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Caracterizacion de la hepcidina

Como hepcidina es conocido un péptido compuesto
por 25 aminodcidos rico en residuos de cisteina. Este
péptido, aislado en orina’, presenta capacidad anti-
bacteriana y antiftngica’ de caracteristicas similares a
los aislados en insectos (drosomicina de la drosofila) y
producidos en el tejido graso que en estos insectos
hace las funciones de higado. En los vertebrados tie-
ne un erigen hepatico y provienen de la rotura de la
proteina original codificada por un gen, situado en el
cromosoma 19, formado por 3 exones y 2 intrones.
Concretamente el tercer exén es el que codifica la se-
cuencia de los péptidos encontrados en orina.

La molécula original codificada esta formada por
84 aminodcidos y constituye el prepropéptido. Una
primera rotura con pérdida de 24 aminoacidos da lugar
al propéptido que acaba proporcionando 3 péptidos
de 25, 22 v 20 aminoacidos segun cual sea el punto de
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A: MALSSQIWAACLLLLLLLASLTS G+5\.I’F PQQ (1-30)
53
E: TGQLAELQPQDRAGARASWM (31-50)

C: FMFOHHHHI}DTHFF-‘;ICiFCCGCCHHSKCGMCCK‘I’ (51-84)
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Figura 1. Gen codificador de hepcidina y prepropéptido de 84 ami-
nodcidos con los puntos de rotura.
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rotura a partir del extremo carboxilico. De ellos se re-
conoce actividad al péptido de 25 aminodcidos conoci-
do como hep25 o simplemente hepcidina.

La caracteristica mds importante es la presencia de
8 residuos de cisteina en su composicion con 4 puen-
tes disulfuro entre ellas, situado uno de ellos entre dos
cisteinas adyacentes lo que le confiere una conforma-
cién espacial con un giro caracteristico (fig. 1).
Paralelamente a su identificacion como prateina im-
plicada en la inmunidad innata y relacionada con los
mecanismos inflamatorios que conducen a la apari-
cién de la anemia de proceso crénico se evidencia su
estrecha relacién con el metabolismo del hierro sien-
do en estos momentos considerado el eje central en
los complejos mecanismos implicados en su regu-
lacién®.

Transporte intestinal del hierro no hemo

El hierro inorganico alimentario que se encuentra en
la luz intestinal en forma férrica Fe®*' necesita ser redu-
cido a la forma ferrosa Fe? en la superficie luminar en
la zona proximal del intestino delgado para poder ser
incorporado al interior del enterocito, esta funcion es
realizada por la oxirreductasa Férrica (citocromo B
duodenal DcytB) v de esta forma puede ser transpor-
tado al interior celular por un transportador de meta-
les divalentes conocido como DMT1 (también co-
nocido como Nramp?2). Este mecanismo es el mas
importante para la absorcidn del hierro inorganico, sin
embargo existe un sistema para el transporte de hierro
férrico formado por mobilferrina y una integrina®.
Dentro del enterocito el hierro puede ser acumulado
como ferritina y posteriormente ser eliminado a tra-
vés del proceso de descamacion celular, o transferido
a través de la membrana basocelular al plasma, este
proceso es realizado por el transportador conocido
como ferroportina (también conocida como Iregl v
MTP1) previo a este proceso se necesita la oxidacidn
del Fe?*a Fe™ que realiza la hefaestina. Una vez el hie-
rro ha entrado en el organismo no hay mecanismos de
eliminacidn importantes salvo la menstruacién en la
mujer.

El hierro absorbido circula unido a la transferrina y a
través del sistema portal llega al higado. Los hepato-
citos capturan el hierro ligado a la transferrina a través
del receptor TER1 y TfR2 de la transferrina.

A nivel de macréfagos el sistema es mas complejo, és-
tos disponen de transportadores como el DMT1 y fe-
rroportina. Los hematies senescentes son fagocitados
por los macréfagos recuperando el hierro del grupo
hemo. Este se acumula en forma de ferritina o puede
ser secretado al plasma donde es oxidado por la ceru-
loplasmina y transportado por la transferrina para su
reutilizacion. De esta forma el higado y ¢l sistema re-
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ticuloendotelial representan los puntos mayoritarios
de movilizacién de los depésitos de hierro. La cerulo-
plasmina es necesaria para la liberacién de hierro des-
de los macréfagos y por tanto desempefia un papel
importante en el reciclaje del hierro procedente de la
fagocitosis de los hematies senescentes.

Los macrdfagos pueden captar hierro directamente
desde la transferrina transportdndolo a través de la
DMT]1 e incorporarlo a las ferroproteinas incluyendo
su deposito como ferritina,

El grupo hemo alimentario es transportado a nivel
duodenal por el HCP1 (heme carrier protein 1). Una vez
en ¢l interior de la célula el grupo hemo es degradado
por la hemo oxigenasa liberando hierro y el pigmen-
to biliverdina. Su expresion es inducida por la hipoxia
y su localizacion depende del estatus Férrico. En la
deficiencia de hierro el HCP1 se localiza en la mem-
brana apical, mientras que la ingesta de hierro resulta
en un movimiento de la proteina desde la membrana
al interior del citoplasma. Este transportador también
se expresa a nivel hepadtico.

Los depésitos de hierro, hipoxia y velocidad de eritro-
poyesis son fenédmenos bien conocidos de estimula-
cién de la absorcidn intestinal del hierro inorganico
pero en cambio conocemos poco acerca de sus efectos
en la absorcién del hierro hemo. Parece que los cam-
bios en la captacién duodenal debidos a cambios en
los depésitos son menores que los que afectan a la
absorcion del hierro inorganico. Los cambios podrian
ser a nivel de regulacién postranslacional del HCP17,
aunque la naturaleza de este mecanismo no es del
todo conocida. La unién entre hepcidina y ferroporti-
na con internalizacion y degradacion de esta tGltima
pone de evidencia un mecanismo en el que el incre-
mento de las concentraciones intracelulares de hierro
pone en marcha una cascada de episodios que resul-
tan en cambios en la localizacién subcelular de trans-
portadores de hierro en el enterocito. El hecho de
recuperar HCP1 tefiiddo en la membrana apical en ra-
tones deficientes en hierro, 72 h después de adminis-
trarles una dosis de hierro oral es consistente con el
tiempo que se necesita para el aclaramiento del hie-
rro y la formacién de nuevos enterocitos.

Mecanismos de regulacién en la homeostasis
del hierro

El hierro en los mamiferos es necesario para todas las
células. Sus papeles mds importantes incluyen trans-
porte y liberacion de oxigeno y transferencia enzima-
tica de electrones; sin embargo, un exceso de hierro li-
bre promueve la formacidn de radicales de oxigeno
que dafian los lipidos celulares, proteinas y dcidos nu-
cleicos de forma que la homeostasis normal debe con-
seguir obtener los beneficios del hierro evitando sus

efectos colaterales. Dado que el sistema metabdlico
no contempla vias de eliminacion, el principal meca-
nismo para mantener el nivel éptimo se centra en un
meticuloso control de la absorcidn intestinal y del hie-
rro contenido en los macréfagos. El conocimiento ac-
tual de estos mecanismos ha sido muy importante en
los iltimos 5 afos a consecuencia de los estudios mo-
leculares desarrollados para identificar genes y meca-
nismaos responsables de los cuadros clinicos de hemo-
cromatosis.

La hepcidina va tomando cuerpo desde su primera
vinculacién con el metabolismo férrico realizada por
Pigeon et al® como elemento primordial en la regula-
cion de la homeostasis del hierro. En estudios realiza-
dos por Nicolas et al”*se establece la relacién entre
presencia deficiente de hepcidina y fenotipo compa-
tible con hemocromatosis en ratones UDF2 Luock-out.
También queda establecida su relacion con los meca-
nismos relacionados con la inflamacién en los que
aparece aumentada la expresion de hepcidina y rela-
cionando la implicacién de la hepcidina en las ane-
mias de proceso cronico.

La funcion primordial de la hepcidina es la de ser un
potente regulador negativo tanto de la absorcion in-
testinal del hierro como de la liberacion de éste a par-
tir de macréfagos.

La expresién de ARNm de hepcidina en higado es in-
crementada por la sobrecarga férrica y también por las
citocinas interleucina-1 (IL-1) e IL-6 v su expresicon es
frenada por la anemia y la hipoxia®.

A partir de ese momento la cuestion a solucionar es
como el higado recibe la sefal para estimular o frenar
la produccién de hepcidina y como realiza su funcion.
Dado que la hepcidina responde tanto al estimulo
procedente de los depésitos de hierro como de la ane-
mia e hipoxia se postula la existencia de un sensor de
los depdsitos y otro sensor de eritropoyesis.

El cémo realiza su funcién queda resuelto por Ne-
meth!’ que demuestra que la ferroportina es el recep-
tor de la hepcidina, provocando ésta la internalizacion
celular de la ferroportina y su posterior degradacion y
de esta forma impidiendo el paso del hierro intestinal
al plasma y la expulsién del hierro contenido en los
macrofagos.

En el ano 2004 el descubrimiento de un nuevo gen el
HJV que codifica para hemojuvelina'’ viene a poner
una pieza mas en el complicado engranaje que nos
ocupa. La hemojuvelina (también conocida como
HFE2) tiene como funcién regular la produccion de
hepcidina hepatica formando parte de la via que une
la cantidad de hierro existente y la hepcidina. Su mu-
tacion causa hemocromatosis juvenil y cursa con
niveles de hepcidina urinaria bajos. La forma de he-
mojuvelina intacta es un regulador positivo de la
transcripcion de hepcidina, mientras que la forma so-
luble en plasma es un regulador negativo. La forma
como realiza la regulacién podria ser a través de otra
prateina la BMP (bone morphogenetic protein) que cuan-
do la hemojuvelina es defectuosa disminuye su senal,
disminuyendo a su vez la expresion de hepcidina'”.
La HFE, primera proteina descrita como causante
de hemocromatosis se une a la 3; microglobulina y de
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esta forma es transportada a la superficie celular don-
de interactia con TIR1,

A partir de este momento quedan fijadas las piezas
clave que gestionan el metabolismo del hierro. En
cuanto a genes: HFEY, HJV'Y, HAMPY, SCL40A4Y,
TER2Y v DMTH que nos codifican HFE, hemojuvelina,
hepcidina, ferroportina, receptor 2 de la transferrina y
el ransportador 1 de metales divalentes.

El punto de discusion fundamental a partir de este
momento es donde se localizan los sensores del hierro
para el estimulo y la retroalimentacion de este com-
plejo sistemna tanto el sensor eritroide como el sensor de
depdsitos.

En estudios!” con pacientes con diferentes sindromes
clinicos como atransferrinemia, sindromes talasémi-
cos, diseritropoyesis congénita y anemias sideroblds-
ticas, la senial eritroidea de estimulo prevalece sobre la
sefal de inhibicidn de los depdsitos y en estos casos
la absorcion de hierro estd inapropiadamente estimu-
lada a pesar de la sobrecarga masiva. La sefial de nece-
sidad de hierro (anemia/hipoxia) es de mayor rango
respecto a la de acumulacidn en depésitos. Analizada
la hepcidina urinaria en estos pacientes se aprecia una
no correlacién con las cifras de ferritina sérica con dis-
minucién e incluso ausencia de hepcidina urinaria. En
todos los casos de sobrecarga férrica, excepto en pa-
cientes con enfermedad por defecto en la ferroporti-
na en que la hepcidina urinaria aparece aumentada, se
observa frenacidn de la hepcidina que conduce a una
no frenacién de la absorcidn de hierro que a su vez
conduce a la retencién de este elemento en higado y
bazo y posterior acumulacion en otros tejidos diferen-
tes, apareciendo afectacién de corazén y frecuentes
endocrinopatias en pacientes con talasemia mayor
{(ver tabla 1).

Estudios concordantes demuestran que los productos
génicos HFE, TFR2 y HIV son necesarios para que la
produccidn de HAMP concuerde con los depésitos de
hierro. De hecho tanto la expresion de ARNm HAMP
en higado, como los ensayos de HAMP en orina han
demostrado ser inadecuados (bajos o muy bajos) en
relacién con el fenatipo de sobrecarga férrica tanto
en modelos genéticos de ratones como en pacientes
homozigotos para las mutaciones HFE, TFR2 y HJV.
Se necesitan mas estudios para clarificar estas obser-
vaciones, pero teniendo en cuenta la comtn expresion
de estas proteinas en hepatocitos, se podria postular
que HFE, TFR2 y hemojuvelina actian como modu-
ladores de la transcripcion de HAMP en respuesta al
hierro y de esta manera las 4 proteinas estan implica-

Tabla 1. Efecto en las concentraciones de hepcidina provocado
por diferentes cuadros clinicos

Hemocromalosis  Hemocromalosis

mutaciones mutacion Sindromes d;”fégfm Anenia
HFE, TiR2, SLC40A1 entrodisplasicos cfﬁnfct; ferropénica
HAMPHIV (ferroportina)

Hepcidina |, Hepcidina 1 Hepcidina t Hepcidina |

Hepeidina |
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das en una via comun. Esta hipotesis no excluye la
existencia de funciones independientes de cada una
de las proteinas implicadas, pero establece una base fi-
sioldgica que explica la existencia de modelos digénicos
en la hemocromatosis como HFE/TFR2 o HFE/HAMP
asi como los efectos que se producen por la presencia
de mutaciones heterozigotas en una de las dos hemo-
cromatosis juveniles en pacientes que son homozigo-
tos para la mutacién HFE C282Y.

TRE2 actuaria como sensor hepatico del hierro circu-
lante y de esta forma tendria un papel importante en
la expresién de HAMP. Por otro lado HAMP regula
negativamente al transportador ferroportina en la su-
perficie celular.

La proteina HFE primero confinada a tener un papel
represivo en la via de captacion de hierro a través de
transferrina-transferrina receptor, actualmente se con-
templa su funcién como sensor en las criptas duode-
nales y finalmente un papel claramente centrado en
la participacién en los mecanismos de regulacién en el
hepatocito y macréfago.

Por dltimo hacer mencidn de las proteinas citoplas-
mdticas IRP1 v IRP2 (iron regulatory proteins) que se
constituyen en proteinas intracelulares reguladoras
del metabolismo del hierro, las cuales en respuesta a
fluctuaciones en el pool celular de hierro, controlan
postranscripcién la expresidn de proteinas ligadas a
la captura del hierro y al almacenamiento de éste
como son el TRF y la ferritina. Cuando el hierro in-
tracelular es bajo, IRP1 y IRP2 se unen a los IRE (iron
responsive elenients) en la regién de transeripeidn, es-
tabilizando el ARNm de la TRF mientras disminuyen
la translacion del ARNm de la ferritina, aumentando
asi la disponibilidad de hierro celular. Lo contrario
ocurre cuando los depdsitos celulares de hierro son
altos, la afinidad del IRP1 y IRP2 por los IRE dismi-
nuye, la traslacién del ARNm de ferritina aumenta y
la estabilidad del ARNm de la TFR se reduce, previ-
niendo de esta manera la formacion intracelular de
un exceso de hierro potencialmente toxico.

En monocitos/macrofagos y también en células duo-
denales de pacientes con HH se demuestra una regu-
lacién positiva defectuosa de la actividad total IRP que
demuestra que estas células sufren paraddjicamente
una situacion de “déficit de hierro” en sujetos con so-
brecarga de este metal. En pacientes con HH la dis-
funcién en la degradacion de ferroportina por hepcidi-
na puede provocar el aumento de la exportacién de
hierro desde las células intestinales v desde macrofa-
gos conduciendo a una deficiencia de hierro intrace-
lular. Esta reduccion del pool de hierro que también
puede ser causado por la interrupcion de la funcién
normal de los complejos TFR-HFE como se demuestra
con la normalizacion del fenotipo deficiente en hierro
de los monocitos en los pacientes HH transfectados
con el gen HFE wild, parece afectar a las dos IRP pero
de forma diferente con predominio sobre la activacion
de los IRP2, indicando que este es mds sensible a los
cambios en las concentraciones de hierro!®.

Estudios realizados en pacientes con HH sobre todo
con mutacion HFE, por otro lado la mas prevalente, y
en modelos de ratones con sobrecarga de hierro emu-
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lando la afectacién en humanos, el hallazgo de expre-
sion mayoritaria de HFE en higado indica que el ma-
yor papel de HFE es actuar a nivel hepético como par-
te del mecanismo sensor de las necesidades de hierro ¥,
Faltan estudios que den luz sobre cémo las demandas
de hierro eritropoyéticas influencian la absorcién de
hierro y conocer mejor los mecanismos relacionados
con la via del transporte del hemo.

Un reciente estudio publicado por Vokurka et al* y
basdndaose en datos previos disponibles, sugieren que
la anemia y probablemente la hipoxia en si mismas no
tienen importancia primaria. Cambios insignificantes
en las concentraciones de ARNm de hepcidina se ob-
servan en la hemélisis crénica compensada y dis-
minuciones importantes de hepcidina se observan
después de la administracion de eritropoyetina esta
disminucidn esta ausente cuando la médula dsea estd
suprimida sugiriendo que la actividad eritropoyética y
los subsiguientes cambios en el metabolismo del hie-
rro son importantes para la expresion de hepcidina. La
saturacion de transferrina podria mediar estos cam-
bias. En conclusidn un amplio rango de respuestas
agudas del ARNm de la hepcidina obedece a cambios
en la eritropoyesis v en la movilizacién del hierro o en
la acumulacién de hierro en higado.

En definitiva la hepcidina puede ser vista como una
molécula sensible tanto a cambios en la eritropoyesis
como en los requerimientos de hierro colocandose en
el centro de los procesos ligados al hierro tanto en su
almacenamiento como en su disponibilidad para la
formacidn de elementos eritroides en médula dsea.

2. ELISA (andlisis de inmunoabsorcién ligada a enzi-
mas). Existe un método comercial disponible en el
mercado que permitiria su utilizacion en grandes
series pero que precisa ser validado clinicamente.
Existen dudas respecto a su utilizacidn dado que
no queda claro si detecta la molécula entera de la
prohepcidina o productos acumulados de las rotu-
ras de la molécula de prohepcidina pero en todo
caso lo que determina es la molécula funcional-
mente activa.
MALDI-TOFF-MS (surface enlianced laser desorption
fonization tme of fligt mass spectronietry). Esta tecno-
logia se basa en el cldsico método de extraccion
por cromatografia en fase sélida combinada con la
deteccién por espectrometria de masa de ioniza-
cidon/desabsorcidn. Este método tiene una alta sen-
sibilidad y es capaz de detectar proteinas en con-
centraciones del picomal o femtomol, teniendo
una alta resolucion para proteinas con pesos mo-
leculares de menos de 20 kDa. No obstante sdlo
esta disponible en escasos laboratorios.
4. Continda abierto a la investigacién el encontrar
métodos que permitan una amplia implementa-
cion de su utilizacion.
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Meétodos de determinacion de hepcidina

Es indiscutible la relevancia de la hepcidina en el me-
tabolismo del hierro y en estos momentos serian de
gran interés estudios que demuestren su utilidad en
la aplicacion clinica. En el momento actual no existen
kits comerciales disponibles para su determinacidn
y uno de los retos actuales es encontrar un método
de laboratorio que pueda utilizarse de forma rutinaria
en laboratorios clinicos y pueda ser aplicado a grandes
volimenes de muestras. Los métodos utilizados en las
series de investigacion son métodos laboriosos que re-
quieren tecnologias no disponibles en laboratorios cli-
nicos y que deben ser utilizados por personal muy
EXperto.

La orina es la muestra mds adecuada para la obtencién
de la hepcidina 25 v sus valores deben ser normaliza-
dos por la excrecidn de creatinina.

Los métodos ensayados hasta la actualidad son:

1. hamunoblor. Consiste en la aplicacién de extractos
urinarios en blots, detectando la hepeidina con anti-
cuerpos de conejo dirigidos contra la hepcidina
humana, Utilizacién de un segundo anticuerpo de
cabra marcado con peroxidasa y revelado y detec-
cién quimioluminiscente con cuantificacidn por
camara fria.
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SOBRECARGA FERRICA
Y MORBIMORTALIDAD
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A pesar de las mejoras conseguidas en el manejo del
trasplante hematopoyético (TPH}, la morbimortalidad
de este procedimiento todavia es muy elevada. A par-
te de los problemas derivados de la enfermedad del
injerto contra el huésped, la toxicidad en diversos
6rganos generada por el tratamiento de acondiciona-
miento y las infecciones secundarias a la inmunosu-
presion son las causas principales de dicha morbimor-
talidad.

El exceso de hierro puede incrementar las complica-
ciones del TPH por dos mecanismos. Por una parte,
la presencia de hierro libre en situacion de hipersatu-
racién de la transferrina propicia la catalisis de espe-
cies quimicas reactivas del oxigeno (radicales libres).
Dichos radicales pueden mediar una toxicidad tisular
generalizada. Por otra parte el hierro constituye un
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elemento esencial para nuestra vida, pero también
para la de cualquier bacteria u hongo patégeno. La
biodisponibilidad de grandes cantidades de hierro en
los pacientes inmunocomprometidos no hace mas
que propiciar y acelerar la génesis de infecciones opor-
tunistas que pueden causar la muerte del paciente.
Abordaremos estos temas dividiendo la cuestion en
tres preguntas:

1. »Es frecuente la sobrecarga férrica durante el TPH¢

2. sAparece hierro libre durante el TPH, con o sin so-
brecarga férrical

3. sExiste evidencia clinica de un impacto de las alte-
raciones férricas sobre la morbimortalidad del

TPH<

. Es frecuente la sobrecarga férrica durante
el TPH?

La importancia de la sobrecarga de hierro presente en
pacientes jovenes, trasplantados por talasemia u otras
anemias ligadas a sobrecarga férrica transfusional, esta
fuera de toda duda y no la consideraremos en este do-
cumento. Disponemos de datos mas escasos y mucho
mas confusos en el caso del TPH indicado por enfer-
medad oncohematoldgica. La mayoria de estos datos
proceden de estudios basados en los niveles de ferri-
tina sérica. Sin embargo, la cuantificacién bioquimica
del hierro hepatico mediante biopsia constituye el test
de referencia para valorar los depositos Férricos del pa-
ciente!. Dado que se trata de una prueba cruenta, no
exenta de morbimortalidad, su uso ha sido muy limi-
tado en los pacientes expuestos a TPH (pacientes con
importantes problemas en la hemostasia). No obstan-
te se ha analizado esta cuestion en 2 series necrépsi-
cas post-TPH. En la serie de Strasser et al” se analizo el
contenido de hierro hepatico de 10 pacientes que mu-
rieron entre los dias 50 y 100 post-TPH alogénico.
Todos ellos presentaron concentraciones de hierro he-
patico correspondientes a los de pacientes afectados
de hemocromatosis hereditaria. En dicho estudio se
comprobd ademas la utilidad de la evaluacion citolé-
gica del hierro en aspirado medular como marcador
del hierro corporal. En un estudio posterior, Altés et
al® analizaron el hierro hepatico de 59 pacientes pro-
cedentes de estudio necropsico tras trasplante ablati-
vo autdlogo (24) o alogénico (35). La concentracién
mediana de hierro hepatico fue de 138 pumol/g peso
seco, con un indice de hierro hepatico superiora 1,9
(criterio mayor de hemocromatosis hereditaria) en
49 pacientes (83 %). No se apreciaron diferencias en-
tre los pacientes autotrasplantados y alotrasplantados.
Otros 2 estudios han analizado el problema en pa-
cientes vivos. Azar et al* hallaron sobrecarga de hierro
hepdtica grave en el 76 % de los pacientes biopsiados
tras TPH. Miceli et al® han evaluado el hierro corporal
en un grupo de 367 pacientes trasplantados por mie-
loma multiple. Dicha evaluacién no ha seguido cano-
nes ortodoxas, y se ha basado en la evaluacion del
hierro en médula osea segtin el método previamente



