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Resumen

Introduccion: la hepcidina es la proteina encargada de regular el metabolismo del
hierro en el organismo. Este control lo realiza mediante un manejo entre la absorcion
y exportacion de éste elemento de la célula. Lo anterior se lleva a cabo con el fin de
mantener la homedstasis entre el consumo, pérdida y reservas de hierro. La
determinacién de hepcidina ha ganado importancia, debido a que permite
complementar el diagnostico de patologias en las que se presenten alteraciones en
el metabolismo del hierro, permitiendo tener informacién no soélo de los depdsitos,

sino de la absorcion y disponibilidad de este elemento.

Metodologia: Estudio descriptivo transversal. La poblacién de estudio estuvo
conformada por 85 donantes de sangre y 74 pacientes aplicando criterios de
inclusion y exclusion. A estas poblaciones se les realiz6 hemograma automatizado y
se evalu6 ferritina, hierro total y transferrina mediante el método de
guimioluminicencia, colorimetria e inmunoturbidimetria respectivamente. Se utilizé el

software estadistico SPSS statictics version 21®.

Resultados: con respecto al género en la poblacion de donantes de sangre, existe
una diferencia estadisticamente significativa en los valores de hepcidina (p<0,01),
hemoglobina (p=1,725-2,584) segun prueba de t-student; ferritina (p=0,000) y
transferrina (p=0,01) mediante prueba de U de Mann Whitney. Asi mismo, se
encontré6 que en la poblacion de pacientes los valores de hepcidina (p=0,000)
transferrina (p=0,000), ferritina (p=0,000) y hemoglobina (p=0,000) presentaron una
diferencia estadisticamente significativa segun el diagnostico. En ambas poblaciones
se encuentra una correlacién positiva entre los valores de hepcidina y ferritina.
Segun el modelo de regresion, los valores de hepcidina (p=0,000), ferritina (p=0,000)

y transferrina (p=0,000), son exclusivos del diagndstico.

Conclusion: La medicion de hepcidina se propone como una prueba de gran
utiidad para realizar diagnosticos diferenciales entre entidades que presenten

alteraciones en el metabolismo del hierro.
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Summary



Introduction: hepcidin protein is responsible for regulating the metabolism of iron in
the body. This control performed by monitoring the uptake and export of this cell.
This is done in order to maintain homeostasis between consumption, loss and iron
stores. The determination of hepcidin has become important, because it allows
complement the diagnosis of diseases in which changes occur in iron metabolism,
allowing having information not only on deposits, but the absorption and availability of

this item.

Methodology: Cross-sectional study. The study population consisted of 85 blood
donors and 74 patients applying inclusion and exclusion criteria. These populations
were subjected to automated blood count and evaluated ferritin, transferrin and total
iron by chemiluminescence method, colorimetry and immunoturbidimetry

respectively. SPSS statistical software version statictics 21® was used.

Results: regarding gender in the population of blood donors, there is a statistically
significant difference in the hepcidin levels (p<0.01), hemoglobin (p=1.725 to 2.584)
according to test t -student; ferritin (p=0.000) and transferrin (p=0.01) using U test
Mann Whitney. Also, it was found that in the patient population the hepcidin levels
(p=0.000) transferrin (p=0.000), ferritin (p=0.000) and hemoglobin (p=0.000) there is
also a statistically significant difference according to the diagnosis . In both
populations it is that there is a positive correlation between the values of hepcidin
and ferritin. According to the regression model , the hepcidin levels (p=0.000) , ferritin

(p=0.000) and transferrin (p=0.000) , they are unique diagnosis.

Conclusion: The measurement of hepcidin is proposed as a useful test for

differential diagnosis between entities that present alterations in iron metabolism.

Keywords: Hepcidin, iron deficiency anemia, inflammatory anemia

Introduccién

El hierro es un elemento esencial en el metabolismo de los mamiferos debido a su
capacidad para aceptar y ceder electrones, lo que le confiere un componente

importante de moléculas como el grupo heme de la hemoglobina, la mioglobina y los



citocromos. Procesos como absorcion, almacenamiento y distribuciébn de este
elemento se deben encontrar en equilibrio, con el fin de mantener las actividades
biolégicas normales y evitar que se generen efectos nocivos por acumulacion o
pérdida. Varias moléculas se encuentran involucradas en su regulacion, entre ellas
la citocromo B duodenal, el transportador de metales divalentes 1 (DMT1), la
ferroportina y la hepcidina, esta ultima desde su descubrimiento en el 2001 se

describe como molécula reguladora central de la homeostasis del hierro (1).

La hepcidina, es un polipéptido secretado por el higado. ElI gen implicado en su
sintesis es HAMP (de las siglas en inglés hepatic antimicrobial peptide), se
encuentra ubicado en el cromosoma 19 en el locus 19q13.1, codificando un RNAm
de 0,4 Kb, conformado por tres exones y dos intrones, los que al ser procesados en
el reticulo endoplasmico dan lugar a una proteina de 84 aminoacidos denominada
prohepcidina (2). Esta proteina sufre varios cambios en su conformacion, en primera
instancia, gracias a la encision en su cadena polipeptidica se genera una proteina de
64 aminodacidos, luego, en segunda instancia se genera una proteina de 39
aminodcidos, que por accion de una furina, da lugar a la isoforma 25 forma activa del
péptido (2,3). La estructura de la isoforma 25 es una horquilla sencilla con 8
cisteinas unidas por 4 puentes disulfuro, presentando los dominios N-terminal y C-
terminal, los cuales le dan la capacidad de interactuar con la ferroportina, proteina
encargada de la exportacion del hierro de la célula (2,4). Ademas de la isoforma 25,
existen las isoformas 20 y 22 resultado de su degradacién, que se encuentran
igualmente en orina, pero no tienen un papel representativo en el metabolismo del
hierro.(1,2,3).

La principal de la funcion de la hepcidina es bloquear la ferroportina, fosforilandola,
lo que conlleva a su internalizacion, dificultando la exportacidén del hierro de la célula.
Lo anterior lo realiza la hepcidina por medio del reconocimiento de los niveles de
hierro en el organismo, a través de la proteina morfogénica 6sea. Es por lo anterior
gue cuando el hierro esta en altas concentraciones, se libera la hepcidina con el fin
de fosforilar y degradar la ferroportina (3,4,5). Por el contrario cuando el hierro en
sangre esta disminuido, el organismo detiene la liberacion de hepcidina, facilitando
la absorcibn y exportacion del hierro intracelular, permitiendo asi su

biodisponibilidad (1,2,8). Otra de las funciones de la hepcidina es regular la



absorcién del hierro a través del intestino delgado, por medio de la citocromo B

duodenal y el transportador de metales divalentes 1 (1).

La produccion de hepcidina es regulada por algunas vias que promueven o inhiben
la sintesis del gen HAMP (1,10), entre las que se encuentran la via de la proteina
BMP (proteina morfogénica ésea), dicha proteina pertenece a la superfamilia de las
citoquinas denominada factor transformante de crecimiento § (TGF-B) y a la fecha es
uno de los mecanismos moleculares mas estudiados (10,11). La funcién de la BMP
es aumentar la sintesis del gen HAMP cuando los niveles de hierro sérico estan
aumentados (1,10,11). Otra via involucrada en regular la produccién de hepcidina es
la denominada JAK (Janus Kinasa) que promueve la sintesis del gen HAMP por
medio del reconocimiento de citoquinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6, el TNF-q,
entre otras, 0 moléculas de origen bacteriano como los lipopolisacarido (10,12). Por
su parte, la inhibicion de la produccién de hepcidina estd mediada principalmente por
la eritropoyesis , es decir, cuando hay demanda de produccion de eritrocitos, como
en los estados de anemia o de hipoxia, se genera un estimulo para la produccion de
eritropoyetina, a lo cual se suma una disminucion en la saturacion de transferrina (8),
llevando a un bloqueo en la produccién de hepcidina y un aumento en los niveles
séricos de hierro, generando asi eritropoyesis efectiva. Adicionalmente se ha
planteado que durante la eritropoyesis, el eritroblasto en su proceso de maduracion
produce factor de diferenciacion de crecimiento 15 (GDF15), el cual tiene un efecto
inhibitorio frente a la produccién de hepcidina (10,11).

Por lo anterior, cuando existe una alteracion en el metabolismo del hierro, los niveles
de hepcidina varian de acuerdo a patologias especificas (4), como en la anemia
inflamatoria 0 anemia de enfermedades cronicas (13). En dichas enfermedades se
da un aumento en la produccion de moléculas proinflamatorias, principalmente la IL-
6, que actiuan sobre la sintesis del gen HAMP a nivel hepético, generando un
aumento de la hepcidina en sangre, lo que conlleva a una disminucién en la
absorcién del hierro duodenal y ocasionan una inadecuada exportacion por
degradacion de la ferroportina (7,14). Como consecuencia, en estos pacientes los

niveles de ferritina pueden estar normales o aumentados (7,15).



Por su parte en la hemocromatosis hereditaria tipo 1, se presenta una disminucién
de la hepcidina debido a la mutacion en el gen HFE (de su sigla en inglés High
Iron Fe), que genera un aumento en la absorcion del hierro, produciendo
acumulacion de éste elemento en las células parenquimatosas. En la
hemocromatosis, debido a una inadecuada regulacion de la produccién de hepcidina
por la via BMP causada por la mutacion del gen HFE, se genera una disminucion de
la sintesis de hepcidina, lo que conlleva a una sobreexpresion de la ferroportina,
generando un aumento de los niveles de hierro séricos en estos pacientes (7,16,17).
Por el contrario, en la anemia ferropénica, se presentan niveles disminuidos de
hierro, los cuales se pueden deber a: pérdida sanguinea sin compensacion, ingesta
inadecuada o problemas en la absorcion del hierro. En estos pacientes, la
disminucion de este elemento conlleva a una alteracion en la eritropoyesis, ya que el
hierro juega un papel fundamental en la sintesis del grupo heme de la hemoglobina.
Debido a lo anterior, en estos pacientes los niveles de hepcidina se encuentran
disminuidos con el fin de compensar la ausencia del hierro permitiendo la absorcién
y biodisponibilidad (18).

La evaluacién para el diagndstico de las anteriores patologias se basa en el estudio
del perfil de hierro que comprende la determinacion de ferritina, transferrina y
sideremia (5,19). Sin embargo en los ultimos afios se ha planteado la realizacion de
nuevas pruebas, como la determinacion de hepcidina, que permitan ampliar el perfil
diagndstico de rutina (5). Entre ellas se encuentran: EI SELDI-TOF (de su sigla en
inglés Surface-enhanced laser desorption/ionization-Time Of Flight Mass
Spectrometry), técnica que permite la determinacion de proteinas por medio de la
espectrometria de masas y un laser de desorcion, lo anterior le otorga la capacidad
de diferenciar la hepcidina en las isoformas 20, 22 o 25. Posee una sensibilidad de
analitica del kit es <0,9765 nM/L y especificidad del 99%, es una prueba rapida y
fiable, sin embargo su implementacion es dificil debido a su costo y a la necesidad
de laboratorios especializados de alto nivel. Asi mismo, se han estandarizado
técnicas enzimaticas como la ELISA o Radioinmunoensayo, las cuales se
implementan como alternativa a las técnicas moleculares, disefiadas para
determinar la isoforma 25 de la proteina y presentan una adecuada correlacion con
los hallazgos en las técnicas moleculares (20-22). Entre las ventajas de la utilizacion

de las técnicas enzimaticas se encuentran: el bajo costo y que no requieren



laboratorios especializados; ademas segun el Departamento de Quimica Clinica de
Holanda, es la técnica mas apropiada para medir Hepcidina en grandes cantidades

de muestras (20).

Luego de la revision de articulos de investigacion originales publicados en Pubmed,
Lilacs, Scielo,Wiley, e-Blood, Elsevier y ScienceDirect donde se emplearon términos
de busqueda como: hepcidina, metabolismo del hierro, anemia, anemia inflamatoria,
deficiencia de hierro, hemocromatosis y sus equivalentes en inglés, en Colombia y
Latinoamérica, se pudo concluir que hasta el momento no se han realizado
investigaciones sobre los niveles de hepcidina en la poblacion. Por lo anterior se
plantea la necesidad de evaluar la hepcidina en nuestra poblacion, con el fin de
implementarla en el esquema de diagndstico de pacientes con alteraciones en el

metabolismo del hierro.

Como objetivo del presente estudio se propone determinar la concentracion de
hepcidina en donantes de sangre y pacientes con desordenes relacionados con el
metabolismo del hierro, evaluando los diferentes analitos que se usan de rutina,

ademas, de su interaccion con la hepcidina.

Metodologia

Tipo de estudio:

Estudio descriptivo transversal

Poblacion de estudio

Donantes de sangre: se recolectaron 85 donantes de sangre adultos mayores de
18 afios que asistieron al Banco de Sangre de la Escuela de Microbiologia en el afio
2014 y cumplieron con los criterios de inclusién definidos en el actual estudio, este
grupo se defini6 como grupo control. El célculo del tamafio de la muestra se estimoé
por conveniencia y el muestreo se realizé de forma aleatoria con el fin de alcanzar

un namero similar de hombres y mujeres. Como criterios de inclusién se definieron:



cumplir con los requisitos establecidos por la Guia para la seleccién y atencién de
donantes de sangre en Colombia (23) para ser aceptados como donantes de
sangre, ademas la firma del consentimiento informado para participar en el estudio.
Como criterio de exclusion se definid la alteracion de alguno de los parametros de
laboratorio relacionados con la evaluacion del metabolismo del hierro (hierro total,

ferritina, hemoglobina y transferrina). Todo esto se realizo de acuerdo a la Tabla 1.

Pacientes: se recolectaron un total de 74 pacientes, hospitalizados y de consulta
externa, al igual que en los donantes de sangre el muestreo se realiz6 por
conveniencia, sin tener en cuenta la proporcién del género, ademas, debian tener
entre 18 y 65 afios con el fin de extrapolarlo a la poblacion de donantes de sangre.
Como criterios de inclusion se definieron: pacientes que tuvieran diagnéstico de
patologias relacionadas con la alteracion del metabolismo del hierro, entre las
principales se encuentran anemia ferropénica, anemia por enfermedades crénicas y
hemocromatosis; ademas que no estuvieran recibiendo actualmente tratamiento de
suplemento de hierro (22,24). El diagnostico se definid por revision de la historia
clinica de los participantes. Asi mismo aceptar participar en el estudio mediante la
firma del consentimiento informado. Como criterio de exclusion se definid: pacientes
con parametros de laboratorio que dependiendo de la patologia esté entre los

valores normales.

La poblacion de pacientes fue clasificada por grupos de acuerdo a la enfermedad
gue presentaban y se determinaron los analitos establecidos para el estudio, lo
anterior con el fin de realizar una comparacién en el comportamiento entre estos y el

grupo control.
Toma de muestra

Las muestras para ambas poblaciones se recolectaron en dos tubos secos (10 mL) y
un tubo con anticoagulante EDTA (4 mL) a partir de venopuncion usando sangre
venosa; para los donantes de sangre se obtuvo a partir de la bolsa satélite que
poseen los sistemas de recoleccidén de sangre. Las muestras fueron obtenidas entre
las 7 y las 10 am, debido a las variaciones circadianas que presenta la hepcidina,
como lo sugiere los estudios de Galesloot y cols 2011 y Kroot y cols 2009 (22,25).
Las muestras para los examenes de hemograma, ferritina, sideremia y transferrina

se procesaron entre las primeras 4 horas luego de la recoleccion. Las muestras para



hepcidina se congelaron a -20°C hasta ajustar el nimero para del montaje de los
platos de ELISA.

DETERMINACIONES DE LABORATORIO

A todos los participantes del estudio se les realizé determinacion de hepcidina,

hemoglobina, ferritina, hierro total y transferrina.
Determinacion de la hepcidina sérica

Se realiz6 mediante el Kit DRG Hepcidin-25 (bioactive)®, inmunoensayo enzimatico
utilizado para la determinacién cuantitativa de la isoforma 25 de la hepcidina en
suero y plasma, este kit solo sugiere su utilidad para fines investigativos y el registro
INVIMA se expide s6lo con este fin. La linealidad del método es hasta 390,6 nMI/L,
no presenta reactividad cruzada con otras moléculas como Pro-hepcidina,
Alfafetoproteina (AFP), Gonadotropina coridnica humana (HCG), Lactégeno
placentario humano (HPL) y Hormona Estimuladora del Foliculo (FSH), no se
conocen medicamentos que alteren la medicion de ésta proteina, la sensibilidad
analitica del kit es <0,9765 nM/L (26). Los reactivos se trataron de acuerdo a las
indicaciones del inserto, con la reconstitucién adecuada (26). La lectura se realiz6 a
460 nm, con correccion de interferencia a 620 nm. Ademas se calcula la grafica de 4
PL (Parameter Logistic), debido a que es la curva mas indicada para el calculo de la

concentracion de los estandares, y asi hallar la concentracion de las muestras (27)
Hemograma completo

A cada participante se le realizé un hemograma automatizado en el equipo Advia
21201 Siemens® el cual utiliza los principios de citometria de flujo y enfoque
hidrodinAmico para el conteo de células, y colorimetria para la determinacién de
hemoglobina; ademas, se utilizaron controles de calidad interno y externo (Randox
International Quality Assessment Scheme - RIQAS) para garantizar la calidad de los

resultados.
Determinacién de la ferritina

Se realiz6 mediante test inmunoldgico in vitro para la determinacion cuantitativa de
la ferritina en suero. Utilizando quimioluminiscencia. Procesadas en el equipo Advia

centauro XP Siemens®.



Determinacién de la transferrina

Se determind mediante prueba de inmunoturbidimétria para la determinacion
cuantitativa in vitro de transferrina en suero humano en el equipo Dimension RXL

Max Siemens®.

Determinacién de hierro total

Se realizé mediante ensayo colorimétrico para la determinacion cuantitativa de hierro

en suero humano en el equipo Dimension RXL Max Siemens®.
Consideraciones éticas y descripcion de riesgos potenciales

El estudio se llevo a cabo siguiendo la normativa Colombiana vigente que regula la
investigacion clinica en humanos, dicha investigacion fue clasificada como de riesgo
minimo debido a que no genera ningun tipo de incapacidad en los participantes;
durante el estudio no se incurrid en ningun riesgo psicologico, legal, social, entre
otros (Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia). El estudio
fue aprobado mediante acta 13-08-477 evaluado por el comité de ética de la Sede
de Investigacion Universitaria, Universidad de Antioquia. Ademas la investigacion se
sigui6 bajo las normas deontoldgicas reconocidas por la declaracion de Helsinki para

la investigacion clinica en humanos (28,29).
Plan de analisis

Para las variables cualitativas se utilizaron distribuciones de frecuencia absoluta,
como el porcentaje. Para el andlisis de las variables cuantitativas se calcul6 la media
aritmética y mediana como medidas de tendencia central y la desviacion estandar o
rango intercuartii como medidas de dispersion respectivamente. Las diferencias
entre los diferentes analitos se analizaron usando las pruebas de “diferencia minima
significativa (DSM) en comparaciones multiples” para las variables que tuvieron una
distribucién normal y “Comparaciones multiples con correccion de Bonferroni” para
las variables que tuvieron una distribucion no normal. Para los valores de hepcidina
se usaron intervalos de confianza al 95% usando como medida de tendencia central
la mediana. Las correlaciones entre la hepcidina y los otros analitos medidos en el

estudio se calcularon usando el coeficiente de correlacidon de Pearson o Spearman



dependiendo de la normalidad de los datos. En el grupo de pacientes se utilizé la
técnica de “diferencia minima significativa en comparaciones multiples” y
“‘comparaciones multiples con correccion de Bonferroni” para comparar los valores
de los diferentes analitos en los grupos de pacientes y en los donantes de sangre.
Por dltimo para el ajuste de variables confusoras se us6 un modelo de regresion.

Estos analisis se realizaron con el software estadistico SPSS statictics version 21®.

Tabla 1. Valores de laboratorio estandarizados para el Laboratorio Clinico de la

IPS Universitaria sede clinica Ledn XIll para los diferentes analitos medidos en

el estudio
Parametros Intervalo_ Biologico  de Unidades
Referencia
Hombres 13.5-18
Hemoglobina g/dL
Mujeres 12 - 16
Hombres 40 - 54
Hematocrito %
Mujeres 38 -48
Transferrina 200 - 360 mg/dL
Hombres 59 - 158
Hierro total ug/dL
Mujeres 37 -145
Mujeres entre 17-60 afios | 13-150
Ferritina N ng/ml
HPmbres entre 20-60 30-400
afos
RESULTADOS

POBLACION DE DONANTES
Caracteristicas de la poblacion de donantes de sangre
Poblacién conformada por 85 donantes de sangre, de los cuales 41 (48,2%) fueron

hombres con una edad media de 36+11 afos, y 44 (51,8%) mujeres con una edad
media de 3313 afnos.




Medicion de pardmetros de laboratorio clinico

La media de la concentraciéon de los analitos en hombres y mujeres respectivamente
fue: Hemoglobina: 16g/dL y 13,8g/dL; ferritina: 167,5ng/mL y 41,2ng/mL; hierro total:
98ug/dL y 81ug/dL; transferrina: 244mg/dL y 274mg/dL.

Segun los resultados anteriores, se evidencia que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el género y la concentracion de hemoglobina
(p= 0.001) segun prueba de t-student; ferritina (p= 0,000) y transferrina (p= 0,01)
mediante prueba de U Mann Whitney; mientras que la concentracion de hierro total
no mostro diferencias estadisticamente significativas. (El estadistico es significativo

en el p<0,01)
Comportamiento de la hepcidina sérica segun laedad y género

Se divide la poblacion de donantes de sangre en tres grupos etarios establecidos por
el DANE en el 2005 (30): adolescentes (menos de 20 afios), adultos jovenes (21 y
45 afios) y adultos medios (mayores de 45 afios). La variabilidad de la hepcidina
segun el test de Anova, no fue estadisticamente significativas en los tres grupos
(p=0.681). Por el contrario, al evaluar el género, si se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01) (segun prueba de t-student). Los valores de

hepcidina se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Niveles de hepcidina sérica segun género en los donantes de sangre

Mediana |95% IC
N Qg,ﬁg;jma Percentil [Percentil
(NM) 2.5 97.5
Género Masculino [ 35 5,73 1,71 13,3
Femenino (43 3,94 1,67 11,3

n: nimero de donantes después de excluir los que presentaron valores aberrantes
IC 95%: Intervalo de confianza 95%
Valores de hepcidina usados para comparar con la poblacion de pacientes

Correlacion de la hepcidina sérica con los diferentes parametros de laboratorio

utilizados en la valoraciéon del metabolismo del hierro

Se observé una correlacién positiva entre los valores de hepcidina y la ferritina

(p=0,007; Spearman's Rho=0,719). Por el contrario se muestra una correlacion



negativa entre la hepcidina y la transferrina (p=0.007; Spearman's Rho= -0,301).
Ademas, la hemoglobina tuvo una deébil correlacion con la hepcidina (p=0.01;
Spearman's Rho=0,291), impidiendo establecer una relacidbn entre estas dos
variables. Finalmente, no hubo correlacion entre los valores de hierro total y la
hepcidina (p=0,065). (El estadistico es significativo p<0,01)

POBLACION DE PACIENTES

Caracteristicas de la poblacion de pacientes

Poblacion conformada por 72 participantes de los cuales 27 (36,5%)
correspondieron a hombres y 47 (63,5%) mujeres. Con una edad media de 4513
anos.

La frecuencia de las enfermedades en el grupo de pacientes fue de 50% (n=37)
insuficiencia renal crénica, 18,9% (n=14) tumores sélidos, 25,7% (n=19) anemia

ferropénica y en menor proporcion con un 5,4% (n=4) hemocromatosis.

Comparacion de hepcidina entre los pacientes y los donantes de sangre

Al comparar los valores de hepcidina entre los donantes de sangre que sirvieron
como grupo control y los diferentes grupos de pacientes, se evidenci6 una diferencia
estadisticamente significativa. Mostrando que los valores de hepcidina mas altos
estan en los pacientes con insuficiencia renal cronica, y los valores mas bajos de

este péptido los tienen los pacientes con anemia ferropénica. (Tabla 2).

Tabla 2. Comparaciones entre los valores de hepcidina: pacientes versus

donantes de sangre

Grupo
Insuficiencia Tumores | Anemia . Donantes de
o . L. Hemocromatosis
renal cronica solidos ferropénica sangre
Me Me Me Me Me Valor p
mpc'd'”a 110,6 (35,4-145) gé’g) (751422956 |65@37-7.7) 12,8 (8,6-26,4) |<0.001¥

Comparaciones multiples con correccién de Bonferroni entre los valores de hepcidina segln
diagndstico (comparacién de medianas)

¥: Kruskall Wallis.

Me: Mediana (percentil)




Correlacion bioquimica entre la hepcidina y los diferentes analitos en

pacientes, segun grupo de enfermedad

En los pacientes con insuficiencia renal, la hepcidina muestra una correlacion
positiva con los valores de ferritina (p=0,002; Spearman's Rho=0,491) al igual que
los pacientes con tumores solidos (p=0; Spearman’'s Rho=0,829). En este ultimo
grupo también se evidencié una correlacion negativa entre los valores de hepcidina y
transferrina (p=0,001; Spearman's Rho= -0,785).

En el grupo de pacientes con anemia por deficiencia de hierro, la hepcidina muestra
una débil correlacion con los valores de ferritina (p=0,047).

Por ultimo en el grupo de los pacientes con hemocromatosis, la hepcidina no mostro

correlaciéon con ninguno de los diferentes analitos medidos en el estudio.

Modelos de regresion para el ajuste de las variables confusoras

Como se puede evidenciar en la tabla 3, segun el modelo de regresion, las
diferencias entre los niveles de hepcidina, ferritina y transferrina de cada grupo de

pacientes se deben exclusivamente a la enfermedad.

Comparacion entre los diferentes parametros analizados en la poblacion de

pacientes

Al evaluar los valores obtenidos en las mediciones de los analitos entre los
diagnosticos, se puede evidenciar que existen diferencias significativas entre los
valores medios de hemoglobina de pacientes con insuficiencia renal, anemia
ferropénica y hemocromatosis; asi mismo entre los valores de hemoglobina de
pacientes con tumores y hemocromatosis. La transferrina presenta diferencias
significativas en todos los diagnoésticos.

Ademas, se pueden observar diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de hepcidina en todos los grupos de pacientes; diferencias estadisticamente
significativas de ferritina en pacientes con anemia ferropénica y tumores solidos,
insuficiencia renal y hemocromatosis. Igualmente los valores de hierro total
presentaron diferencias entre el grupo de hemocromatosis y los demas diagnésticos.
(12). (Tabla 4).



Tabla 3. Modelo de regresion para el ajuste de las variables confusoras

A B
Coeficientes Coeficientes
Modelo no ] Valor de Modelo no . Valor
estandarizados | p estandarizados | de p
B B
(Constante) | 1193,987 0 (Constante) | 56,91 0,02
1|Sexo -125,909 0,378 1| Sexo 33,362 0,051
Diagnostico |-280,438 0 Diagnostico | 51,217 0
Variable dependiente: Ferritina ng/mL :;agr;::llla-le dependiente: Transferrina
C
Coeficientes
Modelo ::tandarizados :,Ialor de
B
(Constante) | 170,793 0
1|Sexo -22,547 0,098
Diagnéstico |-39,343 0

Variable dependiente: Hepcidina nM

Regresidn lineal para ajuste de variables confusoras donde se muestran los analitos que
tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos de pacientes:
A: variable dependiente: Ferritina; B: variable dependiente: transferrina; C: variable
dependiente: Hepcidina



Tabla 4. Comparaciones entre los diferentes analitos analizados en pacientes

Diagnostico

Insuficienciarenal crénica [ Tumores sdlidos Anemia ferropénica Hemocromatosis

Media Me Media Me Media Me Media Me Valor p
g'féTog'Ob'”a 9,3+1,3 9.3(8,6-10,4) |10,142,2  |10,5 (7,9-12) |11,541,9 %7 (103-116.0¢1,6 |16 (14:8-17,3) |0,000
Eg;;‘l'_“a 746,3+742,4 | 561 (358-784) | 408,5+382,3 2613256 (136-1 1724332 |58 (4,3-19) |189,9+158,2 | 148 (75.8-304) | 0,000
Transferrina i 189,5 (158- 306 (258- 223 (204,5-
mg/dL 156,6£37,0 |156 (137-176) |193,8+41,1 |1¢00 312,1468,3 | 340 219.8+184 | 550, 0,000
:'ée/gf Total | 55 54367 |51 (31-69) 63,2296 |64,5(37-76) |58,7451,6 |[38(19-90) [117,3+39,2 1421(5)55 (89,514 05
Hepcidina 110,6 (35,4- 21,2 (7,5-
iy 10184685 |75 42,2+485 | 5g'6) 5,345,6 4,2 (2,9-5,6) | 5,7+3,1 6,5(3,7-7,7) 0,000

Diferencia minima significativa (DSM) comparaciones multiples entre los valores medios hemoglobina y transferrina segun diagndstico
(comparacién de medias)

Comparaciones multiples con correccion de Bonferroni entre los valores Ferritina, hierro total y hepcidina segun diagnostico (comparacion de
medianas)

Me: Mediana



Discusién

Este estudio presenta los resultados de la primera investigacion en Colombia en la
literatura biomédica disponible sobre la determinacién de hepcidina en donantes
de sangre y en pacientes diagnosticados con alteraciones en el metabolismo del
hierro. Para lograrlo se planted la determinacién de hemoglobina, ferritina, hierro
total y transferrina, pruebas que se realizan de rutina para el diagnéstico de los
estados de anemia, ya sea de tipo inflamatorio o anemias carenciales como la
deficiencia de hierro, en segunda instancia se determind la concentracion de la
hepcidina proteina encargada de regular el metabolismo del hierro; lo anterior
permitio realizar una comparacion entre la hepcidina y la ferritina, hierro total y la
transferrina y asi evaluar la interaccion entre ellos, agregando valor al diagndstico

de estas patologias.

Se observé que en el grupo de donantes de sangre, no se presentd ninguna
alteracién en los valores de la hemoglobina, segun la legislacion Colombiana (23).
Los demas examenes se realizaron con el fin de ser comparados con nuestra
poblacion de pacientes y asi evaluar cual era la diferencia con las distintas
poblaciones. Los resultados de hemoglobina y ferritina se encontraban en el indice
biolégico de referencia (IBR) y concordaron con los encontrados en los estudios
de Mantilla y cols 2011 y 2014 (19,31) donde también determinaron el perfil
hematoldgico y las reservas de hierro en una poblacion de donantes de sangre
repetitivos. En estos estudio también evidenciaron que los valores de hemoglobina
de los donantes estaban en el rango exigido por la norma (23). Cabe aclarar que
los valores de ferritina de nuestros donantes estuvieron por encima de la mediana
gue indica el estudio antes mencionado, debido a que nuestros donantes de
sangre no eran donantes repetitivos. El hierro total y transferrina, corresponden
con los valores reportados por Burtis y cols 2012, en el cual dan los valores de
variabilidad bioldgica en la poblacion normal de estos analitos (32).

La concentracion de hepcidina, hemoglobina y ferritina en el grupo de donantes de
sangre presento variaciones estadisticamente significativas con relacion al género,

ya que los hombres presentaron valores superiores para estos analitos con



respecto al grupo de las mujeres. Hallazgos similares se reportaron en los
estudios Grebenchtchikov y cols 2009, Itkonen y cols 2012 y Wolff y cols 2013,
(21,33,34) los cuales reportan al igual que nuestro estudio, niveles superiores en
el género masculino, lo cual puede deberse a que las mujeres durante el ciclo
menstrual presentan una pérdida de sangre fisiolégica, que produce una
disminucién en los niveles de hierro con respecto a los hombres; como efecto de
esto los requerimientos en su absorcion son mas altos, provocando que la
hepcidina disminuya, lo que genera un estimulo en las moléculas del transportador
de metales divalentes 1 y la citocromo B duodenal, que permiten un aumento en la
absorcion del hierro, ademas permite que la ferroportina exporte este elemento de
manera adecuada (2). Los valores de hepcidina en la poblacion (tabla 2) fueron
similares a los encontrados en otros estudios como el de Wolff y cols 2013 e
Itkonen y cols 2012 donde muestran que los valores de hepcidina para una
poblacién normal, estan entre 2,1 - 15,1 nM en hombres y 1.6-15.6nM en mujeres
segun el estudio de Wolff y cols y segun el estudio de Itkonen y cols, en hombres
el valor esta entre 1,1-15,6nM y en mujeres entre 0,7-16,8nM (33,34). Cabe
resaltar que en estos estudios la técnica empleada para la determinacion de la
concentracion de hepcidina fue cromatografia liquida con espectrometria de
masas. (34,35) En el actual estudio se usoé la ELISA competitiva, debido a que es
una técnica que posee una adecuada correlacion con las técnicas moleculares,
ademas, es de facil estandarizacion e implementacion. Asimismo, es una técnica

idénea a la hora de procesar grandes cantidades de muestras (20)..

Con relacién a las variaciones observadas segun la etapa reproductiva en los
articulos de Itkonen y cols 2012 y Galesloot y cols 2011 (22,33), el grupo de las
mujeres es separado por su etapa hormonal, mostrando que las mujeres que
estan en la etapa de menopausia, presentan valores de hepcidina similares a los
de los hombres. En el presente estudio no se tuvo en cuenta el estado hormonal
de las mujeres, por lo cual los resultados no tienen correspondencia con los
estudios enunciados; (23). Ademas el promedio de edad en las mujeres en
nuestro estudio fue de 33 afios + 13, lo cual pone a nuestra poblacion en mujeres

en edad reproductiva. Por lo anterior, se sugiere un estudio posterior en el cual se



determine la concentracion de hepcidina y se tenga en cuenta la edad y la etapa
hormonal en la que se encuentren las participantes, esto con el fin de establecer

un IBR para la hepcidina, en el cual se tenga en cuenta el grupo etario.

Los valores de hepcidina, ferritina, hierro total y transferrina presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los diagndsticos, ya
que de acuerdo a la fisiopatologia de la entidad el comportamiento de los analitos
sera diferente; es el caso de enfermedades como la anemia por deficiencia de
hierro, en la cual, la absorcion del hierro se encuentra alterada ya sea por,
inadecuada ingesta de este elemento o una pérdida de sangre aguda o crénica
debido a los periodos menstruales o una hemorragia de tracto gastrointestinal, lo
gue genera una disminucién en la concentracion de hepcidina, asi mismo una
disminucién en la concentracion de ferritina (18). Por su parte en la anemia, de
tipo inflamatorio, se produce una inadecuada absorcion del hierro, debido al
aumento en los niveles de las moléculas proinflamatorias que estimulan la
produccion de la hepcidina por estimulacion en la sintesis del gen HAMP,
generando un aumento en los niveles de ferritina, debido a la accién que ejerce la
hepcidina sobre la ferroportina. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por
Miller 2014, el cual en su articulo de revision “Iron Deficiency Anemia: A Common
and Curable Disease”, habla sobre como al evaluar diferentes analitos, entre ellos
la hepcidina, se puede llegar a un adecuado diagndstico en enfermedades en las
cuales esté alterado el metabolismo del hierro, ademés Nemeth y cols 2014 en su
revision titulada “Anemia of Inflammation”, describen la fisiopatologia de las
anemias de tipo inflamatorio y de cdmo mediante la interpretacion de los diferentes
analitos como la hepcidina, se puede llegar a un diagnéstico diferencial en
enfermedades donde se altere la absorcion y disponibilidad del hierro (13,18). Con
relacion a los valores de transferrina, en la anemia de tipo inflamatorio se
encuentran disminuidos, lo anterior se produce posiblemente, por la compensacion
gue se da por parte del sistema encargado de sintetizar la transferrina, el sistema
reticulo endotelial, el cual al reconocer los niveles séricos de hierro disminuidos
por el estado inflamatorio del paciente, genera una disminucién en la

concentracion de la transferrina (13). En este tipo de pacientes el desarrollo de la



anemia se da por el aumento de moléculas proinflamatorias, las cuales interacttan
con la via JAK en el hepatocito para la sintesis del gen HAMP (10,12,16).
Adicionalmente en la insuficiencia renal, existe una disminucién en la produccion
de eritropoyetina, ademas, una pérdida de eritrocitos inducida por el proceso de
dialisis, lo que se suma a un aumento de los estados de inflamacién debido a paso
de la sangre por las membranas de dialisis(36). Sin embargo existen autores
como Sedlackova y cols 2013, que proponen como parte del tratamiento para la
insuficiencia renal, el uso de filtros de didlisis para filtrar la hepcidina y asi

disminuir la concentracion de esta proteina (36).

La anemia por deficiencia de hierro, se produce principalmente por la disminucién
de los niveles de hierro debidos a una mala absorcién, un bajo consumo y/6
perdidas del elemento principalmente en los periodos menstruales (18). En el
presente estudio para esta enfermedad se evidencié una disminucion significativa
en los niveles de ferritina, posiblemente debida a una inadecuada absorcién o a
una pérdida de hierro, lo que lleva a que todo el hierro que se capte sea utilizado y
no sea almacenado en forma de ferritina, lo cual se evidencio en los niveles de
ferritina que tuvo este grupo de pacientes en el estudio. Por su parte los valores de
hepcidina en este grupo de pacientes estan disminuidos, lo cual se genera como
estimulo para la absorcion del hierro por parte del duodeno (10). En contraste,
este grupo de pacientes presentaron niveles de transferrina aumentados, con el fin
de captar el hierro que es exportado de la célula y llevarlo a médula 6sea para
generar la eritropoyesis, estos hallazgos concuerdan con lo que expone también
Miller 2013, donde muestran como la dieta, la pérdida de sangre o una inadecuada
captacion del hierro, lleva a que se genere un sistema de compensacion en el

organismo para la absorcién de este elemento (18).

Por lo tanto, sera de gran utilidad que se realicen nuevos estudios donde se tenga
en cuenta también la medicibn de marcadores de inflamacién, los cuales no se
tuvieron en cuenta en el actual, debido a que en nuestro estudio sélo se tuvieron
en cuenta las variables que se usan de rutina para evaluar el metabolismo del

hierro. Lo anterior se propone con el fin de implementar protocolos como los que



plantean Barbra y cols 2010, los cuales proponen que cuando un paciente tiene la
Proteina C reactiva (PCR) baja y unos niveles de hepcidina bajos, estamos ante
un paciente con una posible anemia por deficiencia de hierro; en cambio si la PCR
esta aumentada y la hepcidina aumentada, es una posible anemia de tipo
inflamatorio; pero si la PCR estd disminuida y la hepcidina aumentada, el

pacientes puede estar padeciendo de una anemia de tipo mixto (37).

En contraste con los estados de anemia, estan los pacientes con hemocromatosis,
los cuales presentaron valores de hepcidina disminuidos con respecto a los
donantes sanos y a los pacientes con anemia de tipo inflamatorio (tabla 6); lo
anterior, se debe a que mutacion del gen HFE, imposibilita que se lleve a cabo el
feedback para aumentar la produccion de hepcidina y asi impedir la absorcion de
hierro (38), dando como resultado un aumento descontrolado del hierro, lo que
produce un aumento en los niveles de hierro total y hemoglobina, comparados a
todos los grupos del estudio (tabla 6).

Por otro lado, al comparar los valores de hepcidina y de los demas analitos entre
los pacientes y el grupo de donantes (grupo control), mostraron que hubo
diferencias estadisticamente significativas en ambas poblaciones. En primer lugar
en los pacientes con insuficiencia renal, se encontré un aumento en los niveles de
hepcidina, ferritina y una disminucion en los valores de hemoglobina y transferrina,
con respecto al grupo de donantes de sangre; los hallazgos concuerdan con los
obtenidos por Sedlackova y cols 2013, donde evallan un grupo control con un
grupo de pacientes con insuficiencia renal, los cuales al igual que en nuestro
estudio, tenian valores de ferritina y hepcidina mayores que los del grupo control, y
unos valores de hemoglobina y transferrina disminuidos (36); la misma situacion
se presenta en los pacientes con tumores sélidos, los cuales también se incluyen
en el grupo de pacientes con anemia inflamatoria. Con respecto a los pacientes
con anemia por deficiencia de hierro, la diferencia con relacién al grupo control
radica en una disminucion de los valores de hepcidina, ferritina y hemoglobina y
un aumento, por compensacion, de los valores de transferrina, lo cual coincide con

el estudio de Kemna y cols 2007, donde comparan los valores de ferritina,



hemoglobina, y hepcidina en pacientes con anemia por deficiencia de hierro y un
grupo control, mostrando que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre estos analitos en las personas con anemia por deficiencia de hierro y las
personas sanas (39). Ahora bien, en los pacientes con hemocromatosis los niveles
de ferritina, hemoglobina son mas altos que en nuestro grupo control, ademas los
valores de hepcidina estan disminuidos, debido a la alteracion en la absorcion del
hierro, lo que concuerda con lo propuesto en su estudio por Kemna y cols 2007
(39).

Los valores de hepcidina, ferritina y transferrina en el actual estudio dependen
exclusivamente de la patologia de base (tabla 8), lo que demuestra que la
hepcidina es un analito que amplia el perfil de diagnostico de diferentes entidades
en las cuales haya una alteracion en el metabolismo del hierro (5), asi mismo, en
este estudio ambas poblaciones, donantes de sangre y pacientes, se evidenci6
una correlacién positiva entre la ferritina y la concentracion de hepcidina, es decir,
a medida que aumentan o disminuyen los valores de hepcidina, asi también lo
hacen los valores de ferritina. Hallazgo similar planteé Galesloot y cols 2011 en el
cual evaluaron personas consideradas sanas, mostrando que a medida que
aumentan los valores de hepcidina aumentan los valores de ferritina (22).
Igualmente el estudio de Sasu y cols 2010 evalla la hepcidina como marcador de
anemia inflamatoria, evidenciando que en este tipo de patologias, los valores de
ferritina estan ligados al aumento de la hepcidina por el componente inflamatorio
de estas entidades (37). Lo anterior demuestra la estrecha relacion que tiene la

ferritina al estar ligada a la concentracion de la hepcidina en sangre (24).

Todo lo expuesto evidencia la importancia de la determinacion de hepcidina para
el diagnostico y diferenciacion de distintas patologias y de como su
implementacion puede llevar a generar guias de diagnéstico y blancos
terapéuticos para pacientes con anemia de tipo inflamatorio. Ademas, cabe
resaltar que a pesar de que en el actual estudio se tenga un bajo niumero de
pacientes en cada grupo, se logran visualizar las diferencias entre los diferentes
participantes (4,40).



En conclusion, la medicion hepcidina se propone como una prueba de gran

utilidad para realizar diagnosticos diferenciales entre entidades que presenten

alteraciones en el metabolismo del hierro, como la anemia por deficiencia de

hierro, y anemias de tipo inflamatorio (5). Igualmente el presente trabajo sugiere la

realizacion de nuevos estudios que comprendan aquellas variables que no fueron

medidas, entre ellas la concentracion de citoquinas proinflamatorias, y otras

variables como la saturaciéon de transferrina, con el fin de ampliar perfiles de

diagnostico.
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