tecidual devido a um comprometimento da vasodilatagdo dependente
do fator relaxante derivado do endotélio, através da sua maior inativagdo pelos
“glicoquelados” e EROs (116).

Kahn et al demonstraram que as células epiteliais expressam transportadores do
ferro (DMT-1 e ferroportina) e que o aumento da glicemia no meio de cultura eleva a
expressao destes (126). No seu modelo experimental, a expressdo do DMT-1 foi superior a
da ferroportina, resultando em actimulo celular de ferro e em aumento do estresse

oxidativo.
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Além disso, a avaliacdo da fungdo endotelial in vivo (127) ¢ in vitro (128) tem
demonstrado que niveis elevados de ferro estdo associados a alteragdes da reatividade
vascular. A reducao dos niveis do ferro restaura a fungao endotelial (129).

Estudos em animais: a maioria dos resultados de estudos em animais dao suporte a
“hipotese do ferro”. A susceptibilidade do coracdo de ratos a lesdo de reperfusdo foi
aumentada pela sobrecarga de ferro (130). Araujo et al demonstraram que a sobrecarga de
ferro induz a formagdo de lesdes aterosclerdticas em coelhos com hipercolesterolemia
(131). Lee et al encontraram resultados semelhantes em ratos com deficiéncia de apo-E ¢
demonstraram que a dieta pobre em ferro reduz essas lesoes (132). Além disso, o uso de
queladores do ferro, deferiprona e deferoxamina, estd associado com protecdo contra o
dano oxidativo e o desenvolvimento da aterosclerose (133, 134). Contudo, Kirk et al
demonstraram redugdo da aterosclerose com a sobrecarga de ferro (135).

Estudos epidemiologicos: na ultima década, muitos estudos epidemioldgicos foram
realizados para testar a “hipotese do ferro” (Tabelas 4 e 5). O indicador do metabolismo do
ferro mais utilizado nos trabalhos foi a ferritina. Salonen et al foram os primeiros a relatar
uma associagdo significativa entre os niveis de ferritina e o risco de infarto do miocardio
(IM) em uma amostra de 1931 homens acompanhados por um periodo médio de 3 anos
(120). Homens com ferritina >200 pg/L possuiam risco 2,2 vezes maior de IM que homens
com ferritina abaixo deste limite. Em um estudo de casos-controles aninhado ao estudo
Rotterdam, Klipstein-Grobusch et al mostraram que homens nos tercis superiores de
ferritina apresentavam aumento no risco de IM na presenca de fatores de risco como
tabagismo (RC: 1,68; IC 95%: 1,17-2,47; P =0,008) e DM (RC: 2,41; IC 95%: 1,12-7,67; P
= 0,027) (136). Além disso, um estudo transversal encontrou um aumento na RC para
doenga aterosclerdtica carotidea de 1,54 para cada acréscimo de 100 pg/L na ferritina sérica

(137). No seguimento de cinco anos apds a avaliacdo inicial, foi observada manutengao da
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relagdo entre a ferritina e a doenga aterosclerdtica carotidea (138). Estes dados foram
confirmados em outros estudos (122, 139, 140). Pesquisas que avaliaram as mutacdes no
gene HFE também demonstraram maior risco de morte cardiovascular e IM em portadores
da mutagdo C282Y (78, 141).

Contrariamente, diversos estudos epidemioldgicos tém falhado em confirmar a
associagdo entre ferro e doenga cardiovascular. Sempos et al ndo encontraram evidéncia de
associacdo entre ST e o desenvolvimento de doenca arterial coronariana (DAC) no National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I) durante um acompanhamento médio
de 14 anos (142). Contudo, os niveis séricos de ferritina ndo foram avaliados neste estudo.
Magnusson et al relataram que a ferritina sérica ndo estava associada com um aumento no
nimero de IM e mortes cardiacas subitas (143). Moore et al ndo encontraram associagdo
entre ferritina sérica e o espessamento da intima da artéria car6tida em um estudo de caso-
controle pareado do Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) (144). Por fim, Ascherio
et al ndo demonstraram associagdo entre a ingestdo de ferro e a incidéncia de DAC em
44.933 homens do Health Professional’s Follow-up Study (145). A tabela 5 descreve outros
trabalhos contra a “hipotese do ferro”.

A inconsisténcia dos achados nos estudos pode ser decorrente dos diferentes
parametros que foram utilizados para medir as reservas corporais de ferro, da auséncia de
limites claros para descrever sobrecarga de ferro nos parametros disponiveis ou da
diferenca nas caracteristicas das amostras. Estudos futuros devem dirigir sua atengdo para
distinguir se a ferritina elevada ¢ um fator causal para a DAC ou simplesmente um

marcador do processo da doenga ou das comorbidades associadas.

Implicacdes Terapéuticas da Depleciao de Ferro
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Estudos da década de 50 ja descreviam melhora no controle metabolico em 35 a
45% dos pacientes com DM e hemocromatose apos a deplecao de ferro (146). Dymock et
al demonstraram uma reducdo na dose diaria total de insulina apos a flebotomia (147).
Além disso, drogas utilizadas para quelar o ferro parecem prevenir o desenvolvimento de
DM em individuos com sobrecarga de ferro transfusional (148).

Nos anos 90, foram publicadas série de casos pequenas (n total 23 pacientes) e ndo
controladas com utilizacdo de deferoxamina em pacientes com DM e niveis séricos
elevados de ferritina (149-151), com melhora dos parametros glicémicos.

A utilizacdo de flebotomia para induzir um estado de quase deficiéncia de ferro
(ferritina <30 pug/L, ST <15% e volume corpuscular médio <82 fL) na auséncia de anemia,
foi associada com reducdo significativa da Alc e da resisténcia a agdo da insulina (HOMA-
IR, Homeostasis model assessment of insulin resistance), principalmente em pacientes com
esteatose hepatica ndo alcoolica (152). Fernandez-Real et el encontraram resultados
semelhantes quanto a sensibilidade a a¢ao da insulina em individuos com (153) ou sem DM
(85). Em pacientes com DM, a deplegdo de ferro também melhorou a fun¢do endotelial
(154). Facchini e Saylor também relataram que uma dieta pobre em ferro, rica em
polifenois e restrita em carboidratos reduz a progressao da ND e a mortalidade total (155).

Recentemente, um ensaio clinico randomizado avaliou o efeito da deplecao de ferro,
através de doagdes de sangue repetidas, em individuos com doenga vascular periférica
(156). Nao houve reducdo da mortalidade por todas as causas ou por doenga cardiovascular.
Contudo, andlise estratificada demonstrou que alguns subgrupos beneficiaram-se da
reducdo das reservas corporais de ferro, como individuos mais jovens (<60 anos) e
tabagistas. Este estudo demonstra a heterogeneidade de fatores que interferem no

metabolismo do ferro e modificam a resposta as intervengdes.
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Indicacoes de Pesquisa do Metabolismo do Ferro em Pacientes com Sindrome
Metabdlica ou Diabetes Melito

O nivel atual de conhecimento poderia justificar a inclusdo da avaliagdo do
metabolismo do ferro como um dos componentes da sindrome metabolica, adicionando a
ferritina e a ST aos exames laboratoriais.

A respeito dos pacientes com DM, a avaliagao do metabolismo do ferro, incluindo a
pesquisa das mutagdes no gene HFE, estaria justificada, segundo a American Association
for Study of Liver Diseases, quando existirem outras comorbidades como: hepatomegalia,
alteracdo das transaminases hepaticas, doenga cardiaca atipica, hipogonadismo ou artropatia
destrutiva (157).

Os dados disponiveis ndo justificam o uso clinico dos pardmetros do metabolismo
para o diagndstico, acompanhamento ou tratamento das complicagdes cronicas do DM, mas
podem em um futuro proximo ter utilidade para alguns destes fins.

A indicagdo da pesquisa genética das mutagdes mais prevalentes na HH (gene HFE)
em pacientes com DM necessita de mais estudos, incluindo anélises de custo-efetividade de

tal intervencao.

Consideracoes Finais

O DM tipo 2 é uma doenga com origem multifatorial. As alteragdes no metabolismo
do ferro corporal, especificamente o seu excesso, através das reagdoes de “Fenton” e da
geracgdo de radicais livres, parecem estar envolvidas na sua patogénese.

A hemocromatose, uma forma extrema de excesso de ferro, esta claramente
associada ao desenvolvimento de DM. Contudo, formas mais brandas de elevac¢ao do ferro
corporal, caracterizadas apenas por aumento da ferritina, ja& parecem conferir um maior

risco de sindrome metabolica e de DM.
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Além disso, o ferro, aparentemente, desenvolve um papel no surgimento e na
progressao de algumas das complicagdes cronicas do DM, em especial, a ND e a doenca
cardiovascular. Os estudos clinicos e experimentais demonstram que intervencdes que
reduzem os niveis séricos de ferro poderdo ser utilizadas para o tratamento de algumas
destas complicagdes cronicas.

Em relagdo as alteragdes nos padrdes alimentares, os estudos sugerem que o ferro na
forma heme, especialmente associado a muta¢des no gene HFE, esta relacionado com o
aumento no risco de DM. Deve-se, futuramente, dar maior aten¢ao para as modificagdes na
quantidade deste tipo de ferro como forma de evitar o desenvolvimento de DM.

Quanto aos determinantes genéticos do metabolismo do ferro, as pesquisas (gene
HFE) revelam resultados menos conclusivos em se tratando do risco de DM ou das suas
complicagdes cronicas. O capitulo a seguir busca esclarecer questdes concernentes a

algumas destas incertezas sobre DM e as mutacdes no gene HFE.
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Tabela 1. Classifica¢do dos tipos de hemocromatose (adaptado de Beutler et al (52)).

Hemocromatose Hereditaria
Hemocromatose Hereditaria Classica; HFE relacionada (Tipo 1)
Hemocromatose Juvenil (Tipo 2)
a. Mutagdo no gene da hemojuvelina
b. Mutacgdo no gene da hepcidina
Deficiéncia do Receptor 2 da Transferrina (Tipo 3)
Deficiéncia de Ferroportina (Tipo 4)

Sobrecarga de ferro africana

Hemocromatose Secundaria
Hereditarias

1. Talassemias
Deficiéncia de piruvato kinase
Anemia diseritropoiética congénita

Deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase

AN

Esferocitose hereditaria
6. Anemia sideroblastica (Deficiéncia de eALA-S)
Adquiridas
1. Anemia sideroblastica e outras anemias diseritropoiéticas
2. Qualquer anemia, exceto por deficiéncia de ferro, na qual sejam necessarias

multiplas transfusdes

e¢ALA-S: erythroid aminolevulinic acid synthase
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Tabela 2. Estudos realizados no Brasil avaliando a freqiiéncia alélica e genotipica das mutagdes no gene HFE em diversos grupos populacionais.

C282Y H63D
Autor N Casos
Freqiiéncia alélica

Agostinho et al, 1999 (158) 71 caucasianos Membros de Hospital Universitario de Campinas 0.014 0.163
85 afro-americanos Individuos da Bahia 0.011 0.075

91 mulatos (“mistos”) Recém nascidos de Campinas 0.011 0.098

75 indios Parakana Indios do Para 0.000 0.000

Pereira et al, 2001 (159) 148 caucasianos Doadores de sangue atendidos no banco de sangue 0.037 0.203
101 afro-americanos da USP. 0.005 0.064

146 mulatos (“mistos™) 0.007 0.130

Pericole et al, 2005 (160) 201 pacientes em Didlise Dialise no Hospital Universitario de Campinas 0.017 0.124
91 doadores de sangue *ndo especifica etnia. 0.011 0.098

Freqiiéncia genotipica

Martinelli et al, 1999 (161)

278 doadores de sangue

135 homens portadores de HCV

Doadores + membros do Hospital Universitario de
Ribeirao Preto

*ndo especifica etnia.

CY/YY -4%
CY/YY —4.4%

HD/DD - 31.1%
HD/DD - 23.7%

Matinelli et al, 2000 (162) 278 doadores de sangue Doadores + membros do Hospital Universitario de CY/YY —4% HD/DD - 31.1%
23 pacientes ¢/ porfiria cutdnea  Ribeirdo Preto (mesmos dados estudo anterior) CY/YY -17.4% HD/DD —30.4%
Bittencourt et al, 2002 (163) 15 pacientes com HH Homens com HH YY —-53% HD - 7%
*ndo especifica etnia. CY -7% CY/HD - 0%
Cangado et al, 2006 (164) 35 pacientes com sobrecarga de *ndo especifica etnia. YY - 14% DD -3%
ferro CY -17% HD —-29%

CY/HD - 11%

CY/HD - 11%
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Tabela 3. Freqiiéncia dos sinais e sintomas em pacientes com diagnostico de HH
estabelecido previamente aos estudos de screening genético ou bioquimico. (adaptado de

Yen et al (165))

Sinal ou Sintoma Freqiiéncia

Prévio ao diagnostico

Fadiga 46%
Artralgia 44%
Perda da libido 26%
Pele bronzeada 26%
No momento do diagnostico clinico
Alteragdes da funcdo hepatica 75%
Fraqueza e letargia 74%
Hiperpigmentacao da pele 70%
Diabetes melito 48%
Impoténcia 45%
Artralgias 44%

Alteragdes no ECG 31%
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Tabela 4. Descricdo de alguns estudos epidemioldgicos que suportam a hipotese do ferro

na patogénese da doenga cardiovascular.

A Marcador do Eventos cardiacos Tamanho da
Autores (referéncia) - -
ferro corporal Tipo Numero amostra
Salonen et al. (120) Ferritina M 51 1.931 H
Tuomainen et al. (122) T{R/ferritina M 83 197 H
Tuomainen et al. (166) Ferritina 99 669 H
Morrison et al. (139) Ferro sérico IM 164 9.920
Kiechl et al. (137) Ferritina AAC ? 847
_ . 414 H
Kiechl et al. (138) Ferritina DAC 375
412 M
Klipstein-Grobusch et al. (136) Ferritina M 60 172
Silvia et al. (167) Ferritina IM 145 H
1.243 H
Wolff et al. (140) Ferritina AAC 100
1.200 M

Abreviacdes: H: homens, M: mulheres, TfR: receptor da transferrina, IM: infarto do
miocardio, DAC: doenga arterial coronariana, AAC: aterosclerose da artéria cardtida, ?:
dado nao disponivel.
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Tabela 5. Descrigdo de alguns estudos epidemioldgicos que nao suportam a hipdtese do

ferro na patogénese da doencga cardiovascular.

A Marcador do Eventos cardiacos Tamanho da
Autores (referéncia) - .
ferro corporal Tipo Numero amostra
171 H
Aronow (168) Ferritina DAC 74
406 M
Ascherio et al. (145) Ingestdo de ferro DAC 844 44933 H
Ferritina 990 H
Magnusson et al. (143) M 81
CFP 1.046 M
1.345H
Sempos et al. (142) ST IM 305,712
1.750 M
Frey e Krider (169) Ferritina DAC 32 298 H
195H 225 H
Solymoss et al. (170) Ferritina DAC
48 M 74 M
Rauramaa et al. (171) Ferritina DAC 82 206 H
Duthie et al. (172) Ferritina APE 25 225
) M, 489, 1.827H
Liao et al. (173) ST
DAC 1151 2410 M
15.167H
Baer et al. (174) ST IM 1840
31.765M
Moore et al. (144) Ferritina AAC 365 730
6.086 H
Reunanen et al. (175) ST DAC 984
6.102 M
171 H
Aronow and Ahn (176) Ferritina M 235
406 M
187 H
Manftroi et al. (177) Ferritina DAC 196
120 M
201 H
Pilote et al. (178) Ferritina DAC 244
183 M
Bozzini et al. (179) Ferritina DAC 546 849
DAC, 217,
Knuiman et al. (180) Ferritina 1.612
AVC 118

Abreviacdes: H: homens, M: mulheres, CFP: capacidade ferropéxica, ST: saturacao da
transferrina, IM: infarto do miocardio, DAC: doenga arterial coronariana, APE: angina do
peito estavel, AAC: aterosclerose da artéria carotida, AVC: acidente vascular cerebral.
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Figura 1. Metabolismo celular do ferro. O ferro pode ser captado na forma ligada a
transferrina ou hemoglobina, ou ainda livre. No interior da célula é armazenado como
ferritina ou participa de processos como a sintese do heme. A sua saida ocorre através da

ferroportina associada a hefaestina ou ceruloplasmina. (adaptado de Hentze et al. (7)).
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Figura 2. Sistema IRP/IRE e o controle da homeostase celular do ferro. O pool de ferro
celular regula a ligagdo dos IRP1 e IRP2 aos IREs. Baixos niveis de ferro favorecem a
ligagdo das IRPs nas regides 5° do RNAm (ferritina, ferroportina e enzimas da biossintese
do heme) suprimindo a sua tradugdo e consequentemente o armazenamento de ferro (|
ferritina), sintese do heme pelos eritrocitos (| enzimas da biossintese do heme) e
exportagdo do ferro (| ferroportina). Na regido 3° do RNAm do TfR1 a ligagdo dos IRPs

aumenta a sua meia-vida e portanto a sintese dos TfR1. Isso leva a uma maior captacdo de
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ferro ligado a transferrina ¢ um aumento no pool de ferro celular. Em condig¢des de excesso
de ferro, a IRP1 is convertida a uma aconitase citosélica (c-acon) inibindo a sua ligagao
aos IREs, enquanto a IRP2 sofre degradacdo proteossomal, isso libera os IREs nas regioes
5> do RNAm favorecendo a tradu¢do do RNAm da ferritina, da ferroportina e das enzimas
da biossintese do heme. Além disso, as IREs na regidao 3’ do RNAm do TfR1 nao
encontram-se ligadas as IRPs e sofrem rapida degradagao, isto diminui a captagdo de ferro

ligado a transferrina (adaptado de Hentze et al. (7)).
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Figura 3. Representacdo dos mecanismos através dos quais o metabolismo do ferro
correlaciona-se com a agdo da insulina e o estresse oxidativo: (1) A insulina estimula a
sintese de ferritina e facilita a captagdao de ferro pela célula através da translocagdo do TfR
para a superficie celular. (2) O ferro ¢ um potente pro-oxidante, causando inibicdo das
acoOes da insulina e hiperinsulinemia, da mesma forma a transferrina através do aumento da
lipolise reduz a agdo da insulina. (3) Além disso, o aumento do estresse oxidativo também
leva a liberacao do ferro armazenado pela ferritina, causa dano celular e altera a reatividade
vascular. (4) Finalmente, a glicacao protéica do DM amplifica a liberagao do ferro ligado a
transferrina, aumenta o estresse oxidativo e diretamente causa dano tecidual (modificado de

Fernandez-Real et al (3))
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Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia de mutacdes no gene HFE em uma amostra de pacientes com

DM tipo 2 e a sua relagdo com a presenca das complicagdes cronicas do DM.

Objetivos Especificos

1. Comparar a prevaléncia de mutagdes (C282Y e H63D) no gene HFE entre
pacientes com e sem DM tipo 2.

2. Avaliar a associacdo entre as mutacdes (C282Y e H63D) no gene HFE ¢ a
presenca de ND.

3. Avaliar a associagdo entre as mutacdes (C282Y e H63D) no gene HFE ¢ a
presenca de RD.

4. Avaliar a associagdo entre as mutacdes (C282Y e H63D) no gene HFE ¢ a

presenga de doenca cardiovascular.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the frequency of mutations in the HFE gene (C282Y and
H63D) in type 2 diabetes mellitus (DM) patients and their relationship with diabetic
chronic complications.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: A case-control study with 723 subjects was
performed. All diabetic subjects (n = 519) were submitted to a clinical and laboratorial
evaluation. Diabetic retinopathy (DR) was evaluated by an ophthalmologist. Diabetic
nephropathy (DN) was categorized according to wurinary albumin excretion in
normoalbuminuria (n = 247), microalbuminuria (n = 68), macroalbuminuria (n = 70), or the
presence of end-stage renal disease (ESRD; n = 134). Ischemic heart disease was evaluated
in 381 patients. Data available for blood donors (n = 204) were limited to age, sex, absence
of previous diagnosis of diabetes and/or normal fasting plasma glucose. The mutations
C282Y and H63D in HFE gene were genotyped based on PCR protocols and digested with

the restriction enzymes Snabl (C282Y) and Mbol (H63D).

RESULTS: The genotypes HD/DD had an odds ratio (OR) of 1.7 (CI 95%: 1.2-2.6) for
diagnosis of type 2 DM. No difference in relation to mutation C282Y was found (OR = 0.7
[CI 95%: 0.4-1.4]). In respect to the chronic complications, there was no difference in the
prevalence of DR, DN or ischemic heart disease among the different genotypes.

CONCLUSIONS: Our data suggest that mutation H63D in HFE gene is associated with a
higher risk of type 2 DM, but both mutations studied (C282Y and H63D) appear not to

confer risk of diabetic chronic complications.



72

INTRODUCTION

Hereditary hemochromatosis (HH) is an autosomal recessive iron metabolism
disorder in which there is excessive absorption of this element compared with the amount
needed by the body. Accumulation is progressive and, consequently, it compromises
several organs (liver, pancreas, pituitary gland, heart and joints). Mutations in the HFE
gene are responsible for most cases of HH in European descendants. (1). The precise
mechanism by which HFE gene regulates the iron metabolism has not yet been fully
explained. There are evidence from experimental studies that protein HFE binds to [2-
microglobulin favoring cell uptake of transferrin-bound iron, and it also modulates the
expression of hepcidin, the “iron-regulating hormone” (2). The “hormone” hepcidin
regulates iron absorption and macrophage iron release (2). Two mutations in HFE gene are
mainly responsible for HH: C282Y (substitution of tyrosine by cysteine in position 282)
and H63D (substitution of histidine by aspartic acid in position 63) (1). Most patients with
HH are homozygotes for mutation C282Y and only 1-2 % are compound heterozygotes
(C282Y/H63D) (3).

Diabetes mellitus (DM) develops in 10-40 % of patients with HH. This depends
mainly on how the diagnosis is made (genotypic, phenotypic or laboratory) (4). Therefore a
higher prevalence of mutations in HFE gene could be expected among patients with type 2
DM. However, this issue is still controversial. Some authors report a higher prevalence of
mutations in HFE among patients with type 2 DM (5), and others do not show this
association (6). Moreover, studies published recently have correlated changes in iron
metabolism with the development of type 2 DM (7) and its complications (8). Mutations in
the HH gene have been described as associated with diabetic nephropathy (DN) and

proliferative diabetic retinopathy (DR) in Caucasian patients with type 2 DM (9, 10).
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The aim of this study was to evaluate the prevalence of HH mutations (C282Y and
H63D) in white patients with type 2 DM from Southern Brazil and to determine whether

these mutations were associated with diabetic complications.

RESEARCH DESIGN AND METHODS
A case-control study was performed based on 723 white subjects. Patients with type

2 DM (n = 519) were identified from a multicentric study that started recruiting patients in
2002 in the Brazilian state of Rio Grande do Sul which has an estimated area of 281,748
square kilometers (11). That project aims at studying risk factors for chronic complications
of DM in a state’s representative sample of patients with type 2 DM. It includes five centers
located at general hospitals, namely Grupo Hospitalar Nossa Senhora da Conceigdo,
Hospital S3o Vicente de Paulo, Hospital Universitirio de Rio Grande, Fundagio
Universitaria de Rio Grande and Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Type 2 DM was
defined by diagnosis of diabetes after the age of 35 years with no use of insulin during the
first five years after diagnosis. DNAs from non-diabetic white blood donors were identified
from a central blood bank and were used as controls (n = 204). This blood bank
concentrates donations from the entire state. The ethnicity was self defined by the subject.
The white individuals in Rio Grande do Sul are descended mainly from Portuguese,
Spanish, Italian and German immigrants (12).
Clinical evaluation
General evaluation

The clinical evaluation of patients with type 2 DM included measuring weight and
height on an anthropometric scale (without shoes and in light clothes); body mass index
(BMI) was calculated (weight in kilograms divided by height in meters square), and mean

of two measurements of systemic arterial blood pressure (BP), after a 5-minute interval, in
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a seated position, with a mercury column sphygmomanometer (phase I and V of the
Korotkoff sounds). Hypertension was defined as BP >140/90 mmHg, and/or use of
antihypertensive medication.
Evaluation of diabetic chronic complications

DR was evaluated by an ophthalmologist who performed direct fundoscopy, and was
classified as absent, non-proliferative (microaneurysms, hard exudates, retinal
hemorrhages, and intraretinal microvascular abnormalities), or proliferative (newly formed
blood vessels and/or growth of fibrous tissue into the vitreous cavity) according to the
criteria of the American Academy of Ophthalmology (AAO) (13). Patients with
panphotocoagulation were classified as presenting proliferative DR.

DN was categorized according to urinary albumin excretion (UAE; three samples, 6
months apart, without ACE inhibitors or angiotensin type I receptor blockers for at least 1
week) as normoalbuminuria (n = 247), microalbuminuria (n = 68), macroalbuminuria (n =
70), or the presence of end-stage renal disease (ESRD; n = 134). Two different types of
urine collections were used to define DN: 24 h timed urine collections or random spot urine
samples (11). The cutoff values used to define the stages of renal involvement followed
American Diabetes Association (ADA) recommendations for timed urine collections
(ug/min). For spot samples, urine concentration (mg/l) cutoffs were used as previously
validated in our Division (14) as normoalbuminuria (UAE <20 pg/min or <17mg/l),
microalbuminuria (UAE 20-199 pg/min or 17-174 mg/l), and macroalbuminuria (UAE
>200 pg/min or >174 mg/l).

Ischemic heart disease was evaluated as previously described (15) in 381 patients.
Briefly, ischemic heart disease was established in the presence of angina or possible infarct
according to the World Health Organization (WHO) Cardiovascular Questionnaire, and/or

the presence of resting ECG abnormalities (Minnesota Code: Q and QS patterns (1.1-2,
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1.3); S-T junction (J) and segment depression (4.1-4); T wave items (5.1-3) and complete
left bundle block (7.1)), and/or the presence of perfusion abnormalities (fixed or variable)
upon myocardial scintigraphy at rest and after dipyridamole administration.

Data available on the blood donors were limited to age, sex and absence of previous
diagnosis of diabetes and/or fasting plasma glucose <100 mg/dl.

Laboratory evaluation

The laboratory evaluation included measuring UAE by immunoturbidimetry (Sera-
Pak immunomicroalbuminuria; Bayer, Tarrytown, NY; intra- and interassay coefficients of
variation: 4.5 and 11.0%, respectively); Alc test by an ion-exchange high-performance
liquid chromatography procedure (Merck-Hitachi L-9100 glycated hemoglobin analyzer,
reference range 2.7-4.3%; Merck, Darmstadt, Germany); glucose using the glucose oxidase
method; total cholesterol, HDL and triglycerides by enzymatic methods; creatinine by the
Jaffé reaction, and the estimated glomerular filtration rate (¢GFR) was calculated by the

abbreviated Modification of Diet in Renal Disease Study formula (16).

Molecular analysis

Total DNA was extracted from peripheral blood leucocytes. All participants were
genotyped by polymerase chain reaction (PCR) with specific primers and conditions for
mutation C282Y (17) and H63D (1). The material of this PCR was then digested with the
restriction enzymes Snabl (C282Y) and Mbol (H63D). The products resulting from
cleavage with the restriction enzymes were separated into agarose gels at 2.5%, stained
with ethidium bromide, according to the size of each fragment to be studied.

Statistical analysis

The y” test with Yates’s correction was used to compare the frequency of alleles and
genotypes among the groups. The continuous data were compared using the Student t test

and categorical data with the y* test. Variables without normal distribution (UAE, creatinine
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and triglycerides) were log-transformed for analysis. Continuous data were presented as
mean + standard deviation (SD) or median (range). The Hardy—Weinberg equilibrium was
examined using the y* test. Due to the small prevalence of the H63D and C282Y
polymorphisms the major genotypes were compared to the other two grouped (HH vs.
HD/DD and CC vs. CY/YY). The population attributive risk was calculated using the
following equation: 100 x [prevalence (OR — 1)/prevalence (OR — 1) + 1]. The magnitude
of effect was assessed through the odds ratio (OR). (18). A two-sided P value < 0.05 was
considered statistically significant. All statistical analyses were performed using the SPSS

version 13.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTS

The proportion of female patients in the type 2 DM group (50.3%) was not different
than the blood donors group (48.5%, P = 0.69). Type 2 DM patients were older (60.3 + 9.9
years) than the blood donors subjects (52.6 + 8.8 years, P <0.001). The genotype frequency
did not deviate from the Hardy-Weinberg equilibrium in the control group for both
mutations. However, in the type 2 DM group, the frequency of homozygotes for mutation
C282Y (2 patients) was higher than expected (CC/CY/YY — 472/27/02, P = 0.023), while
the mutation H63D remained at the Hardy-Weinberg equilibrium (HH/HD/DD -
355/151/13, P = 0.51). The distribution of HFE genotypes did not differ statistically among

sexes in both groups.

The HD/DD genotypes (H63D) were more prevalent in the group of patients with
type 2 DM (OR = 1.7 [95% CI: 1.2-2.6]) (Table 1). The frequency of D allele was 0.17 in
patients with type 2 DM compared to 0.10 in the control group (P = 0.003). Considering a

21.1% frequency of risk genotypes combined (HD/DD) in the blood donors that was
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suppose to represent the general population, the attribute risk for this mutation to
predispose to DM in the white Brazilian population is 12.9%. Regarding the C282Y
polymorphism and compound heterozygotes (4 patients in both groups) no differences were

found between diabetic and nondiabetic subjects.

Table 2 describes the clinical and laboratory characteristics of the group of patients
with type 2 DM according to the H63D mutation, since in the present study this mutation
was associated with DM. Patients with D allele (HD/DD) had higher fasting plasma glucose
(9.2 £ 3.7) than patient without it (HH) (10.1 £ 4.4, P = 0.04), however there was no
difference between groups in the Alc test (6.9 = 2.1 vs 7.0 + 2.2, respectively, P = 0.59).
Males with D allele (HD/DD) have lower waist circumference (99.7 = 10.3) as compared to
males without this allele (HH) (95.8 £ 10.8, P = 0.05). Regarding the other variables the

two groups were not different.

The prevalence of DN, DR and ischemic heart disease was not different between
those carrying the D allele and those without it (Table 2). Likewise, there were no
differences concerning the frequency of diabetic chronic complications and the C282Y
mutation (data not shown). Due to different clinical manifestation of HH among men and
women, a stratified analysis was performed by gender. There were no differences in the

frequency of chronic complications regarding genotypes (data not shown).

CONCLUSIONS

This is the first study to address the role of HH genes in DM in the Brazilian
population. In the present study, the H63D polymorphism was associated with type 2 DM

in the Brazilian population of European descent. However, these two mutations, H63D and
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C282Y, in HH genes are not associated with micro- and macrovascular complications of

DM.

The H63D mutation was associated with an OR of 1.7 of presenting type 2 DM. On
the other hand no increase risk was observed for the C282Y mutation. These results are in
accordance with those found in a recent meta-analysis of 17 studies (4245 patients with
type 2 DM and 5982 controls) that did not find an association between mutation C282Y
and the risk of type 2 DM (OR = 1.0 [95% CI: 0.9 —1.2]) but showed a moderately
increased risk in the carriers of mutation H63D (OR = 1.1 [95% CI: 1.0 —1.2]) (19). This
meta-analysis included white subjects basically from the Europe. In Brazil, there is great
genetic heterogeneity across the country (20). However, there is less ethnic miscegenation
in the south compared to other regions (20). The Brazilian white individuals represent
83.6% of the population from this region and they are of European descent, mainly from
Germany, Portugal, Italy and Spain (21). The C282Y polymorphism has a great ethnic
influence, being higher among North European descendents and lower among Asian and
African descendents. The frequency of C282Y polymorphism in the present study was
similar to the studies with white Europeans descendents (19), supporting the idea that the
self-definition of ethnic group used in the present study was appropriate. The H63D
polymorphism has a less significant geographic variation, and our data are again similar to

those of the European populations.

Previous studies reported an association between the HFE mutation and the
microvascular complications of DM such as DN (9) and DR (10). Moczulski et al found a
higher prevalence of DN among those with the H63D mutation (OR = 1.8 [95% CI: 1.2-
2.8]) (9). Peterlin et al reported an association of proliferative DR and the C282Y mutation
(OR = 3.0 [95% CI: 1.2-8.0]) (10). In the present study no association was found with

either of complications. One explanation for these discrepancies could be due to
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characteristics of patients included. For instance, the prevalence of arterial hypertension and
metabolic control were distinct in the Moczulski et al. study and ours and this could lead to
different results. Regarding DR, the subjects included in Peterlin et al. study had a longer
duration of DM compared to those included in the present study (18.2 vs. 14.3 years, P
<0.001). DM duration is a well known risk factor for developing DR. An alternative
explanation could be due to other genetic environmental interactions. Qi et al showed that
the risk for developing DM associated with HFE gene mutations is modulated by the
amount of heme iron in the diet (19). Those who ingested higher amounts of heme iron
were at greater risk. Therefore, local nutritional habits could explain some of the discordant

results.

The relationship between HFE mutations and cardiovascular disease is a
controversial issue. Some prospective studies suggested a greater risk of cardiovascular
events among people heterozygote for C282Y mutation (22). However, others (23) failed to
show the same relationship. A recent meta-analysis did not confirm the association of either
mutations, C282Y or H63D, and cardiovascular disease (24). Most of the studies had a
small number of subjects with type 2 DM. The present study suggests that these mutations

do not have a major effect on cardiovascular disease in patients with type 2 DM.

The mechanism by which the iron metabolism could be associated with higher DM
susceptibility has not yet been fully explained. None of the subjects in the present study
have clinically overt HH. The predisposition to DM might be due to the high number of
DMTTI1 (divalent metal transporter 1) in the beta cells. Iron flux through this pathway and
particular susceptibility of beta cells to oxidative damage leads to apoptosis with a
consequent reduction of the secretory capacity of insulin (4). Furthermore, the iron
overload also reduces the liver sensitivity to insulin (25). Some authors suggest that the

presence of mutations in HFE gene favor the development of type 2 DM with less degree of
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body weight excess. Dubois-Laforgue et al described a lower prevalence of obesity in
subjects with type 2 DM and H63D mutation (26). Likewise, in the present study the H63D
mutation was associated with a lower waist circumference in males. The D allele was also

associated with higher fasting plasma glucose but not with higher Alc test values.

The surplus number of homozygotes for mutation C282Y found in the present study
which caused a disturb in the Hardy-Weinberg equilibrium was also shown in other
populations (27, 28). One possible explanation could be the higher tendency of individuals
living in the same demographic area to be related. This is not likely to have occurred in the
present study, because of its multicentric design. Genotyping errors are unlikely, since the
samples with the mutations were confirmed in duplicate. Most probably, this is a statistical

finding since the significance comes from the excess of only one subject.

Case-control studies are more likely to have sampling biases, and to minimize them,
we choose to include cases from several centers all over the state of Rio Grande do Sul. In
the same way the controls were selected from a blood bank that received donations from the
entire state. In this way a representative and similar sample of cases and controls was

obtained.

In conclusion, there is an association between the H63D mutation of HFE gene and
type 2 DM. However, this mutation did not increase the risk of diabetic chronic
complications. Future studies should evaluate if interventions on the amount of heme iron
in subjects with mutations in the HFE gene could change the risk of type 2 DM
development. This could indicate a role of diet manipulation in these patients. Moreover,
other genetic and environment factors that modify iron metabolism need to be analyzed in

subjects with type 2 DM.
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Table 1. Frequency of mutations H63D and C282Y in the HFE gene among patients with

and without type 2 diabetes mellitus.

HEE mutation Blood Donors Type 2 DM OR p
n (%) n (%) (95% CI)

H63D
Genotype

HH 161 (78.9) 355 (68.4) 1

HD/DD 43 (21.1) 164 (31.6) 1.7 (1.2-2.6) 0.006
Alleles

H 365 861

D 43 177 0.003
C282Y
Genotype

CC 185 (92.0) 472 (94.2) 1

CY/YY 16 (8.0) 29 (5.8) 0.7 (0.4-1.4) 0.373
Alleles

C 386 971

Y 16 31 0.503

DM = diabetes mellitus, OR = odds ratio



Table 2. Characteristics of patients with type 2 diabetes mellitus.
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All Mutation H63D *
(n=519) HH HD/HD P
(n=355) (n=164)

Age (years) 60.3+9.9 60.5+10.1 60.1£9.6 0.73
Male Sex - n (%) 258 (49.7) 175 (49.3) 83 (50.6) 0.85
Diabetes duration (years) 143 +8.1 144 +83 14.0+7.8 0.61
Age at diagnosis (years) 46.4+10.2 46.3+10.3 46.6 + 10.0 0.82
Waist (cm)

Male 98.6 £ 10.6 99.7+10.3 95.8+10.8 0.05

Female 97.4+12.0 97.9+12.2 96.3+11.6 0.47
BMI (kg/m?) 28.5+4.8 28.6 +4.8 28.1+4.8 0.29
Systolic blood pressure (mmHg) 1449 +24.2 145.1+24.2 144.5+24.3 0.80
Diastolic blood pressure (mmHg)  86.1 + 13.1 86.0 £ 12.6 86.5+14.3 0.69
Hypertension n (%) 376 (72.4) 257(72.4) 119 (72.6) 0.93
Glucose (mmol/L) 9.5+4.0 9.2+£3.7 10.1+4.4 0.04
Al test (%) 7.0+2.1 6.9+2.1 7.0+2.2 0.59
Total Cholesterol (mmol/L) 54+1.2 53£1.2 55+1.1 0.21
LDL-C (mmol/L) 33+1.2 34+12 32+1.1 0.20
HDL-C (mmol/L) 1.1+£03 1.1+£03 1.1+0.3 0.57
Triglycerides (mmol/L) 1.7 (0.2-16.4) 1.7 (0.5-14.3) 1.8 (0.5-10.1) 0.20
UAE (png/min) 11.3 (0.1-10,100) 7.4(0.1-10,100)  10.1 (1.0-7,680)  0.23
Creatinine (umol/L) 76.3 (38.1-1,060) 76.3 (38.1-1,060) 76.3 (45.8-793.1) 0.99
eGFR (ml/min/1.73m?) 67.2 £31.1 67.1 £31.1 67.4+31.3 0.94
Diabetic nephropathy n=519

Microalbuminuric n (%) 68 (13.1) 41 (11.5) 27 (16.5) 0.18

Macroalbuminuric/ESRD n (%) 204 (39.3) 137 (38.6) 67 (40.8)
Diabetic retinopathy n=519

Non-proliferative n (%) 165 (31.8) 118 (33.2) 47 (28.7) 0.57

Proliferative n (%) 128 (24.7) 85(23.9) 43 (26.2)
Ischemic heart disease n=381 (%) 42.5 40.8 46.5 0.31

" P for HH vs HD/DD. + median (range). BMI = body mass index; UAE = urinary albumin

excretion; eGFR = estimated glomerular filtration rate



