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Resumen

Aspectos emergentes en la fisiopatologia
del hierro en insuficiencia cardiaca crénica:
implicaciones clinicas, prondsticas y
asociacion con la activacion neurohormonal

El déficit de hierro comporta peor pronéstico en los pacientes con
insuficiencia cardiaca crénica pero desconocemos los mecanismos por los
cuales se presenta en estos pacientes. Los resultados en modelos celulares
sugieren un papel de la activacién simpatica en el desarrollo del déficit de
hierro, pero esta asociacién no se ha evaluado hasta el momento en pacientes
con insuficiencia cardiaca. Actualmente se define déficit de hierro en estos
pacientes como ferritina sérica <100 pg/L o ferritina 100-300 pg/L en
combinacién con un indice de saturacién de transferrina (IST) <20%.
Sin embargo, esta definicién combina la informacién de dos parimetros
distintos, la ferritina como marcador de depésito y el IST como marcador
de transporte del hierro, lo que conlleva que aquellos pacientes que cumplen
criterios de déficit de hierro sean un grupo heterogéneo que no tienen que
presentar necesariamente las mismas caracteristicas basales ni el mismo
prondstico asociado a esta anomalia.

El objetivo de la tesis fue analizar el perfil clinico y el pronéstico de los
pacientes con IC en funcién de la alteracién de los pardmetros de depésito
del hierro frente a la alteracién del transporte. Posteriormente, para explicar
las posibles diferencias y estudiar la fisiopatologia del déficit de hierro en
insuficiencia cardiaca, buscamos analizar la asociacién entre la activacion
simpdtica y distintos biomarcadores que aportan informacién sobre el
estado del hierro.

Para ello, se realiz6 un registro prospectivo multicéntrico e internacional de
1821 pacientes con insuficiencia cardiaca crénica. Inicialmente se analizaron
las caracteristicas basales y la mortalidad de los pacientes en funcién de la
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alteracion de la ferritina en plasma, de la alteracién del IST o de ambos
comparado con los pacientes con perfil de hierro normal. Posteriormente,
se analizé la cohorte espafiola (742 pacientes), de la que disponemos
de niveles de noradrenalina en plasma como biomarcador de actividad
simpitica, para estudiar su asociacién con los distintos biomarcadores del
metabolismo del hierro en pacientes con insuficiencia cardiaca.

En el anilisis del estudio internacional multicéntrico, en los modelos
ajustados encontramos que los pacientes con alteracién combinada de
depésito y transporte del hierro (ferritina sérica <100 pg/L e IST <20%)
y los pacientes con alteracién aislada del transporte (ferritina normal
pero IST<20%) presentaban peor perfil clinico como por ejemplo
niveles més altos de NTproBNP (OR 2.2 [1.6-3.1] y OR 2.1 [1.5-2.9]
respectivamente) o peor calidad de vida (OR 1.8 [1.2 -2.7] y OR 1.7 [1.2—
2.5] respectivamente) en comparacién con aquellos con perfil del hierro
normal. Los andlisis multivariados de Cox mostraron que la alteracién
combinada y la alteracién aislada del transporte del hierro se asociaban
independientemente con mortalidad por todas las causas (OR 1.41 [1.06—
1.86] y OR 1.47 [1.13— 1.92] respectivamente). Sin embargo, los pacientes
con alteracién aislada de los dep6sitos del hierro (ferritina sérica < 100 pg/L
con IST normal) no diferian de los pacientes con perfil de hierro normal en
términos de gravedad ni en mortalidad.

Yaenelanalisis dela cohorte espafiola,enlos modelos multivariadoslos niveles
elevados de noradrenalina se asociaron con una alteracién en el transporte
de hierro (IST <20%, OR = 2.28; IC 95% [1.19-4.35]; p-valor = 0,013),
pero no con las alteraciones en el depésito (ferritina < 100 pg/L, OR = 1.25;
IC 95% [0.73-2.16]; p-valor = 0,415). La noradrenalina fue un predictor
significativo de aumento de la demanda de hierro (receptor de transferrina
soluble, coeficiente P estandarizado = 0.12; p = 0,006) y bajo IST (coeficiente
B estandarizado = -0.12; p-valor = 0,003). Sin embargo, los niveles de
noradrenalina no se asociaron con la ferritina (p > 0,05). Finalmente,
las medias marginales ajustadas de noradrenalina fueron significativamente
mayores en pacientes con deterioro del estado del hierro en comparacién
con aquellos con un estado de hierro normal (528 pg/ml [505-551] versus
482 pg/ml [448-518], respectivamente; p-valor = 0,038).

En conclusién,laalteracién del transporte del hierro aislada o en combinacién
con la alteracién en los depésitos de hierro se asocia con un peor perfil
clinico y con un mayor riesgo de mortalidad en pacientes con insuficiencia
10



cardiaca crénica. Los pacientes con alteracién aislada de los depésitos del
hierro presentan un perfil clinico y pronéstico mas benigno, similar a los
pacientes con perfil de hierro normal. Para ayudar a explicar estos resultados,
hemos observado que el aumento de la activacién simpdtica estimado con
niveles de noradrenalina se asocia con la alteracién del estado del hierro en
pacientes con insuficiencia cardiaca, y particularmente, con aquellos estados
del hierro que previamente se asociaron a peor prondstico. Estos resultados
respaldan la hipétesis de que la deficiencia de hierro podria no solo ser una
comorbilidad, sino también un elemento clave en la secuencia fisiopatolégica
que promueve la progresién de la insuficiencia cardiaca crénica.
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Abstract

Emerging factors in iron pathophysiology

in chronic heart failure: clinical and
prognostic implications, and association with
neurohormonal activation

Iron deficiency is associated with worse prognosis in patients with chronic
heart failure, however, the mechanisms by which it develops in these
patients are unsettled. Previous studies in cellular models suggest a role
of sympathetic activation in the development of iron deficiency but this
association has not been evaluated in patients with heart failure so far.
Iron deficiency in chronic heart failure is currently defined as serum ferritin
<100 pug/Lorferritin 100-300 pg/Lin combination with transferrinsaturation
(TSAT) <20%. However, this definition combines the information of two
different parameters, ferritin (iron storage biomarker) and TSAT (iron
transport biomarker), thus, patients who meet iron deficiency criteria are
a heterogeneous group.

The aim of our study was to analyze the clinical profile and prognosis
of patients with CHF and impaired iron storage (IIS) vs impaired iron
transport (II'T) compared with normal iron status patients. Subsequently,
we analyze the association between different iron biomarkers and
sympathetic activation to explain possible differences between groups and
to study the pathophysiology of iron deficiency in chronic heart failure.

A multicenter and international prospective registry of 1821 patients with
chronic heart failure was carried out. Baseline characteristics and mortality
were analyzed in patients with IIS, IIT or both compared with patients
with normal iron profile. Afterwards, we analyzed the Spanish cohort (742
patients), where norepinephrine levels were available, to study the association
between norepinephrine (as a biomarker of sympathetic activation) and the
different iron biomarkers in patients with chronic heart failure.
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In the international multicenter analysis, adjusted models showed that
patients with IIS + II'T and patients with isolated IIT had higher NT-
proBNP levels (OR 2.2 [1.6-3.1] and OR 2.1 [1.5-2.9] respectively) and
worse quality of life (OR 1.8 [1.2-2.7] and OR 1.7 [1.2-2.5] respectively)
compared with normal iron status. Multivariate Cox analyses showed that
IIS+IIT and isolated IIT were independently associated with all-cause
mortality (OR 1.41 [1.06-1.86] and OR 1.47 [1.13-1.92] respectively).
However, patients with isolated IIS did not differ from normal iron status
patients in terms of severity or outcomes.

In multivariate models of the Spanish cohort analysis, greater nor-
epinephrine levels were associated with impaired iron transport (TSAT
<20%, OR=2.28; 95% CI [1.19-4.35]; p-value=0.013), but not with
impaired iron storage (ferritin <100 pg/L, OR=1.25; 95% CI [0.73-2.16];
p-value=0.415). Norepinephrine was a significant predictor of increased
iron demand (soluble transferrin receptor, standardized B-coeflicient=0.12;
p-value=0.006) and low TSAT (standardized -coefficient=-0.12;
p-value=0.003). However, norepinephrine levels were not associated with
ferritin levels (p-value >0.05). Finally, adjusted norepinephrine marginal
means were significantly higher in patients with impaired iron status
compared with those with normal iron status (528 pg/mL [505-551] versus
482 pg/mL [448-518], respectively; p-value =0.038).

In conclusion, isolated impaired iron transport or in combination with
impaired iron storage is associated with a worse clinical profile and a
higher risk of mortality in patients with chronic heart failure. Patients with
isolated impaired iron storage have a better clinical profile and prognosis,
similar to patients with normal iron profile. Increased sympathetic
activation estimated with norepinephrine levels is associated with alteration
of iron status in patients with chronic heart failure, and particularly, with
those iron states that were previously associated with a worse prognosis.
'These results may support the hypothesis that iron deficiency might not just
be a comorbidity, but could also be a key element in the pathophysiological
sequence leading to the progression of chronic heart failure.
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1.1

Intfroduccion

IC: impacto clinico y
epidemioldgico en nuestro medio

La insuficiencia cardiaca (IC) se ha convertido en uno de los principales
problemas sanitarios en los paises desarrollados.”® El hecho de que se trate
de una enfermedad crénica con elevada prevalencia y mortalidad, y que
conlleve multiples ingresos hospitalarios retine los ingredientes necesarios
para que comporte no solamente un mal pronédstico desde un punto de vista

clinico, sino también un gran consumo de recursos sanitarios.”®

LaIC se define como un sindrome clinico caracterizado por sintomas tipicos,
que pueden ir acompafiados de signos, causados por una anormalidad
cardiaca, lo que resulta en un gasto cardiaco reducido y/o presiones
intracardiacas elevadas en reposo o durante el estrés.” En los paises
desarrollados, aproximadamente un 2% de la poblacién adulta padece IC,
una prevalencia que aumenta exponencialmente con la edad, pues es inferior
al 1% antes de los 50 afios y posteriormente se duplica con cada década

hasta superar el 8% entre los mayores de 75 anos."*

El tratamiento de la insuficiencia cardiaca ha presentado grandes progresos
en los ultimos afios gracias a las mejorias implementadas en el tratamiento
farmacolégico, en los dispositivos y en la formacién de programas
especializados de insuficiencia cardiaca dirigidos al seguimiento y manejo
de esta patologia cronica.”** A pesar de la gravedad de la enfermedad, estos
avances han permitido una mejoria en el prondstico de los pacientes con
IC y una reduccién de la mortalidad cardiovascular.”*** Ademds, en los
ultimos afos se ha optimizado el control de factores que predisponen y
facilitan el desarrollo de la IC como son la HTA o la DM y se han llevado

a cabo intervenciones que repercuten en el desarrollo de la enfermedad
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Hospitalizaciones y mortalidad por IC en Espaia
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Figura 1. Evolucion de la tasa de hospitalizacién y de mortalidad por IC en Espafia en
el periodo 2006-2016. Fuente: INE (Instituto Nacional de Estadistica).'

como la atencién rdpida del infarto agudo de miocardio, algo de especial
importancia por ser la etiologia isquémica una de las principales en la IC.*
Todas estas medidas han conseguido controlar la incidencia de la IC.**2

Sin embargo, el envejecimiento de la poblacién y la propia mejoria en
el prondstico de estos pacientes han provocado que pese a conseguir
una estabilizacién en la aparicién de nuevos casos, la prevalencia de la
insuficiencia cardiaca esté en continuo ascenso."'’ Este aumento progresivo
del nimero de pacientes con insuficiencia cardiaca crénica se ve reflejado
en las hospitalizaciones por IC que presentan un incremento progresivo e
ininterrumpido en las dltimas décadas tal y como se muestra en la figura 1.*

Este hecho se refleja claramente en un trabajo recientemente publicado
por Méndez-Bailén ez al., que describe la evolucién de los ingresos por
insuficiencia cardiaca en los dltimos 15 afios en Espafia. Se analizaron
mis de 3400000 informes de alta desde 2001 hasta 2015 y se observé un
incremento progresivo y muy significativo en los ingresos de pacientes con
IC, tanto en aquellos casos en que la insuficiencia cardiaca aparecia como
primer diagnéstico como en el andlisis que incluia la insuficiencia cardiaca
como diagnéstico secundario.”’

Si ponemos atencién a la situacién en Catalufa, los datos son igualmente
relevantes. Durante el afio 2017 se diagnosticaron 30706 nuevos casos,
sumando una prevalencia al finalizar el afio de 185348 casos y durante este
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Tablal. Médulos para el seguimiento de indicadores de calidad CatSalut.
Fuente: MSIQ.*®

Indicadores sociodemograficos

n Indicador
Poblacién con diagnoéstico de IC 210697 -
durante 2017
Mujeres (%) 120723 57,3
Edat media (anos) - 75,4
Mayores de 64 afios (%) 170317 80,8

Indicadores de morbi-mortalidad

Mortalidad (por 1000 enfermos) 25349 120,3
Tasa de prevalencia por 100000 hab. (a 185348 2451,1
31 de diciembre 2017)

Tasa de incidencia por 100000h 30706 410,9

(diagnosticos durante 2017)

Indicadores de consumo de recursos

Indicadores de hospitalizaciéon agudos

Hospitalizaciones en hospital de 148618 70,5
agudos (por 100 enfermos)
Estancias hospitalarias (camas anuales 2804 36,8
ocupadas por 100000 hab.)
Urgencias (por 100 enfermos) 278481 132,2
Consultas externas (por 100 enfermos) 1019843 4840

Indicadores de atencion primaria
Media de contactos de AP (por 4405752 20,9
paciente)

Indicadores de farmacia

Gasto en en recetas (en euros por 202666924 961,9
paciente)
Gasto en MHDA (en euros por paciente) 74272153 352,5

Fuente: MSIQ: Modulos para el seguimiento de indicadores de calidad CatSalut
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periodo se registraron mas de 148000 hospitalizaciones y mas de 25000
muertes por 1C.**

Ademais de la relevancia clinica que tiene la insuficiencia cardiaca, es muy
remarcable el enorme gasto de recursos sanitarios que conlleva esta patologia.
En un estudio publicado por nuestro grupo en 2016, analizamos a partir
de los datos del CatSalut el gasto sanitario derivado de pacientes con IC
durante un afio en Catalufia. Se analizaron 88 195 pacientes con diagnéstico
de IC, el gasto sanitario total durante un afio fue de 536,2 millones de euros
(7,1% del presupuesto sanitario total) lo que representa més de 6500€ de
gasto por paciente al afio.?

La principal fuente de gasto fue la hospitalizacién (39 % del total) y esto se
objetivé no solo en anilisis global de la muestra sino también en cada uno
de los grupos de edad. Por lo tanto, las hospitalizaciones en los pacientes
con IC no conllevan Gnicamente un mal pronéstico desde el punto de vista
clinico, también son un importante problema de consumo de recursos.
La atencién ambulatoria representé el 19% del gasto total y el gasto
farmacolégico fue del 22%. Una edad mds joven, una mayor presencia
de comorbilidades y una hospitalizacién reciente se asociaron de forma
independiente con un mayor gasto sanitario.

Poblacién con IC Gasto global por paciente/afio (€)
10000
A 2,4%35,9% B
7.2%
8000 p— 7782
7056 6809
38,99
1,9% 6000 ~ u u 1
5166
Otros
4000 - = = — i Diélisis /
Cuidados de enfermeria
Farmacia
49% 18,8% 2000} - - - - -{ ™ Urgencias
m Urgencias (12,8M €) Hospitalizacién (208,4M €) Hospitalizacién
Cuidados de enfermeria (26,3M €) = Cuidados ambulatorios (100,8M €) 0 Cuidados ambulatorios
Farmacia (117,4M €) Didlisis (38,7M €) 15-44 45-64 65-74 75-84 >84
Otros (31,8M €)

Figura 2. A: Gasto sanitario de los pacientes con IC en Catalufia durante el afio 2013.8
B: Gasto sanitario de los pacientes con IC en Catalufia durante el afio 2013 en funcion
delaedad?®



1.2

Intfroduccion

Comorbilidades en insuficiencia
cardiaca cronica

Consecuencia de la mejoria en el pronéstico de los pacientes cardiolégicos,
asi como del envejecimiento de la poblacién, la IC coexiste cada vez con
mis frecuencia con otras patologias crénicas.””?* La comorbilidad se
define como la presencia de una o mds enfermedades concomitantes en
un mismo individuo ademds de la enfermedad primaria. A su vez, estas
enfermedades adicionales pueden tener un impacto sobre la enfermedad de
base como ocurre frecuentemente en el caso de 1a IC. Multiples estudios han
demostrado que las comorbilidades son frecuentes en los pacientes con IC y
que lejos de ser un mero acompafante de la enfermedad, tienen un impacto
negativo en calidad de vida y también en hospitalizaciones y mortalidad.”***

Las guias europeas de prictica clinica clasifican los pacientes con IC en tres
grupos diferentes en funcién de si la fraccién de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) es menor del 40% (ICFEr, IC con FEVI reducida), entre
el 40 y 49% (ICFEmr, IC con FEVI en rango medio) o igual o mayor del
50% (ICFEp, IC con FEVI preservada).® La evidencia disponible ha puesto
de manifiesto que existen diferencias significativas entre estos tres grupos

tanto en perfil clinico como en la respuesta al tratamiento farmacolégico.>

Clasicamente se habia prestado especial atencién a las comorbilidades en
los pacientes con ICFEp por ser un fenotipo de pacientes de mis edad,
con mids patologia extracardiaca asociada y en el que ademas el tratamiento
tarmacolégico de la IC no ha mostrado hasta el momento un claro beneficio
en reingreso o mortalidad.®” Sin embargo, un estudio que incluyé mas de
1400 pacientes con IC crénica y seguimiento a largo plazo ha mostrado que
un mayor nimero de comorbilidades comporta un mayor riesgo de muerte

21
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Tabla 2. Clasificacién clinica de IC segun FEVI.
Adaptado de Guias IC ESC 2016.°

TipodelC ICFEr ICFErm ICFEp
CRITERIOS
1 Sintomas +signos  Sintomas + signos Sintomas + signos
2 FEVI<40% FEVI 40-49% FEVI = 50%
3 - Péptidos - Péptidos

natriuréticos elevados natriuréticos elevados
- Al menos un criterio - Al menos un criterio

adicional: adicional:
- Cardiopatia -Cardiopatia
estructural estructural

- Disfuncion diastélica - Disfuncion diastélica

o de reingreso no solo en ICFEp, sino en todo el espectro de FEVI de los

pacientes.”

Ademids, en un estudio reciente se analizaron 1876 pacientes seguidos
durante los tltimos 17 afios en una unidad de IC crénica multidisciplinar.®
El anilisis de la evolucién de las causas de muerte en este tiempo en
pacientes con FEVI < 50% ha mostrado una reduccién progresiva de la
mortalidad cardiovascular. Por el contrario, las causas no cardiovasculares
como el cdncer, las infecciones, la patologia respiratoria o el declive del
anciano han aumentado progresivamente hasta ser incluso causa mds
frecuente de mortalidad que las propias enfermedades cardiovasculares.
Este hecho nos distancia de la creencia establecida de que los pacientes
con ICC, especialmente aquellos con disfuncién ventricular, fallecian
mayoritariamente de causas cardiovasculares y todavia pone mds en valor la
atencién de la patologia extracardiolégica en el paciente con IC.

Como hemos destacado, las implicaciones prondsticas de las comorbilidades
) P p

en los pacientes con IC han llevado a una especial preocupacién por el

diagnéstico y el tratamiento de las patologias crénicas que coexisten,

y a alejarnos del manejo estrictamente cardiolégico de estos pacientes

mids propio de épocas pasadas.” A continuacién destacamos algunas de las

principales comorbilidades presentes en los pacientes con IC:
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La fibrilacién auricular (FA) no solo es una comorbilidad comin
en pacientes con IC, sino que tiene implicaciones sustanciales para el

tratamiento y el prondstico.**?

Al igual que la IC, la FA puede ser el punto final de varios procesos
fisiopatolégicos diferentes, ademds, ambas afecciones comparten factores
de riesgo como son la hipertensién, la enfermedad coronaria, la diabetes,
la enfermedad renal crénica o obesidad.*”** Ademds de compartir factores
predisponentes, existe una relacién bidireccional entre ambas lo que conlleva
que con frecuencia coexistan en nuestros pacientes. En los pacientes que
presentan IC, el desarrollo de FA se ve favorecido por la activacién del
sistema renina-angiotensina-aldosterona, las altas presiones auriculares
y el desarrollo de fibrosis auricular, mientras que en pacientes con FA
preexistente aumenta el riesgo de desarrollar IC por la propia patologia
auricular (consecuencia de la pérdida de sistole auricular, la dilatacién y la
fibrosis) asi como por el empeoramiento de funcién sistélica y diastélica
(por ejemplo en el caso de las taquimiocardiopatias).®>**=’

La transicién desde ritmo sinusal a FA en los pacientes con IC desencadena
en muchas ocasiones empeoramiento de la clase funcional y ademids estd
asociada con empeoramiento del prondstico. Por ejemplo, en el Registro
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Figura 3. Evolucion temporal de la causa de la muerte en pacientes con IC.*
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Figura 4. Insuficiencia cardiaca: Comorbilidades mas relevantes.

a largo plazo de IC de la Sociedad Europea de Cardiologia, el riesgo de
mortalidad fue un 45 % mayor en pacientes con FA;* en el estudio SOLVD
la FA se asocié con un aumento de la mortalidad por todas las causas y
con el endpoint combinado de muerte u hospitalizacién por IC;* y en un
metandlisis sobre el tratamiento con betabloqueantes en IC se observé
que en pacientes con IC y FA la tasas de mortalidad a 1,5 afios fue del
21% (comparado con el 16% de los pacientes en ritmo sinusal) y que estos
pacientes tenian ingresos hospitalarios mas frecuentes y mds prolongados.*

La diabetes mellitus (DM) y la IC coexisten con frecuencia incluso se
ha sugerido que la IC predispone al desarrollo de DM.*** La prevalencia
de DM en poblaciones de IC se consideraba entre 12% y 30%, aunque
mds recientemente se ha descrito una prevalencia mis alta en pacientes

hospitalizados cuya tasa parece estar aumentando (desde el 38,9% en el afio
2000 al 41,9% en el 2010).14%

Como ya es conocido, el paciente con DM tiene un riesgo mayor de
presentar un infarto agudo de miocardio que pudiera desencadenar por
ejemplo ICFEr, sin embargo, se han demostrado anormalidades en la
perfusién miocdrdica de pacientes con DM en ausencia de enfermedad
de las arterias coronarias epicdrdicas, consecuencia de alteraciones en la
microcirculacién,**® lo que podria explicar que presenten mayor grado de
fibrosis e hipertrofia miocdrdica que aquellos pacientes sin DM vy junto
a la neuropatia auténoma cardiaca favorezcan la aparicién de IC con

FEVI preservada.* "
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La presencia de DM en IC se asocia con peor evolucién en todo el espectro
de FEVI.? El perfil clinico del paciente con IC y DM es el de un paciente
de mds edad, peor funcién renal, que presenta con mayor frecuencia HTA
y enfermedad coronaria e ingresos por IC.° En el estudio GISSI-HEF,
los pacientes con DM tenian un riesgo 1,5 veces mayor de muerte por todas
las causas en comparacién con los pacientes sin DM independientemente
de la etiologia de la IC.* En nuestro medio, recientemente se ha publicado
un estudio de los ingresos por IC en paciente con DM en Espaifia y explica
c6mo la presencia de DM aumenta por cinco el riesgo de ingreso de ingreso
por descompensacién.*

La EPOC se presenta con frecuencia en los pacientes con IC (alrededor del
10-40% de los pacientes con IC tienen EPOC intercurrente)®*** e influye
negativamente en sintomas, procesos de diagnéstico y terapéuticos, y
también en el prondstico.”** Sabemos que, al igual que la IC, la prevalencia
de EPOC aumenta de manera progresiva con la edad y que es mis
frecuente en pacientes con ICFEp que en pacientes con ICFEr->>* Se han
postulado diferentes mecanismos patogénicos de la asociacién entre ambas
patologias entre las que se encuentra el aumento de presién intratoricica
que lleva a reduccién del llenado ventricular, la hipertensién pulmonar y su
asociacién con la disfuncién ventricular derecha y la inflamacién sistémica.
En general, corazén y pulmones forman un continuum cardiopulmonar,
cuyos componentes interactian y experimentan un continuo cambio

estructural y de remodelado.>**"¢*

El diagnéstico diferencial entre ambas patologias puede llegar a ser un reto
diagnéstico. Algunos de los factores que dificultan el discernir si un paciente
presenta una de las dos patologias o ambas son los siguientes:

« La disnea es el sintoma cardinal de ambas patologias.

« Otros signos y sintomas son también comunes como la intolerancia
al ejercicio, sibilancias, molestia toricica opresiva, fatiga, debilidad
muscular o pérdida de peso.

+ Ningin instrumento diagndstico Gnico ha demostrado especificidad
suficiente para diferenciar entre IC y EPOC.

« Los péptidos natriuréticos aumentan también en el paciente con EPOC
cuando se presenta hipertensién pulmonar o insuficiencia ventricular
derecha aumentando los falsos positivos y reduciendo asi la especificidad
y el valor predictivo positivo para el diagnéstico de IC.
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« El diagnéstico final de EPOC requiere confirmacién espirométrica pero
en caso de descompensacién de IC el edema bronquial intersticial y
submucoso puede sobrestimar el diagnéstico o la gravedad de EPOC.

La presencia de EPOC es un factor prondstico negativo en la insuficiencia
cardiaca, y se ha descrito como predictor independiente de hospitalizacién
por IC, hospitalizacién no cardiovascular, muerte no cardiovascular y

mortalidad por todas las causas.”**

El cancer y la enfermedad cardiovascular (especialmente la IC) son
las dos principales causas de muerte en todo el mundo.®” Sabemos que
los supervivientes de cdncer pueden desarrollar IC como resultado de la
cardiotoxicidad de la quimioterapia, la radioterapia o la inmunoterapia,
a menudo usadas en combinacién. Como resultado, se recomienda el
control de los factores asociados a la cardiotoxicidad previo al inicio
de tratamiento y la monitorizacién durante y después de tratamientos
antitumorales potencialmente cardiotéxicos siendo agresivos en el inicio de
terapia con IECA o betabloqueantes ante la deteccién de fases incipientes
de cardiotoxicidad.%*%

Por otra parte, se ha observado que la incidencia de cdncer en pacientes
con IC es mayor que en la poblacién general® y que el cincer como causa
de muerte en los pacientes con IC ha aumentado de manera dramadtica en
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Figura 5. Organizacion de las Unidades de Cardio-Oncologia. Adaptado de
Nhola et al.*®
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los dltimos 20 afios.*® Es cierto que existen multiples factores de riesgo
comunes,* pero ademds, estudios recientes muestran que factores circulantes
relacionados con la IC crénica promueven el crecimiento y el desarrollo
de tumores en modelos muridos, lo que sugiere que existe una relacién
causal para este aumento de incidencia y mortalidad por cdncer en los
pacientes con IC.5%¢7

Debido a la complejidad de manejo de estos pacientes se recomienda la
formacién de unidades multidisciplinares de Cardio-Oncologia para el

diagnéstico y tratamiento de su patologia cardiovascular.®®%4°

La insuficiencia renal crénica (IRC) es otra de las comorbilidades mas
prevalentes en pacientes con IC.>"° En un metanilisis que incluyé mads de
un millén de pacientes con IC, la insuficiencia renal crénica (IRC) definida
como tasa de filtracién glomerular estimada menor de 60 ml/min/1,73 m?,
estaba presente en el 42% de los pacientes con IC crénica, y hasta el 53%
en pacientes con IC aguda.” Sabemos que el rifién desempefia un papel
central en la fisiopatologia de la IC ya que, entre otros aspectos, es el efector
de la respuesta desadaptativa de retencién de agua y sodio tras la activacién
del sistema renina-angiotensina-aldosterona. La IC puede conducir a un
empeoramiento de la funcién renal asi como la propia insuficiencia renal
también predispone a la IC, esta interrelacién es conocida como sindrome
cardiorrenal ” y estin implicados varios factores como la reduccién de
perfusién renal, la activacién neurohormonal, la congestién venosa por
hipervolemia, la inflamacién o la disfuncién endotelial.”>"

Elestadio de la insuficiencia renal es especialmente importante en el paciente
con IC ya que los grados mas avanzados limitan algunas terapias que han
demostrado mejorar el pronéstico de los pacientes con ICFEr como los
IECAS, ARM o los inhibidores de neprilisina y receptor de angiotensina
(ARNI).>"® Globalmente, la presencia de IRC comporta mayor mortalidad
y riesgo de ingreso por descompensacién. A destacar que entre los factores
asociados a la IRC se encuentra una insuficiencia en la produccién de EPO,
lo que puede conducir a anemia y aumentar ain mds la morbilidad y la
mortalidad en pacientes con IC."

La anemia es una comorbilidad crucial en IC. La definicién mis
comunmente utilizada para el diagnéstico es a partir de los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud (Hb < 13 g/dL en hombres y <12 g/
dL en mujeres).” Su prevalencia aumenta con la gravedad de la IC y con

el nimero de enfermedades crénicas concomitantes, en la mayoria de
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metandlisis y grandes registros oscila entre el 20% y el 40% de los pacientes
con IC. Sabemos que es mds frecuente a mayor edad, sexo femenino y en

aquellos con disfuncién renal, diabetes o mayor grado de inflamacién.” "

En pacientes con IC, la anemia se acompafa de remodelacién ventricular
izquierda adversa, niveles elevados de péptidos natriuréticos circulantes,
pero clase funcional y calidad de vida, y se asocia a mayor reingreso un

aumento de mortalidad tanto cardiovascular como por todas las causas.”""®

En un metandlisis de 34 estudios que incluyeron a mds de 150000
pacientes IC, la presencia de anemia casi duplicé el riesgo de muerte en
pacientes con IC, incluyendo pacientes con ICFEr e ICFEp.”® Algunos
estudios preliminares habian sugerido que los agentes estimulantes de
la eritropoyesis podrian aportar beneficio clinico en pacientes con IC.
Por este motivo se desarroll6 el estudio RED-HF que incluyé 2278
pacientes con ICFEr y anemia leve a moderada (hemoglobina 9-12 g/dL)
que fueron asignados aleatoriamente a recibir darbepoetina alfa o placebo.™
Sin embargo la darbepoetina alfa no mejoré el endpoint combinado de
muerte por todas las causas u hospitalizacién por IC, ademds de presentar
mds eventos tromboembdlicos adversos en el brazo de tratamiento activo.
Por este motivo las actuales Guias ESC no recomiendan el uso de agentes
estimulantes de la eritropoyesis para la correccién de la anemia en pacientes
con insuficiencia cardiaca.’

El déficit de hierro en el paciente con IC, independientemente de la
presencia o no de anemia, requiere mencién especial.
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Intfroduccion
Déficit de hierro en insuficiencia
cardiaca

La deficiencia de hierro (DH) es muy prevalente en pacientes con IC
crénica, incluso sin la presencia de anemia.®”®" En un estudio europeo que
incluyé 1506 pacientes con IC crénica, la prevalencia de DH fue del 50 %,
mientras que solo el 28% de los sujetos cumplian criterios diagndsticos de
anemia.®! En este estudio, el sexo femenino, una clase funcional NYHA mis
avanzada, valores mds altos de NTproBNP en plasma y la propia presencia
de anemia fueron predictores independientes de DH.

El hierro es un micronutriente esencial directamente involucrado en el
transporte de oxigeno (contenido de hemoglobina); su almacenamiento
(contenido de mioglobina); en el metabolismo del musculo cardiaco y
esquelético (componente de enzimas oxidativas y proteinas mitocondriales
de la cadena respiratoria); y en la sintesis y degradacién de proteinas, lipidos

y dcidos ribonucleicos.®**

Por lo tanto, lejos de la idea preconcebida de que el papel de hierro se limita
a la hematopoyesis, este es indispensable en multiples tejidos y células,
especialmente aquellas con altas demandas de energia (como los
cardiomiocitos y los miocitos esqueléticos) que son particularmente
sensibles a las limitaciones en la disponibilidad del hierro. En estos tejidos,
la reduccién del hierro intracelular produce disfuncién mitocondrial, lo
que impide su correcto funcionamiento, y conduce a cardiomiopatia y a
miopatia esquelética, respectivamente, con consecuencias negativas clinicas
y prondsticas.”

29
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Aunque el estudio de aspirado de médula 6sea es el go/d standard para
evaluar el estado del hierro en los pacientes, esta es una prueba invasiva
y poco prictica en la prictica clinica diaria por lo que la evaluacién del
estado del hierro se basa generalmente en la cuantificacién de marcadores

circulantes en sangre que reflejan el estado del hierro de manera indirecta®?:

« La apoferritina es una proteina globular hueca compuesta de 24
subunidades, capaz de acumular gran cantidad de hierro en su interior.
Una vez la apoferritina se une al hierro pasa a denominarse ferritina.
Se encuentra presente en grandes concentraciones en el higado, el bazo,
la médula 6sea y en el musculo esquelético, y ademds existe una estrecha
relacién entre los depdsitos de hierro corporales y la concentracién de
territina en el plasma lo que permite que esta sea un buen biomarcador
para conocer los depésitos de hierro del organismo.™

« La transferrina es una -1 globulina, formada por una cadena simple
de polipéptidos que tiene dos espacios activos de unién para el hierro.
Es sintetizada en el sistema reticulo endotelial, principalmente en el
higado, y se libera a la sangre para que las glicoproteinas de transferrina
se unan al hierro de manera reversible presentando una tasa alta de
recambio (25 mg/24h) y transporten el hierro hasta las células efectoras.
De esta manera el indice de saturacién de transferrina (IST) nos
permite conocer qué porcentaje de la ferritina estd unido al hierro,
siendo reflejo del transporte del hierro en plasma. El IST también se
puede calcular de manera indirecta mediante el cociente entre el hierro
sérico y la capacidad total de fijacién de hierro de unién al hierro total
de la transferrina sérica multiplicada por 100.7***

Estos marcadores tienen el beneficio de ser una prueba que consume
pocos recursos econémicos, son de gran accesibilidad ya que se pueden
obtener en una analitica sanguinea rutinaria y su interpretacién es sencilla.
Por otra parte, el diagnéstico basado en estos biomarcadores del estado del
hierro presenta algunas limitaciones que deben ser remarcadas. La ferritina
es una proteina que refleja el estado de los depésitos de hierro a nivel de
sangre periférica, sin embargo, también es conocido su papel como reactante
de fase aguda. Por tanto, aquellos pacientes con deficiencia de hierro que se
encuentren en situaciones clinicas que comporten un estado inflamatorio
aumentado pueden presentar niveles elevados de ferritina que dificulten
o enmascaren el diagnéstico de DH y conduzcan a falsos negativos.
Para tratar de minimizar este hecho, los valores de corte recomendados de
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ferritina sérica que reflejan reduccién de los depésitos de hierro en pacientes
con IC son mas altos (100 pg/L) que en individuos sanos (15-30 pg/L).
Por otro lado, el IST puede verse aumentado debido a la alteracién de
la sintesis hepitica de transferrina cuando hay una descompensacién
cardiaca.”® Una manera de minimizar ambas situaciones es evaluar el
estado del hierro en los pacientes con IC en fase estable y no al ingreso de
una hospitalizacién por descompensacién o por otros procesos agudos.

Clasicamente se han distinguido dos tipos de DH en funcién del perfil
analitico, el DH absoluto y el DH funcional:

- EIDH absoluto describe una situacién de agotamiento de los depésitos
de hierro en el organismo y analiticamente se corresponde con unos
niveles de ferritina bajos. E1DH absoluto altera la sintesis de hemoglobina
y finalmente causa anemia ferropénica. Se han propuesto como causas
de DH absoluto las interacciones farmacolégicas, el consumo deficiente
de hierro en la dieta, la malabsorcién gastrointestinal y las pérdidas de

sangre por sangrados ocultos gastrointestinales.”*

- El DH funcional describe una situacién de alteracién en el trasporte
de hierro en sangre hasta las células efectoras y analiticamente se
corresponde con IST bajo a pesar de poder presentar niveles de ferritina
normales incluso elevados. En el DH funcional el hierro queda atrapado
dentro del sistema reticuloendotelial, por lo que no estd disponible para
procesos celulares y metabdlicos. Esta situacién se asocia con las citocinas
proinflamatorias, incluida la hepcidina, que atrapa el hierro en el sistema

reticuloendotelial y bloquea la absorcién de hierro en la dieta.”#>93%

La hepcidina es una pequefia hormona peptidica que resulta clave en el
metabolismo sistémico del hierro y también es un elemento de respuesta
inmune innata. La hepcidina circulante interactda con su receptor trans-
membrana especifico, ferroportina, en las células diana, lo que resulta en
una reduccién de la expresién de proteinas involucradas en la importacién
de hierro transmembrana a los enterocitos y de la internalizacién de
ferroportina, que es la tnica proteina capaz de exportar hierro intracelular.
Como consecuencia, la hepcidina bloquea la absorcién intestinal de hierro
y atrapa el hierro dentro del sistema reticuloendotelial. Los estimulos
principales que disminuyen la expresién hepitica de hepcidina y su liberacién
a la circulacién son depésitos de hierro agotados, hipoxia y eritropoyesis
ineficaz, mientras que la inflamacién (por ejemplo, a través del aumento de
interleucina 6) conduce al efecto contrario. En consecuencia, un nivel bajo
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de hepcidina (incluso en presencia de inflamacién concomitante) es una

medida especifica de las reservas de hierro agotadas.”%>

Un biomarcador de gran utilidad en la caracterizacién del estado del hierro
es el receptor soluble de transferrina (sTfR) que informa de la demanda
de hierro intracelular. Es la forma truncada de una proteina transmembrana
presente en todas las células, y que forma el sistema principal responsable de
la entrada de hierro intracelular. Cuando el suministro de hierro a las células
es insuficiente para las necesidades metabdlicas, la expresién aumentada
del receptor de transferrina facilita la importacién intracelular de hierro.
Por lo tanto, el receptor soluble de transferrina refleja cuantitativamente
y con precisién las necesidades metabdlicas de hierro de los tejidos no
satisfechas (agotamiento intracelular de hierro).”

Numerosos estudios han analizado las consecuencias del DH (con y sin
anemia) en pacientes con IC crénica, mostrando asociaciones entre el DH

y un peor pronéstico.”

Un estudio de Klip e# a. mostré que el DH es
un fuerte predictor de mortalidad por todas las causas en pacientes con
IC crénica independiente de la presencia de anemia, la funcién ventricular
izquierda y la gravedad de la IC (HR 1,42; IC del 95%: 1,14-1,77;
p = 0,002).5" Por otra parte en un estudio previo de nuestro grupo,
demostramos cémo el DH se asociaba a peor capacidad de esfuerzo y peor

calidad de vida en pacientes con IC.1%

Las guias de la ESC definen DH en los pacientes con IC como ferritina
sérica < 100 pg/L o la combinacién de ferritina sérica 100-300 pg/L con un
indice de saturacién de transferrina < 20 %, adoptando la definicién utilizada
en los grandes ensayos clinicos de suplementacién con hierro intravenoso
en IC.? Existen dos estudios principales que han evaluado los efectos de la
administracién de suplementos de hierro por via intravenosa en pacientes
con DH e IC crénica. En el estudio FAIR-HF y CONFIRM-HF se
incluyeron pacientes con IC crénica sintomdtica y FEV < 45%. La terapia
con hierro carboximaltosa intravenoso mejoré sintomas, la clase funcional
segun la clasificaciéon NewYork Heart Association (NYHA), la capacidad
de esfuerzo y la calidad de vida relacionada con la salud con un buen perfil
de seguridad.'®** En el estudio CONFIRM-HFE, dicha terapia también
resulté en una reduccién de las hospitalizaciones por descompensacién de IC
durante el seguimiento de 12 meses, evaluado como endpoint secundario.'"!
Ademis, en el estudio EFFECT-HE, estudio aleatorizado y abierto que

incluyé pacientes con insuficiencia cardiaca sintomdtica crénica y una
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FEVI <45%, la terapia con hierro carboximaltosa intravenoso aumenté
el consumo maximo de oxigeno, de nuevo independientemente del nivel de
hemoglobina.'*?

Por ultimo, el reciente estudio IRON-OUT ha demostrado que la
suplementacién oral con hierro no aumenta de manera importante la
saturacién de ferritina ni transferrina en pacientes con IC, y no tiene
impacto en la capacidad de ejercicio en pacientes con IC estable, poniendo
en evidencia la ausencia de beneficio de la suplementacién con hierro oral
en pacientes con DH e IC.'** Es importante destacar que, hasta ahora,
ninguno de los estudios de intervencién ha sido disefiado para analizar el
impacto del hierro intravenoso en mortalidad cardiovascular o mortalidad
por cualquier causa. Actualmente hay cuatro grandes ensayos clinicos en
marcha que evaluardn beneficio en morbilidad y mortalidad del hierro
intravenoso en DH e IC:los estudios AFFIRM-HF, FAIR-HF2, HEART-
FID y IRONMAN.*

A partir de la evidencia disponible hasta la fecha las gufas europeas de IC
recomiendan la evaluacién del estado del hierro en los pacientes con IC,
y la suplementaciéon con hierro intravenoso en caso de que cumplan
los criterios de DH.? La dosis de hierro carboximaltosa intravenoso
recomendada se calcula en funcién del peso del paciente y de la Hb conforme
a la siguiente tabla.'*®

Tabla 3. Dosis de hierro carboximaltosa intravenoso en funcion de peso y hemoglo-
bina en paciente con ICy DH.!%®

Dosis total de hierro carboximaltosa necesaria

Peso corporal

Hb (mg/dL
(me/dL) <35kg <70kg >70kg
<10 500 mg 1500 mg 2000 mg
a<l4 500 mg 1000 mg 1500 mg

=14 500 mg 500 mg 500 mg
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Intfroduccion

Areas de conocimiento
pendientes de esclarecer
en déficit de hierro e IC

Como hemos senalado previamente, los criterios para el diagnéstico de DH
en pacientes con IC crénica son ferritina sérica < 100 pg/L o la combinacién
de ferritina sérica 100-300 pg/L con saturacién de transferrina < 20 %.%1%%1%9

Esta definicién combina la informacién obtenida de dos pardmetros
bioquimicos distintos. La ferritina, que proporciona informacién sobre los
depdsitos de hierro, y por otro lado, el IST que proporciona informacién
sobre el transporte del hierro en el organismo. Por lo tanto, podemos
decir que los pacientes que cumplen con los criterios de déficit de hierro
segtn la definicién actual, constituyen un grupo heterogéneo, compuesto
por pacientes con diferentes perfiles del estado de hierro en funcién de
la anomalia predominante, ya que el déficit de hierro no es una situacién
dicotémica, sino que es un continuum que va desde el perfil de hierro
normal hasta el agotamiento del hierro en todos los compartimentos.®’
Se desconoce si estos distintos estados de déficit de hierro se correlacionan
con diferentes perfiles clinicos o si tienen implicaciones prondsticas distintas
en pacientes con ICC.

Por lo tanto, se requieren estudios que evalien de manera detallada los
distintos perfiles de déficit de hierro en funcién de la alteracién de los
distintos biomarcadores y su asociacién con el perfil clinico y la evolucién
de los pacientes. Esta informacién nos permitird en el futuro salir de la
definicién global de DH en IC utilizada en la actualidad para conocer qué
biomarcadores se asocian con peor prondstico y qué perfiles de DH se podrian
beneficiar més dela suplementacién con hierro intravenoso para proporcionar
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a los pacientes diagndstico y tratamiento mucho mds individualizado,
y ejerciendo una medicina de precisién.

Por otra parte, a pesar de que se han sugerido multiples hipétesis, los
mecanismos que lleva a la aparicién de DH en los pacientes con ICC adn
no estin bien establecidos.

En modelos celulares se ha demostrado cé6mo la exposicién de cardiomiocitos
a noradrenalina llevaba a una deplecién del hierro intracelular a través

14 Por este motivo

de cambios en los receptores para la transferrina.
empezamos a sospechar que no solamente la ingesta o las pérdidas hematicas
estaban implicadas en la aparicién de DH en los pacientes con IC sino que
la activacién neurohormonal podia estar implicada. Esto es muy relevante
ya que sabemos que los pacientes con insuficiencia cardiaca tienen una
actividad simpdtica incrementada y que esta se asocia a progresién de la
enfermedad y peor prondstico,’ sin embargo, la asociacién entre activacién
simpidtica y DH no se ha evaluado hasta el momento a nivel del paciente
con insuficiencia cardiaca. Se requieren estudios que evalden esta potencial
asociacién ya que podria ayudar a conocer los mecanismos de la aparicién
de DH en los pacientes con IC y ademds proporcionar informacién valiosa
sobre la propia fisiopatologia de la enfermedad.



Hipotesis y
Objetivos






Existen diferencias en las caracteristicas clinicas y en el pronéstico de los
pacientes con insuficiencia cardiaca crénica en funcién de distintos perfiles
de déficit de hierro y, a su vez, la actividad simpdtica se asocia con ambas

enfermedades.






Objetivos

Objetivo principal

Describir el estado del hierro de una gran cohorte internacional de pacientes
con IC segun diferentes perfiles (perfil del hierro normal, alteracién del
depésito, del transporte o de ambas) y evaluar su impacto en las variables
clinicas asociadas a gravedad en IC y en la mortalidad de los pacientes.

Objetivos secundarios

Evaluar la asociacién entre la activacién simpdtica y varios biomarcadores
séricos de la homeostasis del hierro para ayudar a explicar:

Los mecanismos de aparicién de déficit de hierro en los pacientes con
insuficiencia cardiaca.

Los resultados obtenidos sobre las caracteristicas clinicas y el prondstico
en funcién del perfil del hierro

Articulos con resolucién favorable de la Comisién Académica del Programa

de Doctorado de Medicina:
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Association Between Norepinephrine Levels and Abnormal Iron
Status in Patients With Chronic Heart Failure: Is Iron Deficiency
More Than a Comorbidity?

Pedro Moliner, MD; Cristina Enjuanes, MD, PhD; Marta Tajes, PhD; Miguel Cainzos-Achirica, MD, MPH; Josep Lupén, MD, PhD;
Alberto Garay, MD, PhD; Santiago Jimenez-Marrero, MD; Sergi Yun, MD; Ndria Farré, MD, PhD; Mercé Cladellas, MD, PhD; Carles Diez, MD;
Jose Gonzalez-Costello, MD; Josep Comin-Colet, MD, PhD

Background—Mechanisms underlying iron homeostasis dysregulation in patients with chronic heart failure remain unsettled. In
cardiomyocyte models, norepinephrine may lead to intracellular iron depletion, but the potential association between
catecholamines (sympathetic activation markers) and iron metabolism biomarkers in chronic heart failure is unknown.

Methods and Results—In this cross-sectional analysis, we studied the association between plasma norepinephrine levels and
serum iron status biomarkers indicating iron storage (ferritin), iron transport (transferrin saturation), and iron demand (soluble
transferrin receptor) in a prospective cohort of 742 chronic heart failure patients (mean age, 72+11 years; 56% male). Impaired
iron status was defined as ferritin <100 pg/L or transferrin saturation <20%. Impaired iron status was observed in 69% of patients.
In multivariate models, greater norepinephrine levels were associated with impaired iron transport (transferrin saturation <20%,
odds ratio=2.28; 95% CI [1.19-4.35]; P=0.013), but not with impaired iron storage (ferritin <100 pg/L, odds ratio=1.25; 95% ClI
[0.73-2.16]; P=0.415). Norepinephrine was a significant predictor of increased iron demand (soluble transferrin receptor,
standardized B-coefficient=0.12; P=0.006) and low transferrin saturation (standardized B-coefficient=—0.12; P=0.003). However,
norepinephrine levels were not associated with iron or ferritin levels (P>0.05). Adjusted norepinephrine marginal means were
significantly higher in patients with impaired iron status compared with those with normal iron status (528 pg/mL [505-551]
versus 482 pg/mL [448-518], respectively; P=0.038).

Conclusions—In chronic heart failure patients, increased sympathetic activation estimated with norepinephrine levels is
associated with impaired iron status and, particularly, dysregulation of biomarkers suggesting impaired iron transport and
increased iron demand. Whether the relationship between norepinephrine and iron metabolism is bidirectional and entails causality
need to be elucidated in future research. (J Am Heart Assoc. 2019;8:e010887. DOI: 10.1161/JAHA.118.010887.)

Key Words: anemia ¢ chronic heart failure ¢ iron * iron deficiency * norepinephrine ¢ sympathetic nervous system

ron deficiency is associated with worse quality of life, Consequently, current guidelines recommend assessing the
functional capacity, and prognosis in patients with chronic iron profile of patients with CHF and treating them with
heart failure (CHF), regardless of the presence of anemia.' 6 intravenous iron, when appropriate.” '® Nevertheless, the
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Clinical Perspective

What Is New?

« The exact mechanisms by which chronic heart failure
patients develop iron deficiency are still unknown.

To the best of our knowledge, we demonstrate, for the first
time, an interplay between raised sympathetic nervous
system activity and systemic iron deficiency in patients with
chronic heart failure and, particularly, with those biomarkers
that suggest impaired iron transport (transferrin saturation
<20%) and increased iron demand (raised soluble transferrin
receptor levels).

What Are the Clinical Implications?

Our results may support the hypothesis that iron deficiency
might not just be a comorbidity, but may also be a key
element in the pathophysiological sequence leading to, and
promoting the progression of, chronic heart failure.

mechanisms underlying dysregulation of iron homeostasis in
patients with CHF are still not well established.

Sympathetic activation, which entails increased serum
levels of norepinephring, is one of the main therapeutic targets
in CHF because of its deleterious long-term effects,”® """ '®
particularly in patients with reduced left ventricle ejection
fraction (LVEF). In this context, recent studies have shown that
in cardiomyocyte models, norepinephrine leads to intracellular
iron depletion.'6 These results in cellular models suggest a role
of sympathetic activation in the development of iron home-
ostasis dysregulation. However, the association between
sympathetic activity and iron status has not been evaluated
so far at the patient level.

The aim of this study was thus to assess the potential
association between sympathetic activation, as measured
using plasma norepinephrine levels, and several biomarkers of
serum iron homeostasis, including ferritin as a maker of iron
availability, transferrin saturation (TSAT) as a marker of iron
supply, and the soluble transferrin receptor (sTfR) as a marker
of iron demand, in a large population of consecutive patients
with CHF followed in a specialized, multidisciplinary CHF unit,
in which all these measurements were available.

Methods

Data are available upon request from a third party. Because of
the sensitive nature of the data collected for this study,
reasonable requests to access the data set from qualified
researchers trained in human subject confidentiality protocols
may be sent to Bellvitge Biomedical Research Institute at the
corresponding author.

Articulos originales

Study Design and Study Population

The DAMOCLES (Definition of the neuro-hormonal activation,
myocardial function, genomic expression and clinical out-
comes in heart failure patients) study was a single-center,
observational, prospective cohort study of 1236 consecutive
patients diagnosed with CHF. The methodology of the
DAMOCLES has been published previously by our group.'”
Briefly, for inclusion, patients had to be diagnosed with CHF
according to the European Society of Cardiology diagnostic
criteria, had at least 1 recent acute decompensation of CHF
requiring intravenous diuretic therapy (either hospitalized or in
the day care hospital), and had to be in stable condition at the
time of study entry. Exclusion criteria were: significant
primary valvular disease, clinical signs of fluid overload,
pericardial disease, restrictive cardiomyopathy, hypertrophic
cardiomyopathy, hemoglobin levels <8.5 g/dL, active malig-
nancy, and chronic liver disease. The study was approved by
the local committee of ethics for clinical research and was
conducted in accord with the principles of the Declaration of
Helsinki. All patients gave written informed consent before
study entry.

For the present analysis, norepinephrine levels were
evaluated in all consecutive participants included in the
DAMOCLES study between June 2004 and January 2011.
Patients included in the DAMOCLES study after this period did
not have norepinephrine levels measured and thus were
excluded from this analysis.

Baseline Evaluation: Catecholamines, Iron
Parameters, and Other Laboratory Measurements

Methods of blood collection and management, as well as the
quantification of norepinephrine levels performed in the
baseline  DAMOCLES study visit, have been previously
reported.”” In summary, patients were resting in a supine
position in a quiet room for 30 to 60 minutes after venous
cannulation. Tubes with blood samples were immersed in
melting ice and frozen until they were processed. Levels of
norepinephrine were measured from 1.5 mL of plasma by
high-resolution liquid chromatography. Norepinephrine analy-
sis had a coefficient of variation of 8.7%. Serum N-terminal
pro-b-type natriuretic peptide levels were measured in pg/mL
using an immunoassay based on chemiluminescence using
the Elecsys System (Roche, Indianapolis, IN). Serum iron (mg/
dL) was measured using spectrophotometry; serum ferritin
(ng/mL) and transferrin (mg/dL) were measured using
immunoturbidimetry. TSAT was estimated using the formula:
TSAT=serum iron (mg/dL)/[serum transferrin (mg/dL)
% 1.25]. Iron status was also assessed by measuring serum
soluble transferrin receptor (sTfR; in mg/L) levels using an
enzyme immunoassay. Hemoglobin (g/dL) was measured with
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impedance laser colorimetry. Glomerular filtration rate was
estimated from serum creatinine using the formula of the
Modification of Diet in Renal Disease Study Group equation. '®

Study Definitions

Impaired iron status was defined as ferritin <100 ng/mL or
TSAT <20%. To explore the association between nore-
pinephrine and different components of the iron pathway,
we also defined impaired iron storage as ferritin <100 ng/
mL and impaired iron transport as TSAT <20%. Increased
iron demand (high sTfR) was defined as levels of sTfR
>75th percentile of its distribution in the study population.
Anemia was defined using the World Health Organization
criteria (cut-off values of 13 g/dL in men and 12 g/dL in
women)."?

Statistical Analyses

This was a cross-sectional analysis using the baseline data
from the DAMOCLES study. Demographic and clinical char-
acteristics and laboratory test results were summarized using
basic descriptive statistics, both in the overall cohort as well
as stratified by norepinephrine tertiles. For quantitative
variables, the arithmetic mean (and SD) or median (and
interquartile range) were reported as appropriate, and P
values were obtained using ANOVA and Kruskal-Wallis tests,
respectively. For qualitative variables, number and percent-
ages within specified groups were calculated, and P values
were derived using x? tests.

When necessary, natural logarithm transformation was
used to fit skewed continuous variables into normal distribu-
tions. Specifically, norepinephrine was modeled in 2 ways for
the analyses: as a continuous exposure (log-transformed), as
well as a dichotomous exposure (“high norepinephrine” levels
defined as norepinephrine >90th percentile [1050 pg/mL] of
the distribution in the study population, as compared with
<90th percentile).

To assess the association between sympathetic activation,
as measured using norepinephrine levels, and the different
iron status biomarkers, we first used logistic and linear
regression to assess the crude (unadjusted) associations
between norepinephrine and each of the relevant iron status
biomarkers. Also, generalized additive models were used to
graphically display the relationship between log nore-
pinephrine serum levels and log TSAT, log sTfR, and log
ferritin, respectively. Unadjusted logistic and linear regression
analyses were also used to assess the bivariate associations
between each of the predictors included in Table 1 and each
of the iron status biomarkers.

Multivariable-adjusted linear and logistic regression mod-
els were used to evaluate the adjusted associations between

|51

higher levels of norepinephrine as an independent variable
and levels of each of the iron status biomarkers as the
dependent variables. Multivariable models used step-wise
forward conditional methods and were adjusted for the
predictors that showed a significant association with impaired
iron status in the bivariate logistic regression analyses.

Finally, general linear models were used to calculate
adjusted marginal means and 95% Cls of norepinephrine
according to different iron and anemia states. All general
linear models were adjusted for factors associated with
increased norepinephrine levels. Factors associated with
raised norepinephrine levels have been described previously
by our group."”

All statistical tests and Cls were constructed with a type 1
error alpha level of 5% with no adjustments for multiplicity,
and P<0.05 were considered statistically significant. SPSS
(version 22.0; IBM, Armonk, NY) and R software (version
3.0.1; R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria)
were used for statistical analyses.

Results

Study Population

Of the 1236 CHF patients included in the DAMOCLES study,
494 did not have baseline levels of norepinephrine measured
and were excluded from the present analyses. This defined a
final study population of 742 patients. Serum iron status
parameters were available in all DAMOCLES study
participants.

Baseline Characteristics of the Study Participants

Baseline characteristics of the study participants, overall
and by norepinephrine tertiles, are shown in Table 1.
Overall, mean age was 72 years, and 56% participants were
male. Mean LVEF was 44%, median N-terminal pro-b-type
natriuretic peptide levels were 1547 pg/mL, and 45% of
patients had a New York Heart Association functional class
of Il or IV. Median levels of norepinephrine were 523
(351-730), and 515 (69%) patients had impaired iron
status.

By norepinephrine tertiles, patients in the upper tertile of
norepinephrine (higher sympathetic activation) were older,
more frequently male, and had a worse CHF clinical profile,
with higher N-terminal pro-b-type natriuretic peptide levels,
lower body mass index, and worse New York Heart Association
functional class than their lower norepinephrine tertile coun-
terparts. Also, the higher the norepinephrine tertile, the higher
the prevalence of all iron abnormalities. Interestingly, LVEF,
systolic blood pressure, and heart rate did not differ between
categories of norepinephrine levels.
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Table 1. Baseline Characteristics of the Study Population (N=742), Overall and by Norepinephrine Tertiles

Overall T1 (<414 pg/mL) T2 (414-654 pg/mL) T3 (>654 pg/mL)
n=742 n=248 n=248 n=246 P Value
Age, y 7211 69+11 73+11 75+11 <0.001
Sex, male, n (%) 418 (56) 137 (55) 134 (54) 147 (60) 0.40
BMI, kg/m2 28+6 30+6 28+5 27+5 <0.001
Systolic BP, mm Hg 125423 127+24 124+24 123+22 0.13
Heart rate, bpm 74415 73+15 75415 74+16 0.62
NT-proBNP, pg/mL 1547 [662-3942] 1124 [489-2460] 1672 [647-3495] 2391 [923-6436] <0.001
€GFR, mL/min per 1.73 m? 59+24 61+24 59+23 56+26 0.08
LVEF, % 44417 45417 44417 43+£18 0.46
HFpEF, n (%) 278 (38) 91 (37) 95 (38) 92 (37) 0.933
HFmIEF, n (%) 116 (16) 45 (18) 38 (15) 33 (13) 0.346
HFrEF, n (%) 348 (47) 112 (45) 115 (47) 121 (49) 0.655
Etiology of CHF, ischemic, n (%) 303 (41) 112 (45) 96 (39) 95 (39) 0.24
Atrial fibrillation, n (%) 234 (32) 72 (29) 85 (34) 77 (31) 0.45
NYHA class Il or IV, n (%) 330 (45) 98 (40) 104 (42) 128 (52) 0.012
Norepinephrine, median (IQR) 523 [351-730] 313 [252-352] 524 [467-592) 858 [730-1111] <0.001
Comorbidities, n (%)
Hypertension 582 (78) 190 (77) 195 (79) 197 (80) 0.64
Diabetes mellitus 345 (47) 130 (52) 110 (44) 105 (43) 0.67
CKD (eGFR <60 mL/min/1.73 m?) 418 (56) 126 (51) 140 (57) 152 (62) 0.048
Anemia 365 (49) 124 (50) 115 (46) 126 (51) 0.53
COPD 163 (22) 57 (23) 49 (20) 57 (23) 0.59
Obesity 247 (33) 101 (41) 84 (34) 62 (25) 0.001
Impaired iron status 515 (69) 172 (69) 164 (66) 179 (73) 0.278
Impaired iron transport 438 (59) 137 (55) 139 (56) 162 (66) 0.028
Impaired iron storage 280 (38) 104 (42) 88 (36) 280 (38) 0.247
Treatments, n (%)
ACEI or ARBs 578 (78) 205 (83) 196 (79) 177 (72) 0.014
Beta-blockers 656 (88) 214 (86) 224 (90) 218 (89) 0.37
Aldosterone antagonists 308 (42) 110 (44) 101 (41) 97 (39) 0.52
Digoxine 96 (13) 34 (14) 38 (15) 24 (10) 0.166
Statins 426 (57) 147 (59) 139 (56) 140 (57) 0.754
Loop diuretics 655 (88) 219 (88) 222 (90) 214 (87) 0.684
Anticoagulants 356 (48) 107 (43) 118 (48) 131 (53) 0.079
ICD 22 (3) 11(5 2 (1) 94 0.046
CRT 10 (1) 42 42 2(1) 0.68
Serum levels
Hemoglobin, g/dL 12.4+£1.8 12.5+1.8 12.6+1.8 12.5+1.9 0.87
Ferritin, pg/L [IQR] 142 [73-272] 141 [75-262] 132 [71-251] 155 [70-289] 0.229*
TSAT, % 17.8 [12.2-24.5] 18.4 [12.8-25.5] 19.1 [13.1-25.2] 16.1 [11.2-23.3] <0.001*
Transferrin 248447 243+41 249-+46 251451 0.116
Raised sTfR, n (%) 133 (25) 38 (24) 38 (20) 57 (30) 0.058*
Continued
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Overall T1 (<414 pg/ml) T2 (414-654 pg/mL) T3 (>654 pg/mL)

n=742 n=248 n=248 n=246 P Value
Ferritin index, [IQR] 0.76 [0.54-1.14] 0.72 [0.53-1.14] 0.72 [0.55-1.06] 0.8 [0.56-1.20] 0.348*
Serum iron, mg/dL [IQR] 57 [42-79] 56 [41-77] 61 [43-84] 52 [40-74] 0.007*
Endogenous erythropoietin, U/L [IQR] 15 [9-25] 14.1 [8-22] 15 [9-25] 17 [9-26] 0.267*

Data are presented as means+SD, medians (25th-75th percentile), or numbers (with percentages), where appropriate. Anemia is defined as hemoglobin level <12 g/dL in women and
<13 g/dL in men. Impaired iron transport is defined as TSAT <20%; impaired iron storage is defined as ferritin <100 pg/L; and impaired iron status is defined as ferritin <100 pg/L or
TSAT <20%. Raised sTfR = soluble transferrin receptor >75th percentile. ACEI indicates angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; BMI, body mass index;
BP, blood pressure; CKD, chronic kidney disease; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CRT, cardiac resincronization therapy; ferritin index, sTfR/log10[ferritin]; HFmrEF, heart
failure with mid-range ejection fraction (defined as LVEF 40-49%); HFpEF, heart failure with preserved ejection fraction (defined as LVEF >50%); HFrEF, heart failure with reduced ejection
fraction (defined as LVEF <40%); ICD, implantable cardioverter-defibrillator; LVEDD, left ventricular end diastolic diameter; LVEF, left ventricular ejection fraction; NT-proBNP, N-terminal
pro-brain-type natriuretic peptide; NYHA, New York Heart Association functional class; sTfR, soluble transferrin receptor; TSAT, transferrin saturation; T1, first tertile; T2, second tertile; T3,

third tertile.
*P value from nonparametric tests (Kruskal-Wallis).

Unadjusted Associations Between
Norepinephrine and Serum Iron Status
Biomarkers

Figure 1 displays crude (unadjusted) associations between
norepinephrine levels (log transformed) and levels of each iron
deficiency biomarker. There was evidence of an inverse,
nonlinear association between higher norepinephrine levels
and lower TSAT (P value for linear component, 0.001; P value
for the nonlinear component, 0.046) and of a positive, linear
association between norepinephrine levels and sTfR (P value
for the linear component, 0.007). In contrast, there was no
evidence of a crude association between norepinephrine
levels and ferritin.

In univariate logistic regression analyses (Table 2), both a
log-unit increase in norepinephrine levels as well as a
norepinephrine level >90th percentile (as compared with
<90th percentile) was significantly associated with higher
odds of iron deficiency.

Other Factors Associated With Serum Iron Status
Biomarkers in Unadjusted Analyses

Table 2 presents the baseline variables that showed statis-
tically significant associations with abnormal iron status in
bivariate logistic regression analyses. Hyponatremia, anemia,
and norepinephrine levels were the strongest, statistically
significant clinical predictors.

Multivariable-Adjusted Associations Between
Norepinephrine and Serum Iron Status
Biomarkers

In line with the main objectives of the study, multivariable
logistic regression analyses adjusting for variables signifi-
cantly associated with iron deficiency were performed. High

levels of norepinephrine (defined as norepinephrine >90th
percentile of the distribution, as compared to norepinephrine
<90th percentile) were significantly associated with impaired
iron status (odds ratio, 2.21; 95% Cl, 1.11-4.41), impaired
iron transport (odds ratio, 2.28; 95% Cl, 1.19-4.35), and
increased iron demand (odds ratio, 2.23; 95% Cl, 1.24-4.01),
whereas it was not associated with impaired iron storage (low
ferritin alone) or with presence of anemia (Table 3). Interest-
ingly, the association between norepinephrine levels and the
different biomarkers suggesting iron deficiency was indepen-
dent of LVEF. We examined the interaction between LVEF
categories and this association, and it was not significant
(P=0.865).

To analyze the association between iron deficiency and
norepinephrine, which was the main objective of the study, we
performed bi- and multivariable-adjusted linear regression
analyses between increasing levels of log-transformed nore-
pinephrine and levels of several serum iron status biomarkers.
Results are presented in Table 4. Nnorepinephrine levels were
inversely associated with TSAT (B=—0.124; P=0.003) and
were positively associated with sTfR levels (B=0.115;
P=0.006). On the other hand, there was no statistically
significant association of norepinephrine levels with either
ferritin or hemoglobin. Multivariate models analyzing iron
status were adjusted by factors associated with abnormal iron
status represented in Table 2 and also body mass index,
because it remained at the limit of significance in the
univariate analysis (odds ratio, 1.027 [0.997-1.057];
P=0.075).

Multivariable-Adjusted Associations Between
Serum lron Status and Norepinephrine Levels
Figure 2 displays the adjusted marginal means of serum
norepinephrine according to different iron deficient and
anemia states, obtained using fitted general linear models.
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Figure 1. Unadjusted associations between norepinephrine
levels (log-transformed) and levels of serum biomarkers of iron
status. The associations were calculated using generalized
additive models (GAM). Association between log norepinephrine
serum levels and log TSAT (A), log NE serum levels and log sTfR
(B), and log norepinephrine serum levels and log ferritin (C). sTfR
indicates  soluble transferrin  receptor; TSAT, transferrin
saturation.

Results were consistent with the previous analyses: Nore-
pinephrine levels were significantly higher in patients with
impaired iron status than in those with normal iron status
(528 [505-551] versus 482 pg/mL [448-518]; P value,

Articulos originales

Table 2. Baseline Variables With Statistically Significant

Associations With Abnormal Iron Status in Bivariate Logistic

Regression Analyses

OR (95% CI) P Value
Age (per y) 1.026 (1.012-1.040) <0.001
Sex (male vs female) 1.654 (1.198-2.284) 0.002
DM (yes vs no) 1.533 (1.116-2.105) 0.008
SBP (per mm Hg) 1.008 (1.001-1.015) 0.021
LVEF (per 1%) 1.012 (1.003-1.021) 0.012
eGFR (per 1 mL/min/1.73 cm?) 0.991 (0.985-0.997) 0.006
logNT-proBNP (per 1 pg/mL) 1.553 (1.187-2.031) 0.001
Albumin (per 1 g/dL) 0.555 (0.388-0.792) 0.001
hs-CRP (per 1 mg/L) 1.183 (1.076-1.301) 0.001
Hemoglobin (per 1 g/dL) 0.727 (0.662-0.797) <0.001
Anemia (yes vs no) 2.707 (1.912-3.833) <0.001
ACEI (yes vs no) 0.486 (0.345-0.684) <0.001
ARB (yes vs no) 2.066 (1.322-3.229) 0.001
HDZ+NTG (yes vs no) 2.060 (1.335-3.181) 0.001
MRA (yes vs no) 0.718 (0.524-0.984) 0.039
Na <135 (yes vs no) 2.844 (1.091-7.411) 0.032
NYHA Il to IV (yes vs no) 1.438 (1.045-1.977) 0.026
logNE (per log 1 pg/mL) 2.026 (1.091-3.762) 0.025
NE>p30 (yes vs no) 2.737 (1.414-5.299) 0.003

Anemia is defined as hemoglobin level <12 g/dL in women and <13 g/dL in men.
Impaired iron status is defined as ferritin <100 pg/L or TSAT <20%. ACEI indicates
angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; DM,
diabetes mellitus; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HDZ+NTG, hydralazine and
nitrates; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; logBNP, log N-terminal pro-brain-
type natriuretic peptide; logNE, log norepinephrine concentration; LVEF, left ventricular
ejection fraction; MRA, mi ticoid receptor antagonists; NE>p90, norepinephrine
serum concentration >90th percentile (1050 pg/mL); NYHA, New York Heart
Association functional class; SBP, systolic blood pressure.

0.038); in patients with impaired iron transport than in those
with normal iron transport (537 [511-566] versus 482 pg/
mL [452-513]; P value, 0.012); and in patients with increased
iron demand defined as levels of sTfR >75th percentile than in
those with normal iron demand (590 [540-646] versus
518 pg/mL [492-545]; P value, 0.014).

Also, there was a progressive increase in adjusted
norepinephrine marginal means in each consecutive sTfR
quartile. In contrast, adjusted norepinephrine levels were not
significantly different according to iron storage or anemia
status (all £>0.05).

Discussion

In a sample of 742 patients with CHF, raised norepinephrine
levels were associated with impaired iron status and,
particularly, with those biomarkers that suggest impaired
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Table 3. Bi- and Multivariate-Adjusted Associations Between High Norepinephrine Levels (>90th Percentile) and Impaired Iron

Status States

Raised Norepinephrine

Unadjusted Models Adjusted Models

OR 95% Cl P Value OR 95% CI P Value
Impaired iron status 2.589 1.334 to 5.025 0.005 2.206 1.105 to 4.405 0.025
Impaired iron transport 2.824 1.566 to 5.095 0.001 2.276 1.192 to 4.346 0.013
Impaired iron storage 1.083 0.656 to 1.787 0.756 1.253 0.728 to 2.155 0.415
Increased iron demand 2.376 1.339 to 4.215 0.003 2.229 1.239 to 4.009 0.007
Anemia 1.606 0.983 to 2.622 0.058 1.149 0.657 to 2.009 0.627

Anemia is defined as hemoglobin level <12 g/dL in women and <13 g/dL in men. Impaired iron transport is defined as TSAT <20%; impaired iron storage is defined as ferritin <100 ug/L;
impaired iron status is defined as ferritin <100 ug/L or TSAT <20%; and increased iron demand is defined as soluble transferrin receptor >75th percentile. Raised norepinephrine =

norepinephrine serum concentration >90th percentile. OR indicates odds ratio.

iron transport (TSAT <20%) and increased iron demand (raised
levels of sTfR). This is particularly important given that these 2
iron-deficient states have been shown to strongly correlate
with worse clinical profile and prognosis in patients with
CHF.2% Given the proven role of neurohormonal activation
and, particularly, sympathetic activation in the pathophysio-
logical cascade leading to, and promoting the progression of,
CHF, the new data emerging from our study are particularly
relevant given that they may support the hypothesis that iron
deficiency might not just be a comorbidity, but could also be a
key element in the pathophysiological sequence leading to,
and promoting the progression of, CHF. To the best of our
knowledge, this is the first clinical study suggesting a
potential interplay between norepinephrine levels as a
surrogate of activation of the sympathetic system and the
frequent dysregulation of iron metabolism observed in
patients with CHF.

It is well known that iron deficiency is common in patients
with CHF, and it is associated with worse quality of life,
functional capacity, and prognosis.’ ° The negative impact of
iron deficiency may not only be explained by the role of iron in
erythropoiesis, but may also be driven by the effects of iron in
cardiomyocyte function and, particularly, in mitochondrial
respiration. These effects have been confirmed in cellular
models where iron deficiency in the cardiomyocyte leads to
mitochondrial dysfunction, hypertrophy, impaired cardiomy-
ocite contractility, and ventricular dysfunction®' % and where
restoration of intracellular iron levels reversed these
effects.?’ 2% Haddad et al showed, in an animal model of
cardiac iron deficiency, that the myocardium of these animals
showed impaired mitochondrial respiration at the cardiomy-
ocyte level and a blunted response in ventricular contractility
after administration of dobutamine. Interestingly, these abnor-
malities were reversed after administration of intravenous
iron.?” At a clinical level, cohort studies conducted in healthy
individuals in whom impaired iron status was associated with

higher risk of developing heart failure (HF) over time may give
further support to the hypothesis that iron may be involved in
the pathophysiological sequence leading to HF.*

Disturbances in energy metabolism at the cellular level and
impairment of the contractile function of cardiomyocytes and
skeletal muscle cells as a result of iron deficiency may affect
patients across all LVEF categories and may promote disease
progression in all of them.

A previous study of our group showed that the particular
iron states that are associated with a worse clinical profile
and prognosis are those that entail abnormalities in the
transport of iron or an increased demand of iron at the cellular
level. However, in the above-mentioned study, isolated
abnormalities at the storage level, represented by normal
TSAT and low ferritin, were associated with a clinical profile
and prognosis undistinguishable from patients with CHF and
normal iron status.?® Interestingly, in the present study, a
raised sympathetic nervous system (SNS) activity, repre-
sented by raised norepinephrine levels, was particularly
associated with biomarkers suggesting abnormalities in iron

Table 4. Bivariate and Multivariate-Adjusted Associations
Between Increasing Levels of NE and Levels of Iron Status
Biomarkers (All Log-Transformed)

log NE

Unadjusted Models Adjusted Models

R B PValue | R? B P Value
log iron 0.014 | —0.120 | 0.001 | 0.379 | —0.071 | 0.019
log ferritin | 0.000 | —0.017 | 0.642 | 0.084 | 0.024 0.503
log TSAT | 0.022 | —0.148 | <0.001 | 0.255 | —0.124 | 0.003
log sTfR 0.014 | 0.116 0.007 0.076 | 0.115 0.006
log Hb 0.002 | —0.039 | 0.288 | 0.245 | 0.005 0.878

logHb indicates log in; log NE, log norepinephrine; logsTfR, log soluble
transferrin receptor; logTSAT, log transferrin saturation.
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Figure 2. Predicted adjusted marginal means of serum norepinephrine levels by iron status categories. Norepinephrine adjusted marginal
means calculated with general linear models according to (A) iron status, (B) iron transport, and (C) iron demand: sTfR classified in quartiles
(1 <1.21 mg/L; Q2 1.22-1.60 mg/L; Q3 1.61-2.24 mg/L; Q4 >2.25 mg/L). Impaired iron status was defined as TSAT <20% or ferritin
<100 ng/mL. Impaired iron transport was defined as TSAT <20%. sTfR indicates soluble transferrin receptor; TSAT, transferrin saturation.

transport and increased iron demand at the cellular level. This
association was independent of relevant factors such as body
mass index and inflammatory status.®'3?

It has been suggested that systemic iron depletion may
precede iron deficiency at the myocardial level. Occult blood
loss attributed to use of antiplatelet agents or anticoagulants,
poor intake of iron in diet, and reduced intestinal absorption
attributed to inflammation, among other factors, have been
suggested as potential causes of systemic iron deficiency in
these patients.>> However, despite these assumptions, the
exact mechanisms by which CHF patients develop iron
deficiency at a systemic and myocardial level are still
unknown. In consequence, it is important to investigate
alternative mechanisms that may lead to iron deficiency at the
cardiomyocyte level on top of systemic iron deficiency. From
this point of view, the interplay between iron metabolism
disturbances and neurohormonal activation represented by
raised levels of norepinephrine in patients with CHF observed
in our study needs to be taken into account. Activation of the
SNS, which involves an elevation of serum norepinephrine
levels, has long-term deleterious effects on CHF and is one of
the main therapeutic targets in HF.”® From our data, we
suggest that the SNS could play a role in dysregulation of iron
homeostasis in patients with CHF. Our observations are
consistent with those from basic science models. Exposure of
adult cardiomyocyte to norepinephrine leads to a downreg-
ulation of type 1 transferrin receptor expression.'® These
molecular changes may lead to intracellular iron depletion. In
the same study, exposure of cardiomyocytes to the beta
agonist, isoprenaline, also entails downregulation of type 1
transferrin receptor.'® In another study, Melenovsky et al
analyzed cardiomyocytes from hearts of patients transplanted
because of advanced HF.?? Compared with controls, car-
diomyocytes of patients with HF showed reduced levels of
intracellular iron. In this study, iron deficiency at the
myocardial level was associated with a lower treatment rate

with beta-blockers. This association may give further support
to the hypothesis that the modulation of the neurohormonal
drive of the sympathetic system by using beta-blockers may
interplay with the development of iron abnormalities at the
myocardial level in patients with HF.

Taking all into account, we may hypothesize that iron
deficiency might be a relevant factor involved in the complex
pathophysiological cascade of HF given that it may be
involved in the initiation and progression of the functional
abnormalities observed in these patients leading to clinical
events and functional impairments. According to this hypoth-
esis, iron deficiency may be not just an “unpleasant innocent
bystander,” but a key factor actively involved in the mecha-
nisms involved in onset and progression of CHF.

Study Limitations

Our study has several limitations that must be discussed. First
of all, in this study, we conducted a cross-sectional analysis;
therefore, causality may not be inferred. The deleterious
influence between the 2 terms of the equation may be
bidirectional. Raised norepinephrine levels as an expression
of sympathetic activation may promote iron depletion at a
cellular level, particularly in patients with systemic iron
deficiency; on the other hand, it is also possible that systemic
iron deficiency may lead to a greater impairment in cardiomy-
ocyte function and mitochondrial function that would lead to
more-pronounced oxidative stress, cardiomyocyte death, pump
failure, and an enhanced (compensatory) neurohormonal
activation represented by raised norepinephrine levels. This
will promote HF progression and clinical adverse events.
Second, because this was a single-center study, our
findings may not be representative of other CHF patient
populations. Third, SNS activity is a complex concept that
entails several biomarkers and measures. Using nore-
pinephrine levels as a marker of sympathetic activation may
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be seen as a simplification of the SNS. Third, SNS activity is a
complex concept that may be defined by combined informa-
tion obtained from several biomarkers and functional mea-
sures. According to this, estimation of SNS activity based on
norepinephrine levels alone may be considered an oversim-
plification. Nevertheless, this parameter was used as a
surrogate of the SNS when the neurohormonal hypothesis
was developed and guided the development of key therapeu-
tic strategies for treatment of CHF patients Although sample
processing and the laboratory method of analysis of nore-
pinephrine are complex and may be seen as limitations of our
study, we want to highlight that the procedures followed for
obtaining and processing the samples and for measuring
norepinephrine levels were accurate and based on standard-
ized laboratory methods.

And, fourth, we used biomarkers that indirectly estimate
the true iron status; however, these biomarkers are those
used in daily clinical practice.??**

Conclusions

In patients with CHF, an increased sympathetic activation
estimated with raised norepinephrine levels is associated with
impaired iron status. Specifically, we observed robust, inde-
pendent associations between norepinephrine levels and
dysregulation of biomarkers suggesting impaired iron trans-
port (low TSAT) and increased iron demand (raised sTfR),
whereas no associations were identified with iron storage
(ferritin) or presence of anemia. Longitudinal studies are
needed to better understand the directionality and potential
causal relationship underlying the observed associations.
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Resumen global de resultados

Se realizé un estudio a partir de los pacientes del European Iron Consortium
(EIC), compuesto por 1821 pacientes con IC crénica de cinco cohortes
diferentes reclutadas en Polonia, Espafia y Holanda, y que abarcaban todo el
espectro de FEVI. Ninguno de los pacientes recibié transfusiones de sangre,
terapia con eritropoyetina o terapia con hierro por via intravenosa en el

momento de la inclusién.

Clasificamos los pacientes en cuatro grupos diferentes en funcién de su
perfil del hierro. El primer grupo representa el estado normal de hierro
(normal iron status, NIS) y lo definimos como ferritina > 100 pg/L e IST
> 20%, que sugiere almacenamiento y transporte de hierro preservados.
El segundo grupo representa una deficiencia aislada en el depésito de
hierro (isolated impaired iron storage, illS), definido como niveles bajos de
ferritina (<100 pg/L) pero IST normal (> 20%). El tercer grupo representa
un deterioro aislado del transporte de hierro (iso/ated impaired iron transport,
ilIT) definido como IST bajo (<20%) pero ferritina normal (> 100 pg/L).
Finalmente, describimos un cuarto grupo que representa la coexistencia de
la alteracion en depésito y transporte de hierro (IIS + IIT) definido como
ferritina < 100 pg/L y también IST <20%.

Observamos una alteracién aislada en los depésitos del hierro (iIIS) en 219
pacientes (12%), alteracién aislada en el transporte del hierro (ilI'T) en 454
pacientes (259%) y la combinacién de ambas condiciones (IIS + II'T) en 389
pacientes (21%). Teniendo en cuenta estos datos podemos decir que en el
58% de los pacientes existia alguna anomalia del estado del hierro y el 42%
restante (759 pacientes) presentaba un perfil del hierro normal.
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Impacto del estado del hierro en el perfil clinico de pacientes con ICC

Variables dependientes  Estado de DH OR (95% Cl) p-valor
NYHA III-IV 1IS + IT vs NIS 1,6(1,2-2,3) 0,03 —o—
IIT vs NIS aislado 1,3(1,0-1,8) 0,057 eo—i
11S vs NIS aislado 1,0(0,7-1,5) 0,857 —o—
HRQoL afectado 1IS + IIT vs NIS 1,8(1,2-2,7) 0,03 —e—
IIT vs NIS aislado 1,7 (1,2-2,5) 0,005 —eo—
1IS vs NIS aislado 1,1(0,6-1,8) 0,801 —to—
FEVI < 30% 1S + 11T vs NIS 1,5(1,1-2,1) 0,022 —eo—|
IIT vs NIS aislado 1,3(1,0-1,8) 0,076 He—
IIS vs NIS aislado 0,9 (0,6-1,3) 0,518 —eo
NTproBNP > 1S + IIT vs NIS 2,2(1,6-3,1) <0,001 —o—i
1440 pg/mL IIT vs NIS aislado 2,1(1,5-2,9) <0,001 —eo—i
IIS vs NIS aislado 0,8(0,5-1,1) 0,187 —e—+H
Anemia IS + IT vs NIS 2,2(1,6-3,0) <0,001 o
IIT vs NIS aislado 1,7(1,2-24) 0,002 —o—
11S vs NIS aislado 0,8(0,5-1,2) 0,256 —eo—i
Estado inflamatorio IS + IT vs NIS 1,4(1,1-2,0) 0,016 eo—1
elevado IIT vs NIS aislado 2,7 (2,0-3,6) <0,001 —e—
1S vs NIS aislado 0,7 (0,5-1,0) 0,066 —eo—|

01 1
Riesgo estimado

Figura 6. Resultado del analisis multivariado. Asociacion entre cada perfil de hierroy
variables clinicas.

En los andlisis no ajustados, los pacientes con ilIS ya parecian tener un
mejor perfil clinico que los pacientes con ilIT o la combinacién de IIT
+ 1IIS, aunque peor perfil clinico que los pacientes con estado del hierro
normal. La estratificacién por clase funcional de la NYHA revel6 que el
perfil de hierro normal y la alteracion aislada en el depésito del hierro (ilIS)
eran mds frecuentes en los grupos con mejor clase funcional, mientras que
la alteracién aislada en el transporte del hierro (iIIT) y la combinacién de la
alteracion de depésito y transporte (II'T + IIS) eran mds prevalentes en las

clases funcionales II1 y IV de la NYHA.

Para ampliar el conocimiento del estado del hierro de cada grupo analizamos
la demanda de hierro mediante las concentraciones de sTfR. La proporcién
de pacientes con una mayor demanda de hierro (definida como sTfR por
encima del limite de referencia) disminuy6 progresivamente desde el grupo
combinado IIS + II'T, pasando por el grupo illT hasta el grupo ilIS, y
esta proporcién fue a su vez significativamente mds alta en ilIS que en los
pacientes con un estado del hierro normal (p-valor < 0,001). Esto sugiere
una mayor demanda tisular de hierro en todos los grupos con estado del
hierro alterado comparados con los pacientes con un estado del hierro
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normal, pero de nuevo son los grupos que incluyen alteracién en el transporte
los que presentan mayor severidad.

En los modelos ajustados observamos que, en comparacién con el grupo
de pacientes con perfil de hierro normal, la combinacién de IIS + IIT,
y la alteracién aislada en el transporte del hierro (iIIT) se asociaron
significativamente con una peor calidad de vida relacionada con la salud,
mayores concentraciones de péptidos natriuréticos, un mayor riesgo de
presentar anemia y un mayor estado inflamatorio. Ademads, la combinacién
de IIS + IIT se asoci6 a clase funcional avanzada y a tener disfuncién
sistélica del ventriculo izquierdo grave. Por el contrario, aquellos pacientes
con alteracién aislada de los depdsitos del hierro (illS) no diferian de los
pacientes con perfil del hierro normal en ninguna de las variables clinicas
estudiadas.

También encontramos diferencias significativas respecto al pronéstico en
funcién del perfil de hierro. Tomando el estado de hierro normal (NIS) como
categoria de referencia, encontramos que la combinacién de IIS + IIT (HR
1.41[1.06-1.86] p-valor 0,015) y tambiénlaalteracién aislada en el transporte
(HR 1.47 [1.13-1.92] p-valor 0,004) se asociaron significativamente
con un mayor riesgo de muerte por todas las causas. Sin embargo, esto

0,84

p-valor = 0,02
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0,44
Estados de deficiencia de hierro

—T1 Almacenamiento y transporte afectados

—I1 Almacenamiento normal, transporte afectado
Almacenamiento afectado, transporte normal

_1 Almacenamiento y transporte normales

Probabilidad acumulada de supervivencia
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Figura 7. Curvas de supervivencia en funcion de los cuatro perfiles de hierro.
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no se cumplia para pacientes con alteracién aislada en los depdsitos del
hierro (HR 1.11 [0.78-1.58], p-valor 0,549). Como muestra la figura 7,
las curvas de supervivencia mostraron claras diferencias entre el patrén del
grupo combinado IIS + IIT o el grupo illT en comparacién con los grupos

{I1S y NIS.

Por lo tanto, a partir del analisis de los distintos perfiles de déficit de
hierro y a diferencia de la definicién actual de DH, nuestros resultados
remarcan claramente el valor prondstico del IST frente a la alteracién en
la ferritina. Para confirmar el papel protagonista del transporte anormal de
hierro en términos de prondstico y otros pardmetros clinicos, se estudiaron
por separado las consecuencias de presentar IST bajo (IST < 20%), que
reflejaria un transporte de hierro deteriorado independientemente del
estado de almacenamiento de hierro, frente a presentar ferritina baja
(ferritina < 100 pg/L), que refleja almacenamiento de hierro deteriorado
independientemente del estado del transporte de hierro.

En comparacién con los pacientes con perfil de hierro normal,un IST < 20%
se asocié con una peor clase funcional NYHA (OR 1.38 [1.07-1.79];
p-valor 0,015), peor calidad de vida (OR 1.64 [1.19-2.26]; p-valor 0,002),
FEVI mis baja (OR: 1.43 [1.08-1.92]; p-valor 0.014), tasas mds altas de
anemia (OR 2.08 [1.59-2.73]; p-valor < 0,001) NTproBNP elevado (OR
2.10 [1.61-2.74] ; p-valor < 0.001) y aumento del estado inflamatorio (OR
2.16 [1.70-2.74]; p-valor < 0.001). Por el contrario, la ferritina < 100 pg/L
no se asocié significativamente con ninguna de estas variables clinicas al
compararla con el perfil de hierro normal. Finalmente, confirmamos que un
IST<20%, independientemente de los niveles de ferritina, se asocié con un
mayor riesgo de mortalidad en comparacién con el grupo de perfil de hierro
normal (HR: 1,41 [1,13-1,76]; p-valor 0,002), mientras que una ferritina
baja, no presenté asociacién significativa con mayor mortalidad.

Nuestro siguiente objetivo fue tratar de explicar si estos resultados, asi como
la propia presencia del déficit de hierro en los pacientes con IC, guardaban
alguna relacién con la actividad simpdtica. Para ello, estudiamos los pacientes
de la cohorte espafiola del EIC en los que se tenia disponibilidad de los
niveles de noradrenalina (NA) en plasma (742 pacientes) para utilizarlos
como biomarcador de activacién simpitica y se estudié su relacién con
territina, IST y sTfR. Definimos «alteracién del estado del hierro» como
ferritina <100 pg/L o IST < 20%, y «aumento de la demanda de hierro»
como sTfR > percentil 75 de su distribucién.
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Figura 8. A: curvas de supervivencia comparando alteracion de los depésitos de
hierro vs perfil de hierro normal. B: curvas de supervivencia comparando alteracion
del transporte del hierro vs. perfil de hierro normal.

Del total de la muestra, 515 pacientes (69 %) presentaban alguna alteracién
del estado del hierro (ferritina o IST reducidas). Al analizar los pacientes
segin los niveles de NA por terciles, observamos que aquellos pacientes
en el tercil superior (mayor activacién simpdtica) tenian mayor edad, con
mayor frecuencia eran varones y tenian un peor perfil clinico de IC ya
que presentaban niveles mds altos de NTproBNP, menor indice de masa
corporal, y peor clase funcional NYHA que los pacientes en terciles de NA
inferiores. Ademads, en el andlisis univariado ya se apreci6é que a mayor tercil
de NA, mayor era la prevalencia de las alteraciones del hierro.

El andlisis no ajustado entre niveles de NA y los distintos biomarcadores
de la homeostasis del hierro estudiados ya mostré que a mayores niveles de
NA existia una asociacién con menor IST y con mayor sTfR. Sin embargo,
no hubo asociacién entre los niveles de NA vy ferritina. En los analisis
ajustados, los niveles elevados de NA (definido como NA > percentil 90
de la distribucién) se asociaron significativamente con alteracién del estado
del hierro (OR 2.21;IC 95%, 1.11-4.41), con una IST<20% (OR 2,28; IC
del 95%, 1,19-4,35) y con aumento de la demanda de hierro (OR 2,23;IC
del 95%, 1,24-4,01), sin embargo, no se asocié con un ferritina <100 pg/L.

Enlosanilisis de regresién lineal ajustados por aquellos factores que se habian
asociado a alteracién del estado del hierro, los niveles de NA se asociaron
de manera significativa y negativa con el IST (B = 0.124; p-valor = 0,003)
y se asociaron de manera significativa y positiva con los niveles de sTfR
(B = 0.115; p-valor = 0,006). Sin embargo, de nuevo no hubo asociacién
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estadisticamente significativa de los niveles de noradrenalina con ferritina,
tampoco con hemoglobina.

Por ultimo, los resultados al calcular las medias marginales ajustadas de NA
fueron consistentes con los resultados anteriores: los niveles de NA fueron
significativamente mds altos en pacientes con alteraciéon del estado del hierro
que en aquellos con estado de hierro normal (528 [505-551] versus 482 pg/
mL [448-518]; p-valor 0,038); fueron mds elevados en pacientes con IST
< 20% que en aquellos con IST normal (537 [511-566] versus 482 pg/ml
[452-513]; p-valor 0,012); y también fueron significativamente mds altos en
pacientes con aumento de la demanda de hierro que en aquellos con sTfR
por debajo del percentil 75 (590 [540-646] versus 518 pg/ml [492-545];
p-valor 0,014). En contraste, los niveles ajustados de NA no variaron de
manera significativa en funcién de si existia una ferritina <100 pg/L o de la
presencia anemia (todos los p-valor > 0,05).
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Resumen global de la discusion

El DH en los pacientes con IC comporta peor calidad de vida y peor

%107 sin embargo, a pesar de su importancia, quedan aspectos

prondstico,
muy relevantes que esclarecer. Uno de ellos es el mecanismo por el cual los
pacientes con IC presentan déficit de hierro y si este es causa o consecuencia
de la enfermedad. Otro aspecto crucial es si estamos diagnosticando de
manera apropiada a nuestros pacientes en la practica clinica diaria, es decir,
si la definicién dicotémica de DH actual estd discriminando correctamente
a aquellos pacientes con DH o, por el contrario, podriamos mejorar la
valoracién del estado del hierro de nuestros pacientes sin tener que llegar a
pruebas invasivas o costosas. Consideramos que los resultados de esta tesis

doctoral aportan informacién muy valiosa para responder a estas preguntas.

Sabemos que los pacientes con ICC y DH tienen peor clase funcional,
peor capacidad de esfuerzo, peor calidad de vida relacionada con la salud
y mayor mortalidad en comparacién con los pacientes con un perfil de
hierro normal.**'" El impacto negativo del déficit de hierro se habia
atribuido en el pasado Unicamente a sus efectos en la eritropoyesis, sin
embargo, numerosos estudios han demostrado que este impacto clinico es
independiente de la presencia de anemia.®*%1%%!1! E] déficit de hierro es
especialmente relevante en los pacientes con IC por los efectos del hierro
en la funcién de los cardiomiocitos y, particularmente, en la cadena de
respiracién mitocondrial.**® Estos efectos se han confirmado en modelos
celulares donde la deficiencia de hierro en el cardiomiocito conduce a
disfuncién mitocondrial, hipertrofia, alteracién de la contractilidad y
finalmente disfuncién ventricular y es especialmente relevante que en estos

69



70 | Discusién

estudios la restauracién de los niveles de hierro intracelular revirtié estos
efectos.”®"1® En un estudio de Haddad e a/., se demostré en un modelo
animal de deficiencia de hierro que el miocardio de estos animales mostraba
una funcién mitocondrial alterada y un menor aumento de la contractilidad
tras la administracién de dobutamina. Estas anormalidades también
revirtieron después de la administracién de hierro intravenoso.'"’

El agotamiento sistémico del hierro se desarrolla como un continuum,
desde la reduccién en la cantidad de hierro disponible a nivel de depésitos
hasta el agotamiento completo del hierro en todos los compartimentos.”’
Sin embargo, la definicién actual de DH en los pacientes con ICC utilizando
los criterios FAIR-HF no informa sobre los estados intermedios entre el
estado normal del hierro en un lado y el agotamiento absoluto de hierro en

el otro lado.2t0811

En nuestro trabajo pretendimos explorar si los diferentes estados de DH
en pacientes con ICC, segtn el estado del hierro en los depésitos y en el
transporte, se asociaban con un perfil clinico y resultados diferentes.
Nuestros resultados muestran cémo la alteracién en el transporte del hierro
ya sea de manera aislada o combinada también a alteracién en los depdsitos
se asocia con un peor perfil clinico y un mayor riesgo de mortalidad en
comparacién con pacientes con estado de hierro normal. En contraposicién,
aquellos pacientes que presentaban una alteracién aislada de la ferritina,
con IST normal, no presentaron diferencias en perfil clinico ni pronéstico
respecto a aquellos con un perfil de hierro sin alteraciones sugiriendo una
forma mis leve de DH. Todos estos datos sugieren que el transporte de
hierro, medido con IST, es el principal factor relacionado con los resultados
clinicos y el pronéstico en DH e IC, incluso con niveles normales de
ferritina. Consideramos, que esta valoracién del estado del hierro aporta
mids informacién que la definicién actual de DH, es de fécil interpretacién
y se puede llevar a cabo con biomarcadores de uso comin en las analiticas
sanguineas que solicitamos en nuestra practica clinica diaria.

Podemos sugerir como explicacién fisiopatolégica de estos resultados,
que los estados del hierro que implican una falta de transferencia de
hierro a las proteinas efectoras de accién biolégica conducirian a un peor
estado clinico y un mayor riesgo de eventos, ya que tendrian un mayor
impacto a nivel funcional de la célula. Esto se traduciria en una sintesis
mds baja de hemoglobina y una produccién de energia reducida, entre
otras consecuencias. Sin embargo, en una reduccién aislada de la ferritina
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(con IST normal), las anomalias de hierro estarian limitadas a niveles de
almacenamiento y es posible que no se hayan traducido en un suministro
anormal a las células del organismo lo que tendria implicaciones mds leves
para el correcto funcionamiento de las células receptoras de ese hierro.
En estos casos de alteracién aislada de los depdsitos, a pesar de un mayor
nivel de demanda de hierro (mayor proporcién de pacientes con niveles
elevados de sTfR en comparacién con pacientes con estado normal de
hierro), la disponibilidad de hierro podria ser suficiente para mantener
los procesos celulares y la produccién de energia. Consideramos que son
hallazgos muy relevantes teniendo en cuenta la importancia clinica y la alta
prevalencia del déficit de hierro en los pacientes con IC.

Como hemos comentado anteriormente, si usamos la definicién del estudio
FAIR-HF para el diagnéstico de DH,**%®*** 1a prevalencia en los pacientes
con IC es de aproximadamente el 50 %.%* Algunas causas que se han sugerido
para esta alta prevalencia de DH en IC han sido la pérdida de sangre oculta
atribuida al uso de agentes antiplaquetarios o anticoagulantes, la ingesta
deficiente de hierro en la dieta o la reduccién de la absorcién intestinal
atribuida a la inflamacién.”**'% Sin embargo, a pesar de estos supuestos,
todavia se desconocen los mecanismos exactos por los cuales los pacientes
con IC desarrollan DH a nivel sistémico y miocérdico.

La actividad simpdtica es una de las principales vias fisiopatolégicas
que tienen relevancia en IC. Actia como mecanismo neurohormonal
compensatorio que incluye la liberacién de catecolaminas como la
adrenalina en sangre, y proporciona soporte inotrépico, aumenta el volumen
sistélico y aumenta la vasoconstriccion periférica para tratar de conservar
la perfusién de érganos vitales ante una noxa sistémica. Sin embargo,
su activacién sostenida que conlleva aumento de presion arterial, taquicardia,
activacién del sistema renina-angiotensina-aldosterona, etcétera, acelera la
progresién de la enfermedad y reduce la supervivencia. Por este motivo,
el tratamiento betabloqueante, que actia inhibiendo esta via, ha demostrado
beneficio pronédstico en los pacientes con ICFEr y es una de las bases de su

tratamiento.?>1%

Estudios experimentales que utilizan modelos celulares han demostrado
que la exposicién de los cardiomiocitos adultos tanto a la noradrenalina
(mediadora de la activacién del SNS) como a la aldosterona (mediadora de
la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona) provoca cambios
moleculares que podrian conducir al agotamiento intracelular del hierro en
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los cardiomiocitos.”*''® Estos hallazgos sugeririan que el DH no es solo una
comorbilidad comuin en la insuficiencia cardiaca, sino también un factor
que puede desempefar un papel importante en la fisiopatologia de la IC al
estando implicada la activacién neurohormonal en su desarrollo.

En nuestro estudio los niveles elevados de noradrenalina se asociaron con una
alteracién del estado del hierro y, en particular, con aquellos biomarcadores
que sugieren un transporte de hierro deteriorado (TSAT <20%)
y una mayor demanda de hierro (niveles elevados de sTfR). Esto es parti-
cularmente importante tras haber demostrado previamente que estos dos
estados deficientes de hierro son los que se correlacionan fuertemente con
un peor perfil clinico y peor prondstico en pacientes con IC. Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio que muestra una asociacién entre los
niveles de noradrenalina como biomarcador de la activacién del sistema
simpitico y la alteracién del metabolismo del hierro en pacientes con ICC.

Como hemos introducido, nuestras observaciones son consistentes con
las de los modelos de ciencias basicas. Melenovsky es al, analizaron
cardiomiocitos de los corazones explantados de pacientes sometidos a
trasplante cardiaco, por lo que se trataba de corazones de pacientes con IC en
fase muy avanzada.”® En comparacién con los controles, los cardiomiocitos
de estos corazones mostraron niveles reducidos de hierro intracelular.
Ademis, en este estudio la deficiencia de hierro a nivel miocardico se asocié
con una tasa de tratamiento mds baja con betabloqueantes. Estos resultados
podrian sugerir que la modulacién del impulso neurohormonal del sistema
simpdtico mediante el uso de betabloqueantes podria llegar a interactuar
con el desarrollo de anomalias de hierro a nivel miocdrdico en pacientes

con IC.

En resumen, a partir de nuestros resultados, sugerimos que las alteraciones
en el transporte del hierro son el componente principal asociado a peor perfil
clinico y peor pronéstico en los pacientes con IC, que existe una asociacién
entre la activacién simpitica y estos perfiles de DH de peor pronéstico,
que la alteracién aislada de los depésitos del hierro impresiona ser una forma
mis leve de DH, y que el DH surge como un factor clave en los mecanismos
involucrados en el inicio y la progresién de la IC debido a su asociacién con
la activacién simpdtica. De esta manera la deficiencia de hierro dejaria de
ser una comorbilidad para pasar a formar parte de la propia fisiopatologia

de la IC. 129120
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Limitaciones

Nuestra investigacion tiene algunas limitaciones que consideramos que
deben comentarse:

« Se trata de un estudio transversal, por lo que solo disponemos de una
medicién del perfil de hierro en el tiempo y no podemos proporcionar
informacién sobre los cambios en el estado del hierro.

« Aunque los pacientes incluidos en el estudio no recibieron eritropoyetina
ni terapia de hierro por via intravenosa, no podemos proporcionar
informacién sobre cudntos de ellos recibieron suplementos de hierro por
via oral durante la fase de seguimiento, aunque es cierto que la evidencia
disponible no respalda la idea de que esto pudiera haber afectado de
manera relevante los resultados en nuestro estudio.'*®

« A partir de este estudio, transversal, no se puede inferir causalidad.
La interrelacién entre los dos términos de la ecuacién podria ser uni o
bidireccional y tendra que estudiarse en futuras investigaciones.

« El estudio sobre la asociacién entre NA y los biomarcadores de la
homeostasis del hierro se realizé en un solo centro, por lo que puede no
ser aplicable a otras poblaciones de pacientes con IC.

« La actividad del sistema nervioso simpdtico es un concepto complejo
que implica varios biomarcadores y medidas. El uso de los niveles de
noradrenalina como marcador de activacién simpdtica podria ser visto
como una simplificacién del SNS, aunque ya se ha utilizado en otros

estudios como biomarcador de activacién simpdtica.'?"*¢

« El procesamiento de las muestras y el método de analisis de laboratorio
para estudiar la noradrenalina son complejos y pueden verse como
limitaciones de nuestro estudio, pero debemos resaltar que los
procedimientos seguidos para obtener y procesar las muestras y para
medir los niveles de noradrenalina fueron precisos y se basaron en
métodos de laboratorio estandarizados.

« El gold standard para el estudio del hierro seria el estudio en médula
6sea, aunque buscando la aplicabilidad y la accesibilidad del método de
valoracion del estado del hierro se ha preferido utilizar biomarcadores
que, aunque estimen de manera indirecta el estado del hierro, pudieran
utilizarse en la préctica clinica diaria.
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Conclusiones

Conclusion del objetivo principal

En una cohorte multicéntrica e internacional de pacientes con IC crénica,
aquellos perfiles del hierro que incluian una alteracién en el transporte
definida como IST < 20% se asociaron de manera independiente con:

« un perfil clinico de mayor gravedad
+ un mayor riesgo de mortalidad

La alteracién en los depésitos del hierro definida como ferritina < 100pg/L,
especialmente cuando no se acompafiaba de alteraciones en el transporte
del hierro, no se asoci6 a ninguna de las variables clinicas de gravedad de IC
estudiadas ni a un aumento de mortalidad comparado con los pacientes con
un perfil de hierro normal.

Conclusion de objetivos secundarios

Un aumento de la activacién simpdtica, estimado con niveles elevados de
noradrenalina, se asocié con alteracion del estado del hierro. Particularmente,
nuestro trabajo mostré asociaciones robustas e independientes entre los
niveles de noradrenalina y la alteracién de biomarcadores que sugieren una
alteracion en el transporte del hierro (IST bajo) y una mayor demanda de

hierro (niveles elevados de sTfR).
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No se identificaron asociaciones entre los niveles de noradrenalina y las
alteraciones en el almacenamiento de hierro estimado con los niveles de
ferritina plasmatica.

Estos resultados podrian ayudar a explicar:

« El desarrollo de déficit de hierro en los pacientes con insuficiencia
cardiaca en los que sabemos que existe una especial activacién del SNS.

« La asociacién de la alteracién en el transporte del hierro con peor perfil
clinico y pronéstico demostrada previamente.
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Aplicabilidad de los resultados y
futuras lineas de investigacion

Del presente estudio podrian derivar aplicaciones en la prictica clinica
diaria y futuras lineas de investigacién.

Como ya hemos desarrollado, la definicién actual de DH toma como
referencia los depdsitos de hierro (ferritina < 100 pg/L) y condiciona el
diagnéstico de DH por alteracién en el transporte en funcién de la ferritina
(IST < 20% siempre que la ferritina sea < 300 pg/L). En nuestro estudio
todos los pacientes con alteracién aislada de lo depdsitos (ilLS) y todos los
pacientes en el grupo combinado (IIS + IIT) cumplirian con estos criterios
de DH. Sin embargo, 117 pacientes del grupo ilIT presentaron ferritina
sérica >300 pg/L y por tanto a pesar de presentar una alteracién en el
transporte del hierro no se incluirfan en la definicién actual. Este es un
subgrupo que representa el 12% de todos los pacientes que presentaban un
estado del hierro alterado y del que conocemos muy poco al excluirse de
muchos estudios sobre déficit de hierro en IC. Debemos potenciar estudios
en este subgrupo de pacientes con IST bajo pero ferritina > 300 pg/L
para conocer mds sobre sus caracteristicas, su pronédstico e incluso si algin
subgrupo podria beneficiarse de tratamiento con hierro intravenoso.

Por otro lado, como hemos demostrado, los pacientes con alteracién aislada
de los depésitos del hierro (ferritina baja pero TSAT normal) parecen
tener una forma mds leve de déficit de hierro. Estos pacientes presentaban
mayores niveles de sTfR que aquellos con perfil de hierro normal,y por tanto
tienen mayor demanda de hierro tisular, pero no se asociaron ni a peor perfil
clinico ni a mayor mortalidad. Por lo tanto, seria interesante confirmar si
realmente este subgrupo obtiene un beneficio similar con la administracién
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intravenosa de hierro en comparacién con el resto de pacientes con DH.
Esto es particularmente importante ya que, en nuestra cohorte, los pacientes
con alteracién aislada de los depdsitos representaron el 23% de los 945
pacientes con deficiencia de hierro de acuerdo con los criterios FAIR-HF.

La asociacién entre la actividad simpitica y el déficit de hierro abre una via
de investigacién de enorme relevancia. Los niveles elevados de noradrenalina
como expresién de activaciéon simpdtica pueden promover el agotamiento
de hierro a nivel celular como ya hemos comentado, sin embargo, también
es posible que la deficiencia sistémica de hierro pudiera conducir a un mayor
deterioro en la funcién de los cardiomiocitos y finalmente una activacién
neurohormonal aumentada en respuesta a esta noxa y a la progresién de
la IC. Esta posible bidireccionalidad y la existencia de causalidad debe
estudiarse en futuras investigaciones.

Por este motivo, la linea de investigacién de esta tesis nos ha permitido
desarrollar nuevos proyectos de base preclinica y bésica con el objetivo
de establecer si existe relacién causal entre la activacién neurohormonal y
anomalias del estado del hierro. Para ello nuestro grupo ha desarrollado una
linea celular de cardiomioblasto sobre la que se estd evaluando el efecto de
la exposicién al influjo neurohormonal tipico de la IC y estudiar su relacién
con el metabolismo del hierro a nivel intracelular, intramitocondrial y
también de los transportadores celulares. Los resultados preliminares
parecen demostrar que la exposicién de células cardiacas a la estimulacién del
sistema renina-angiotensina-aldosterona podria alterar la afectacion de la
disponibilidad del hierro a nivel del citosol pero también muy especialmente
a nivel mitocondrial, con impacto a nivel energético y de estrés oxidativo. De
confirmarse los resultados en estos trabajos, que son fruto del resultado de
esta tesis doctoral, podriamos estar describiendo las bases de un cambio de
paradigma de la relacién entre déficit de hierro e IC, pasando de considerar
al déficit de hierro como una comorbilidad a ser una pieza que forma parte
del desarrollo de la enfermedad.
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impaired iron storage versus impaired iron transport in an international
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Supplementary Figure 1. NYHA class and ID states. Percentage of the different ID
states according to NYHA class. Normal iron status was defined as ferritin = 100ug/L
and TSAT =20 %; IIT, impaired iron transport (TSAT<20%); IIS, impaired iron storage
(ferritin<100pg/L); Isolated IIT was defined as TSAT <20% and ferritin =100 pg/L; Iso-
lated IS was defined as ferritin <100 pg/L and TSAT =20 %. NYHA: New York Heart As-
sociation. *In all ID groups a statistically significant difference was observed (p<0.05)
from normal iron status group.

* p-value <0.05

% of patients
-
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Supplementary Figure 2. A) Increased levels of sTfR and ID states. Proportion of
patients with concentrations of sTfR above the upper normal limit of reference accor-
ding to ID states. Normal iron status was defined as ferritin = 100ug/L and TSAT =20 %;
IIT, impaired iron transport (TSAT<20%); IIS, impaired iron storage (ferritin<100ug/L);
Isolated IIT was defined as TSAT <20% and ferritin =100 pg/L; Isolated IIS was defined
as ferritin <100 pg/L and TSAT =20 %; sTfR, soluble transferrin receptor. *In all ID
groups a statistically significant difference was observed (p<0.05) from normal iron
status group. B) Ferritin Index and ID states. Box plots of values of ferritin index accor-
ding to ID states. *p-value<0.001 compared to patients with normal iron status.
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Supplementary table 1. Iron status biomarkers and haematinics
measurements.

Combined Isolated Isolated Normallron

Variables IIT and IIS nT s Status p value
n=389 n=454 n=219 n=759

Haemoglobin, 13+1.8 13+2 14+13 14+18 <0.001
g/dL
Ferritin, pg/L 55 [42] 194 [166] 68 [33] 240 [214] <0.001
[IQR]
TSAT, % 12+4.8 14+45 30+9.4 34+12 <0.001
Raised sTfR, 127 (50) 99 (33) 28 (18) 68 (11) <0.001
n (%)

Ferritinindex, ~ 1.15[0.76]  0.67[0.4[ 0.71[0.36] 0.49[0.22]  <0.001
[IQR]

Serum iron, 45 [24] 46 [25] 94 [36] 99 [48] <0.001
mg/dL [IQR]

MCH, pg 28424 29+24 30+2 31+24 <0.001
MCHC, g/dL 32+1.6 33+1.6 33+14 34+2 <0.001
MCV, fL 88+6 90+6 91+5 92+6 <0.001
RDW, % 16+2 15+2 14+1.2 14+1.7 <0.001
RDW>15%, n 126 (56) 106 (41) 23 (24) 71(22) <0.001
(%)

ID anisocytosis, 124 (54) 97 (38) 22 (22) 61(18) <0.001
n (%)

CHR, pg 31+£3.6 32+4 34+24 34+£2.8 <0.001
Endogenous 22 [22] 16 [18] 18 [13] 13[13] <0.001

EPO, U/L [IQR]

VitB12, pg/mL  402[262]  474[325] 388[232]  446[289] <0.001
[IQR]

Folic acid, ng/ 8.6[5.3] 9.3[5.3] 9[4.7] 8.41[5.1] 023
mL [IQR]

Normal iron status was defined as ferritin = 100ug/L and TSAT =20 %; IIT, impaired
iron transport (TSAT<20%); IS, impaired iron storage (Ferritin<100pg/L); Isolated IIT
was defined as TSAT <20 % and ferritin =100 pg/L; Isolated IIS was defined as ferritin
<100 pg/L and TSAT =209%; TSAT, transferrin saturation; sTfR, soluble transferrin
receptor; Ferritin index, sTfR/logl0[ferritin]; MCH, mean corpuscular haemoglobin;
MCHC, mean corpuscular haemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular
volume; RDW, red cell distribution width; ID anisocytosis was defined as RDW>15 %
and MCV < 100fL; CHR, reticulocyte haemoglobin content; EPO, erythropoietin. Data
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are presented as means + SD (standard deviation), medians (with interquartilic
range), or numbers (with percentages) where appropriate.

Supplementary table 2. Cox proportional hazards analyses exploring the
influence of abnormalities of iron status in predicting all-cause mortality
in patients with chronic heart failure.

Variable Univariate Multivariate
Hazard ratio Hazard ratio
ID States p-value p-value
(95% Cl) (95% CI)
1.60 (0.40- 1.41 (1.06-

+ 014 01
IIT+ 1S vs NIS 0.90) 0.0 1.86) 0.015
Isolated IIT 1.60 (0.43- 1.47(1.13-

0.041 0.004
vs NIS 0.98) 1.92)
Isolated 1IS 1.11(0.78-
1.0 (0.70-1.4) 0.998 ( 0.549
vs NIS 1.58)
Hazard ratio Hazard ratio
Iron Transport p-value p-value
(95% Cl) (95% Cl)
IIT vs normal 1.60 (1.32- 1.41(1.13-
.001 .002
IT 1.91) <0.00 1.76) 0.00
Hazard ratio Hazard ratio
Iron Storage p-value p-value
(95% Cl) (95% ClI)
IIS vs normal 1.14(0.94- 1.06 (0.86-
IS 1.39) 0.174 131) 0.589

ID, iron deficiency; Normal iron status (NIS) was defined as ferritin = 100pg/L and
TSAT >20%,; 11T, impaired iron transport (TSAT<20%); IS, impaired iron storage
(Ferritin<100pg/L); Isolated IIT was defined as TSAT <20% and ferritin =100 pg/L;
Isolated IIS was defined as ferritin <100 pg/L and TSAT =20%.
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