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Resumen

Introduccion: (a hepcidina es la principal hormona peptidica reguladora
de la absorcién y distribucién tisular del hierro. Estudios recientes han
planteado la posibilidad de utilizarla como un biomarcador para evaluar el
metabolismo del hierro y sus posibles alteraciones. Aunque, ante la esca-
sa informacidén sobre las propiedades diagnosticas de la hepcidina sérica,
no han sido bien caracterizadas y no se cuenta con estudios suficientes
en individuos sanos, e incluso en Colombia hasta el momento no se ha
realizado ningun estudio referente al tema. Objetivo: estimar las concen-
traciones de la hepcidina sérica, su rango de normalidad y su correlacion
con parametros bioquimicos asociados al metabolismo del hierro en una
poblacién de donantes. Materiales y métodos: estudio descriptivo trans-
versal que incluyd 85 donantes, a quienes se les realizd hemograma auto-
matizado, se evaluo ferritina, transferrina y hierro total, mediante los mé-
todos de electroquimioluminiscencia, inmunoturbidimetria y colorimetria.
La determinacién de hepcidina en suero se realizé por medio de una ELISA
competitiva. Se utilizaron pruebas estadisticas, con un nivel de significan-
cia de p< 0,05. Resultados: se observaron diferencias significativas en la
concentraciéon de hepcidina entre hombres y mujeres. La edad no fue un
factor determinante de las concentraciones de hepcidina en los hombres
Mediana (Me)=5,73 nM. Solo ferritina se correlaciond fuertemente con la
hepcidina. El rango de normalidad de hepcidina encontrado en hombres
estuvoentre 1,71y 13,3 nMyentre 1,67 a 11,3 nM en mujeres. Conclusidn:
el nivel de hepcidina sérica es mayor en hombres y demuestra la fuerte
asociacion in vivo con los niveles de hepcidina sérica con el hierro de re-
servay circulante.

Palabras claves: Metabolismo del hierro, Hepcidina, Ferritina , Transferri-
na, Hierro total.

Abstract

Introduction: The hepatic peptide hormone hepcidin is the principal reg-
ulator of iron absorption and tissue iron distribution. Recent studies have
proposed hepcidin as a suitable biomarker to assess iron metabolism and
its failures. Although the data were limited to information on the diagnostic
properties of serum hepcidin, have not been well characterized and neither
have enough studies in healthy individuals, and even in Colombia so far
have not been any studies on the topic. Objective: quantify the concentra-
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La deficiencia de hierro
cursa con tres fases. En-
tre la primera y la segun-
da fases hay deplecién de
los depdsitos de hierro vy
disminucion del hierro cir-
culante respectivamente, y
en la tercera fase (anemia
ferropénica), se afecta la
sintesis de hemoglobina.

tions of serum hepcidin, establish a normal range and determine the correlate with
biochemical parameters associated with iron metabolism in a population of donors.
Materials and methods: A cross-wise study was performed on total of 85 donors
to whom an automatized blood panel was tested. Ferritin, iron and transferrin were
measured through electrochimioluminiscence, inmmunoturbidimetry and colorime-
try respectively. Seric hepcidin presence was evidenced by competitive ELISA. Data
was statistically analized with a significance level of p< 0, 05. Results: Statistically
significant differences were noticed in the hepcidin concentration when comparing
women and men. Hepcidin concentrations in men were constant over age (median,
5.73nM). Only ferritin is strongly correlated with hepcidin. Normal values for women
ranged between 1,67nM -11,3 nM while those for men did slightly higher 1,71 nM -
13,3 nM. Conclusions: Serum hepcidin levels are higher in men and demonstrates
a strong in vivo correlation between seric hepcidin and iron either circulating or
storage.

Keywords: [ron metabolism, Hepcidins, Ferritins, Transferrin, Iron.

Introduccion

El hierro es un elemento esencial que desempena funciones muy importantes en el
organismo, tales como: la formacion de nuevos glébulos rojos, transporte de oxige-
no y de electrones, centro catalitico de proteinas y enzimas, participa en el metabo-
lismo oxidativo y en la sintesis de acido desoxirribonucleico (ADN), entre otros (1-3).

También puede ser un elemento toxico, pues su exceso es capaz de generar radicales
libres que inducen dafo oxidativo de importantes componentes celulares (lipidos,
proteinas y el ADN), mientras que su disminucién causa principalmente anemia fer-
ropénica (1,3,4). Por tanto, sus niveles deben ser adecuados para prevenir alteraciones

0 enfermedades asociadas tales como hemocromatosis 0 anemia ferropénica.

La deficiencia de hierro cursa con tres fases. Entre la primera y la segunda fases hay
deplecion de los depdsitos de hierro y disminucion del hierro circulante respectiva-
mente, y en la tercera fase (anemia ferropénica), se afecta la sintesis de hemoglobi-
na. Las dos primeras son las mas complejas de diagnosticar porque son subclinicas
y pueden cursar simultdneamente con enfermedades cronicas, inflamatorias, infec-
ciosas y neopldsicas que de por si son causantes de anemias (1,5).

En Colombia existen pocos registros de deficiencia subclinica de hierro, entre ellos
un estudio realizado con escolares y adolescentes en Medellin (6-8). Por otra parte,
las enfermedades crénicas representan mas del 40% de las muertes en 19 depar-
tamentos (9). Algunas de estas cursan con disminucion en los niveles de hierro que
en la mayoria de las ocasiones pasan desapercibidas.

Para evaluar los niveles de hierro en el organismo existen diversas metodologias
que reflejan las etapas de su metabolismo, cuyo analisis conjunto orienta el diag-
néstico. Aunque se cuenta con una gran cantidad de pruebas, las que tradicional-
mente se han determinado son ferritina, saturacion de la transferrina y hemoglobina,
pruebas que son insuficientes para una adecuada evaluacion, dada la gran cantidad
de moléculas que participan en su metabolismo (1,10,11).

Ganz (2) y otros autores (4,12,13) plantean la posibilidad de utilizar la hepcidina, una
hormona peptidica cuya forma bioldgicamente activa esta conformada por 25 ami-
nodcidos, rica en cisteinas y producida principalmente en el higado, como biomarca-
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Se han realizado otros es-
tudios que informan una
elevada asociacion de la
ferritina con la hepcidina
sérica, pero otras asoci-
aciones potencialmente
importantes solo se han
investigado en animales y
en personas enfermas.

dor para reflejar de forma adecuada el estado del hierro en el organismo, especial-
mente en casos de anemia por enfermedades cronicas (14,15) e inflamacién (16-18).

En la practica clinica es importante, aunque muy dificil diferenciar, la anemia de
enfermedades crénicas de la anemia por deficiencia de hierro, debido a que ambas
entidades se presentan con una disminucién de la concentracion de hierro sérico y
de la saturacién de transferrina. Ademas, durante la inflamacion, se dificulta la in-
terpretacion de los niveles de ferritina (prueba de oro), debido a que es un reactante
de fase aguda y su expresion es inducida por las citoquinas inflamatorias. Por lo
gue la medicion de la hepcidina podria servir como parametro complementario para
diferenciar estos dos estados patoldgicos (12,18,19).

A pesar de la importancia de la hepcidina para la homeostasis del hierro y enferme-
dades relacionadas, las metodologias utilizadas para la medicién de las concentra-
ciones fisiolégicamente relevantes han sido engorrosas y muy limitada su disponib-
ilidad para la investigacion clinica (20-22).

La determinacion de la hepcidina se puede realizar mediante algunas técnicas
como ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas (ELISA), Dotblot y SELDI-TOF
MS (siglas en inglés de espectrometria de masas en tiempo de vuelo mediante de-
sorcidén-ionizacion por laser de superficie) (3). No obstante, el costo, el manejo de
equipos especializados y la imposibilidad de recuperar las muestras, han limitado la
utilizacién de alguna de estas técnicas.

Actualmente, se encuentra disponible un kit comercial (DRG hepcidin 25) basado
en un inmunoensayo ligado a enzimas competitivas (C-ELISA) de alta especifici-
dad, sensibilidad, facilidad de uso y buena correlacién con SELDI-TOF-MS, para la
medicion de la hepcidina sérica.

El conocimiento de cémo hepcidina ejerce su funcién reguladora se ha basado princi-
palmente en estudios en animales e in vitro (20,23,24). Los escasos estudios realiza-
dos en humanos se han orientado a la determinacién de hepcidina en pacientes con
algun trastorno del metabolismo del hierro (24,25,26) y otros realizados en personas
sanas, pero que no hacen una adecuada diferenciacion por ciertos grupos (12,27,28).

Igualmente, se han realizado otros estudios que informan una elevada asociacion de
la ferritina con la hepcidina sérica, pero otras asociaciones potencialmente impor-
tantes solo se han investigado en animales y en personas enfermas (24,29,30). Por
lo cual esta informacion podria contribuir a la comprension de los mecanismos por
los que la expresién de hepcidina esta influenciada in vivo y conocer los valores de
normalidad en América Latina en grupos especificos.

La presente investigacién tuvo como objetivos cuantificar las concentraciones de
hepcidina sérica, establecer un rango de normalidad y explorar la correlacidn con la
ferritina, transferrina y hierro total en una poblacion de donantes.

Metodologia

Se realizé un estudio descriptivo transversal. Se recolectaron entre 2013y 2014, 85
muestras de donantes de sangre en la IPS universitaria sede Clinica Leén XIII. El cal-
culo del tamano de la muestra se estimo por conveniencia y el muestreo se realizo
de forma aleatoria, alcanzando un ndmero similar entre hombres y mujeres. Como
criterios de inclusion se definieron: ser donante de sangre, niveles de ferritina den-
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Para medir la concentra-
cion de hepcidina en suero
se utilizé una C-ELISA (DRG
Instruments GmbH®, Ger-
many) siguiendo las indica-
ciones del fabricante. Este
kit posee registro del Insti-
tuto Nacional de Vigilancia
de Medicamentos y Ali-
mentos (INVIMA) para uso
exclusivo en investigacion.

tro de los limites normales, ser nativo de Antioquia, no haber recibido suplemento
de hierro en la ultima semana. Se definieron como criterios de exclusion: muestras
coaguladas, lipémicas o con hembdlisis.

La toma de muestra se realizé mediante venopuncion a través de sistema vacutai-
ner, recolectando 5 ml de sangre venosa en tubo seco para la obtencion de sueros 'y
en tubo con anticoagulante acido etildiaminotetraacético (EDTA). Durante el tiempo
de recoleccidn las muestras de suero destinadas a la determinacion de hepcidina
fueron congeladas a =70 °C hasta el momento de su analisis.

Las muestras para hemograma, ferritina sérica, hierro total sérico y transferrina
sérica se procesaron entre las primeras cuatro horas luego de su recoleccidn.

Los procedimientos diagndsticos incluyeron un hemograma (citometria de flujo)
(equipo Advia 21201 Siemens®), medicion de ferritina sérica (Electrochemilumines-
cence immunoassay®, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), hierro total sérico
(Colorimetric assay® Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) y transferrina sérica
(Immunoturbidometric assays®, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) usando el
equipo Dimension RXL Max Siemens®.

Para medir la concentracion de hepcidina en suero se utilizé una C-ELISA (DRG Ins-
truments GmbH®, Germany) siguiendo las indicaciones del fabricante. Este kit posee
registro del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA)
para uso exclusivo en investigacion.

La concentracion de la hepcidina se expresd en nanomoles por litro (nM/1), donde
1 nM de hepcidina en suero equivale a 2,79 ug/l. La sensibilidad analitica de la C-
ELISA es menor de 0,9765 nM (31). El coeficiente de variacion (CV) intra ensayo es
de 2,12 99 %, el interensayo 11,5 a 14,6% e inter lote 5,3a 7,2 %.

Para la tabulacion y andlisis de los datos se utilizé el programa SPSS” version 21y el
programa Epidat® versién 3.1. Antes de aplicar el analisis estadistico se comprobo la
existencia de valores atipicos mediante el test de Tukey. Se aplicaron transformacio-
nes logaritmicas para normalizar las distribuciones y se revirtieron para delimitar
el rango de normalidad de la concentracion de hepcidina (percentiles 2,5% y 97,5%).

Se calcularon medidas de resumen vy se utilizaron las pruebas estadisticas t-Stu-
dent, ANOVA, U de Mann Whitney y se evaluo la correlacién mediante el coeficiente
de correlacion de Spearman. Para la interpretacién de las correlaciones se conside-
ré relacién déebil por debajo de 0,4; buena, entre 0,4y 0,7; y fuerte, valores superiores
a 0,7. Se utilizé un nivel de significancia estadistica p< 0,05.

Este estudio fue aprobado por el Comité de bioética para la investigacion en huma-
nos, Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia. En
todos los casos se obtuvo consentimiento informado de los donantes para ser inclui-
dos en el estudio. El protocolo de estudio se realizd conforme a las normas éticas de
la declaracion de Helsinki 1975 y a la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia.

Resultados
El 48,2% de los donantes de sangre fueron hombres con una edad media de 36 + 11
anosy el otro 51,8% restante fueron mujeres entre los 33 + 13 anos en las mujeres. Los
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Hemoglobina
(g/dl)

Hematocrito (%)

Ferritina
(ng/ml)

Transferrina (mg/dl)

Hierro total (ug/dl)

niveles de ferritina, transferrina, hierro total, hemoglobina y hematocrito se encontraban
dentro de los indices de variabilidad bioldgica (IBR) establecidos por el Laboratorio Clini-
co de la IPS Universitaria sede clinica Ledn XIII.

Se encontraron diferencias entre el género y la concentracion de hemoglobina Inter-
valo de confianza para la diferencia entre medias (1,72-2,58, p<0.01) seguin prueba de
t-student; ferritina (p=0,000) y transferrina (p=0,01) mediante prueba de U Mann Whit-
ney; mientras que la concentracién de hierro total no mostroé tal diferencia (cuadro 1).

Cuadro I. Medicién de parametros de laboratorio clinico

Masculino (n=41) Femenino (n=44)

Rango intercuartil Rango intercuartil

Media Mediana P 25— 75 Media Mediana P 25— 75 P
160 - 15,6-16,4 138 - 13,6-14,1 0,014
——————— 45,0 43,4-46,1 - 40,0 38,6-41,5 0,000t
——————— 167,5 95,7-238,0 e 41,2 27,3-77,2 0,000t
——————— 244 228-270 e 274 249-294 0,01+t
——————— 98 79-115 e 81 63-106 0,641

n: numero de donantes, DE: Desviacion estadndar. 1, significancia estadistica obtenida por la prueba U de Mann Whitney.
% significancia estadistica obtenida por la prueba t Student.
El estadistico es significativo si p=0,01.

Para evaluar la variabilidad en la concentracién de hepcidina sérica en relacion a la
edad, ésta se categorizo en tres grupos: adolescentes (menores de 20 afnos) adultos
jovenes (21-45) y adultos medio (46-64). Observandose mediante test de anova que
no habia diferencias estadisticas en los tres grupos (p=0,681). Por el contrario, al
evaluar el género, si se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas. Se
estimd el rango de normalidad de la concentracion de hepcidina sérica en la pobla-
cion de estudio segun el género. Los valores se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Niveles basales de la concentracion de hepcidina sérica

. 95% IC
Mediana .
n . L. Rangos de referencia
hepcidina sérica (nM) . -
Percentil 2,5 Percentil 97,5
Masculino 35 5,73 1,71 13,3
Sexo
Femenino 43 3,94 1,67 11,3

n: numero de donantes
IC 95%: Intervalo de confianza 95 %
Prueba de t-student (p<0,01)
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Los niveles de hepcidi-
na sérica son mayores en
hombres que en mujeres,
y se confirmo6 que dichos
niveles permanecen esta-
bles en los hombres a me-
dida que aumenta su edad;
datos que son similares a
los obtenidos en otros es-
tudios.

Se encontré que los niveles séricos de ferritina estaban fuertemente asociados con
las concentraciones de hepcidina sérica (Spearman’s Rho = 0,72), lo que significa
gue un cambio positivo en la concentracién de ferritina sérica (ng/ml) se asocia
con un aumento en la concentracion sérica de la hepcidina ((nM/1)). La hemoglobina
presentd una asociacion débil, mientras que la asociacién entre hepcidina y trans-
ferrina fue débil con tendencia negativa (Spearman’'sRho = -0,301). La correlacion
entre hepcidina y hierro total no fue significativa (p < 0,065) (figura I)

== (Spearman’s Rho :(@91) nat {Spearman'§ Rho = I],T1!J]u
(p=0,05)

(p<0,01)

c | Mg e

=<1 (Spearman’sRheo = -0,301)
{p=0,05) o

& L3 £y E]
Tranatarming mgL

Figura I. Correlacion bioquimica de la hepcidina sérica y otros pardmetros de laboratorio

clinico asociados al metabolismo del hierro (n= 78). (A) Correlacién de hepcidina sérica

con hemoglobina*, (B) Correlacién de hepcidina sérica con ferritina** y (C) Correlacion de

hepcidina sérica con transferrina*. *Coeficiente de correlacion Rho de Spearman (p<0,05)
**Coeficiente de correlacién Rho de Spearman (p<0,01)

Discusion

Todos los participantes del estudio tenian niveles adecuados de hierro de reserva
y circulante, dado que los niveles séricos de ferritina, transferrina y hierro total se
encontraban dentro de los rangos de normalidad, al igual que sus niveles de hemog-
lobina y hematocrito.

Con respecto a los valores de hemoglobina, estos difieren significativamente entre
hombres y mujeres, al igual que los niveles de hematocrito y ferritina; siendo la
poblacién masculina, quien presentd los valores mas altos. Caso contrario mostro
la medicion de la transferrina, mientras que las concentraciones de hierro total no
mostraron ninguna diferencia por sexo.

Adicionalmente, se encontré que los niveles de hepcidina sérica son mayores en
hombres que en mujeres, y se confirmdé que dichos niveles permanecen estables en
los hombres a medida que aumenta su edad; datos que son similares a los obteni-
dos en otros estudios (28,30,32,33).

En el caso de las mujeres, la concentracion de hepcidina sérica tuvo una tendencia al
aumento, pero ésta no fue significativa, lo cual contrasta con lo encontrado por Ga-
lesloot et al. (28), quienes explican que los niveles séricos de hepcidina en mujeres
presentan una asociacion fuerte con las concentraciones de ferritina y que tiende a
aumentar a través de la menopausia. Sin embargo, el diseno del estudio no permite
establecer dicha asociacién.
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Los resultados con la
C-ELISA son similares a
otras metodologias, lo cual
la convierte en una técnica
de eleccion para la medi-
cion de los niveles de hep-
cidina, no solo por ser un
método de facil estandari-
zacion e implementacion,
sino que permite proce-
sar grandes cantidades de
muestras a un bajo costo.

Con relacién a las variaciones observadas en los niveles de hepcidina en los grupos
etarios, no se pudo determinar ninguna asociacion. Aunque otros autores si encuen-
tran diferencias en los niveles de hepcidina en mujeres que estan en edad reproduc-
tiva versus mujeres en que se encuentra en la menopausia (28). Estos ultimos expli-
can que las mujeres que estan en la menopausia, al no tener el periodo menstrual,
disminuyen sus requerimientos en la absorcidn de hierro.

Estimamos los valores de normalidad de la hepcidina segun el sexo siendo similares
a los encontrados en otros estudios, como el de Wolff et al. (hombres: 2,1-15,1 nM y
mujeres: 1,6—15,6 nM) (32), Itkonen et al. (hombres: 1,1-15,6 nM y mujeres: 0,7-16,8
nM) (33), Galesloot et al. 2011 (hombres: 7,4-8,2 y mujeres: 7,8-8,8 nM) (28) y en otros
estudios aplicando la metodologia de cromatografia liquida con espectrometria de
masas (34).

Lo anterior permite inferir que los resultados con la C-ELISA son similares a otras
metodologias, lo cual la convierte en una técnica de eleccion para la medicion de los
niveles de hepcidina, no solo por ser un método de facil estandarizacién e imple-
mentacion, sino que permite procesar grandes cantidades de muestras a un bajo
costo.

Se observo gran variacion interindividual en la concentracién de hepcidina sérica.
Esto implica que los valores de normalidad basados en la poblacién pueden tener
limitaciones cuando se utilizan para la interpretacion de las concentraciones de hep-
cidina. Tal parece que los valores de hepcidina, como los de otras hormonas, deben
interpretarse en el contexto de las pruebas bioquimicas utilizadas para evaluar el
metabolismo del hierro.

Se encontré una correlacién positiva entre la concentracion de hepcidina vy ferriti-
na sérica, lo que indica que un aumento en las reservas de hierro se asocia con el
aumento de la concentracion sérica de hepcidina o viceversa, esto sugiere que la
ferritina sérica es un indicador muy importante de la concentracién de hepcidina in
vivo. Sin embargo, los niveles de esta Ultima puede cambiar en una escala de tiempo
mucho mas corta que los de la ferritina. Esto ha sido observado en ratones mediante
una metodologia distinta a la de este trabajo (22) y recientemente en personas en-
fermas (35) y en mujeres donantes a repeticion (36).

El aumento de la transferrina se asocia con niveles bajos de hepcidina. Esto con-
cuerda con lo observado en situaciones donde los niveles del hierro se encuentran
bajos y su sintesis varia para compensar los requerimientos y las reservas de hierro
(29); asi mismo, la hemoglobina se asocidé débilmente con la hepcidina sérica. Estos
resultados responden a las expectativas, dado que los participantes en este estudio
no presentaban alteraciones en la disponibilidad de hierro para poder llevar a cabo
los procesos de eritropoyesis (37).

El estudio tuvo algunas limitaciones. En primer lugar, el tamano muestral se estimo
por conveniencia, por lo cual no fue representativo. Por otra parte, no se pudo esta-
blecer si el estado hormonal en el caso de las mujeres (pre- menopausicas o meno-
palsicas) puede alterar las concentraciones de hepcidina, debido a que en nuestro
estudio, el promedio de la edad en el grupo de mujeres fue de 33 anos + 13, ubicando
a nuestra poblacién de mujeres en edad reproductiva.
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Ofrecemos un rango de
normalidad de la concen-
tracién de hepcidina sérica
por género.

En conclusién, estos datos proporcionan una vision de la hepcidina en relacién con
otras moléculas que participan en el metabolismo del hierro, mostrando a la ferri-
tina como el mas importante asociado a la hepcidina. Sin embargo, fue imposible
establecer si la concentracién de ferritina determina la concentracion de hepcidina
en suero o viceversa.

Adicionalmente, ofrecemos un rango de normalidad de la concentracién de hepcidi-
na sérica por género. Este rango pueden servir como punto de comparacién frente
a estudios futuros y en la practica médica como la aproximaciéon mas clara hacia
los valores de referencia propios de la regién, permitiendo al clinico comparar las
concentraciones de hepcidina y definir colectivamente criterios para su uso junto a
otros parametros tradicionalmente utilizados para el diagndstico y manejo clinico de
los trastornos del hierro.
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