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ARTICULO DE REVISION

Hepcidina: su interaccion con la
hemojuvelina y su aporte en el diagnostico
de las enfermedades relacionadas con el
metabolismo del hierro

MaRria CLaupiA EsQuivia MERCADO,! PAOLA ANDREA ACEVEDO TORO?

Resumen

La hepcidina es una hormona peptidica, producida en el higado y considerada un
regulador del metabolismo del hierro. Su regulacion esta dirigida a la absorcion
intestinal del hierro y a la funcion de la ferroportina dentro de la célula, a fin de
mantener un balance entre el consumo y las reservas de hierro. Esta hormona, a su
vez, esta regulada por procesos inflamatorios, estados de anemia ferropénica, actividad
hematopoyética y algunas vias de sefializacion como SMAD, STAT y JAK. En estas
vias interviene una proteina de membrana llamada hemojuvelina, la cual actiia como
un correceptor de la proteina morfogenética 6sea, cuya funcion es inducir el gen
de transcripcion de la hepcidina mediante la via SMAD1/5/8-SMAD4. Debido a la
asociacion de la hemojuvelina con la expresion de la hepcidina y la relacion de esta
ultima con procesos inflamatorios y regulacion del metabolismo del hierro, se han
propuesto algunas técnicas para la determinacion de ambas proteinas como Elisa,
Dotblot, inmunoensayos y SELDI-TOF MS.
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Title: Hepcidin: Interaction with Hemojuvelin
and its Contribution in the Diagnosis of Disea-
ses Related to Iron Metabolism

Abstract

The hepcidin is a peptide hormone produced by the
liver with anti-bacterial activity, is involved in re-
gulation iron metabolism, making it possible to use
it as another parameter to assess some entities re-
lated to disorders associated with iron metabolism.
Hepcidin regulates intestinal absorption of iron
level and the role of ferroportin in the cell, pre-
venting either iron overload or iron consumption
reserve, this is turn regulating for inflammatory
stimuli, iron store, erythropoietic activity and
signaling patway SMAD,STAT and JAK; in this
signaling patway involved a membrane protein
called hemojuvelin. The hemojuvelin acts as a
bone morphogenetic protein co-receptor, they
induce hepcidin gene transcription through the
SMAD1/5/8-SMADA4. Because of the associations
of hemojuveline with hepcidin expression and
the relationship of the latter with inflammatory
processes and regulations of iron metabolism
have been proposed some techniques for the de-
termination of both proteins as Elisa, Dotblot,
Immunoassays and SELDI-TOF MS.

Key words: Hepcidin, hemojuvelin, iron meta-
bolism.

Introduccion

El hierro, como elemento esencial en el
organismo, tiene importantes funciones
como son: participacion en la formacion
de nuevos globulos rojos, transporte y
almacenamiento de oxigeno y participa-
cion en el metabolismo oxidativo. Estas
funciones garantizan un adecuado trans-
porte y captacion de oxigeno y, por lo
tanto, una adecuada oxigenacion tisular
y funcionamiento organico [1].
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Recientemente, la hepcidina se ha
considerado una hormona peptidica
reguladora del metabolismo del hierro
[2,3]. En el 2001, fue aislada tanto en
la sangre como en la orina [2-4] por dos
laboratorios independientes; se le dio el
nombre de hepcidina por Aep, de hepati-
co, y cidin, por la actividad antimicrobial
que presenta [3].

Su regulacion esta relacionada con
la hemojuvelina [5], proteina que fun-
ciona como correceptora de la proteina
morfogenética 6sea (BMP) [6], la cual
promueve —mediante el complejo BMP/
HJV— la sintesis del RNAm de la hep-
cidina [3]. Cuando se presenta una mu-
tacion del gen de la hemojuvelina (HJV)
se encuentran concentraciones séricas de
hepcidina disminuidas [4-6], lo que in-
dica la regulacion que ejerce sobre esta.

Desde hace poco y por la novedad,
la hepcidina, como reguladora del me-
tabolismo del hierro [2], ha comenzado
a estudiarse, aun cuando no hay total
claridad acerca de muchos aspectos
que intervienen dentro de este proceso,
como son sus vias de sefializacion, las
proteinas involucradas en su produccion
y expresion, entre otros. El real interés
en ahondar en este tema es conocer mas
sobre esta proteina y sus propiedades en
relacion con su utilidad como un posible
parametro para el diagnostico de enfer-
medades relacionadas con el metabolis-
mo del hierro o, en su defecto, como un
complemento diagnostico en los parame-
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tros convencionalmente utilizados para
medir las reservas de hierro.

En este articulo nos referiremos a
diferentes aspectos de la hepcidina y su
funcién en el metabolismo del hierro,
ademas de su interaccion con la HIV
y como influye en su funcionamiento
normal.

Aspectos estructurales y
moleculares de la hepcidina y
la hemojuvelina

Hepcidina

La hepcidina es una hormona peptidica
producida en el higado. Su expresion esta
regulada por el gen HAMP (del inglés
hepatic antimicrobial peptide), ubicado
en el cromosoma 19q13.1. Es codifica-
da por un RNAm de 0,4 kb, generado
por tres exones y dos intrones [2-4,7,8].
Estructuralmente contiene ocho cisteinas
que forman una molécula en forma de
horquilla con una lamina 3 distorsiona-
da, estabilizada por cuatro puentes disul-
furos entre las dos cadenas antiparalelas
[2,7,9]. En cada extremo de la molé-
cula se encuentra un N-terminal y un
C-terminal, los cuales estan involucra-
dos en la degradacion e interiorizacion
de la ferroportina, proteina exportadora
del hierro [10].

El proceso de formacion de la hepci-
dina se inicia con un precursor de la pro-
teina, constituido por 84aa. Inicialmente

pasa al citoplasma y se forma una pro-
prehepcidina de larga duracion, la cual
sufre una escision de la cual resulta una
prehepcidina de 64aa. Seguida a esta se
forma un péptido de 39aa en el lumen del
reticulo endoplasmico que finalmente,
por una convertasa de furina, da lugar a
una molécula bioldogicamente activa de
25aa, con propiedades antibacterianas,
ademas con la capacidad de regular el
metabolismo el hierro [7,11].

La hepcidina presenta tres isoformas:
20aa, 22aa y 25aa. Las dos primeras
presentan el N-terminal truncado [12],
por lo que la funciéon de degradacion e
interiorizacion de la ferroportina no la
poseen y son consideradas producto de
degradacion de la isoforma 25. Las iso-
formas 20 y 25 se encuentran tanto en la
orina como en la sangre, y ambas tienen
propiedades antimicrobianas. La isofor-
ma 22 solo se encuentra en la orina y se
considera un producto de degradacion
urinario de la isoforma 25 [7,13].

Hemojuvelina

La HJV es una proteina de membrana
producida principalmente en el higado y,
en una menor proporcion, en el musculo
esquelético y cardiaco [5,14]. Pertenece
a la familia de las moléculas de orienta-
cion repulsiva ¢ (RGMc) [5,14,15]. El
gen de expresion de la HI'V esta ubicado
en el cromosoma 1q21 y es también co-
nocido como HJV o HFE2 (por ser res-
ponsable de la hemocromatosis juvenil).
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El RNAm codifica para una isoforma de
426aa. La proteina contiene una secuen-
cia sefial N-terminal transmembrana, un
sitio de clivaje proteolitico, un dominio
tipo D para el anclaje al glicosilfosfatidi-
linositol (GPI) y al factor von Willebrand
[5,8,14]. Con la eliminacion de esta por-
cion de la proteina se cree que se genera
la forma soluble de la HJV (sHJV) [6],
encontrada en el suero o en el plasma, la
cual es responsable de la hemocromato-
sis juvenil y que corresponde esta a una
mutacion del gen HJV [5,8,14].

La HJV se considera una reguladora
positiva de la hepcidina, por sus propie-
dades antinflamatorias, ademas de actuar
como correceptora de la BMP. Esta pro-
teina actiia como inductora del gen de
transcripcion de la hepcidina mediante la
via de sefializacion SMAD, y mediante
la formacion del complejo BMP/HIV
se regula la expresion de la hepcidina
[3,5,14].

Funcion de la hepcidina en

el metabolismo del hierro e
intervencion de la hemojuvelina
en su regulacion

La hepcidina regula el metabolismo del
hierro. Su funcion es mantener las concen-
traciones normales del hierro de reserva,
interviniendo asi en la absorcion intestinal
de este metal [16-18]. Cuando el hierro
es ingerido en la dieta, llega al intestino
en estado férrico (Fe3+) o como grupo
heme. Ahi sufre una reduccion (Fe2+)
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[3,7] por el citocromo duodenal b (Dcytb),
encontrado en la superficie apical de las
células intestinales [2,7]. Posterior a esto
el hierro, en su forma soluble, es absor-
bido por las células duodenales, debido
a la accion del transportador de metales
divalente 1 (DMT-1). Ya interiorizado el
hierro, actua el receptor de la proteina
transportadora del grupo heme (HCP-
1), que permite el reconocimiento del
grupo heme en el interior de la célula.
Finalmente, participa la hemoxigenasa-1
(HO-1) que separa al hierro del grupo
heme [7,19].

Al encontrarse el hierro libre en la
célula, participa la ferroportina como
proteina exportadora de este, pues per-
mite la salida del hierro de la célula y
su uniédn con la transferrina, la cual va a
transportar el hierro a los tejidos que lo
requieran [2].

Cuando la célula intestinal detecta las
concentraciones de hierro, en el higado
se produce la hepcidina [14], que con-
trola la cantidad de hierro que ingresa al
organismo y bloquea asi su absorcion;
ademas, interioriza y degrada la ferro-
portina, para impedir que esta exporte el
hierro de la célula y mantener la ferriti-
na en cantidades normales en los tejidos
[7,10].

En el momento en que se presenta
deficiencia de hierro en la dieta y se pro-
duce anemia ferropénica, en el higado
disminuye la produccion de la hepcidina.
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Ello aumenta la absorcion intestinal del
hierro y la acciéon de la ferroportina en
la célula, para permitir la disponibilidad
del hierro de reserva y su transporte a
la médula 6sea, a fin de aumentar asi la
actividad eritropoyética [2,3,7,20].

En contraste, cuando se padece de al-
guna enfermedad inflamatoria o cuando
se presenta alguna enfermedad de curso
cronico, las concentraciones de hepcidi-
na aumentan e impiden que se consuma
el hierro de reserva [2,3,7]. Aunque este
aumento es provocado por factores proin-
flamatorios —como IL-1, IL-6 y LPS, prin-
cipalmente—, las cantidades elevadas de
hepcidina llevan a la inhibicion de la absor-
cion del hierro intestinal y a la inhibicion
de la accion de la ferroportina, debido a
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su degradacion (figura 1). Ello impide que
se utilice el hierro de reserva y, de este
modo, aumenta del hierro de depo6sito en
el macrofago. En consecuencia, puede
presentarse anemia ferropénica por la en-
fermedad inflamatoria, debido a que no
hay hierro disponible, en este caso, para
llevar a cabo la actividad eritropoyética
[2,3,20-22].

Durante la expresion de la hepcidi-
na intervienen cuatro vias de regula-
cién, entre las cuales se encuentran la
actividad hematopoyética, la reserva
de hierro, la inflamacién y las vias de
sefializacion [5,23,24]. Recientemente
se ha involucrado la HJV como regu-
ladora de la expresion de la hepcidina
[5,14,25]. La HJV interviene en esta re-

o
2

“@{@ 2
R F

M édula dsea y otros
organos.

Figura 1. Hepcidina como reguladora de la funcién de la ferroportina dentro de la célula

Nota. La hepcidina regula la funcion de la ferroportina en el interior de la célula. La ferroportina
exporta el hierro de la célula y lo descarga en la transferrina (TF), que transporta el hierro a la
médula o6sea y demas o6rganos. En el intestino, la hepcidina regula la absorcion del hierro, a fin
de evitar una sobrecarga de este elemento en el organismo. El hierro absorbido en el intestino se
interioriza en la célula y se repite el proceso explicado inicialmente.
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gulacion uniéndose a la BMP, forman-
do el complejo BMP/HJV. Posterior a
esto se da la fosforilacion del receptor
tipo I de la BMP, mediante el receptor
tipo II, y asi se activa la via SMADI, 5
y 8. Finalmente, se forma el complejo
SMADI, 5,8/SMAD4, mediado por la
fosforilacion del receptor SMAD. Este
complejo es traslocado al niicleo, donde
incrementa la transcripcion del RNAm
de la hepcidina [5,18] (figura 2).

En los pacientes que presentan hemo-
cromatosis juvenil, las concentraciones
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de hepcidina son indetectables, lo que su-
giere que la HJV es una reguladora posi-
tiva del péptido [14,26]. En condiciones
de sobrecarga primaria o secundaria de
hierro, la HIV se encuentra aumentada,
en contraste con las cantidades de hep-
cidina, las cuales estarian disminuidas,
para permitir la intervencion de la ferro-
portina y, de esta forma, utilizar el hierro
que se encuentra en exceso.

En este caso, la funcion de la HIV
seria permitir la expresion de la hepci-
dina ante la inhibicidén que presenta por

SMADL1,5,8

9 80

Codificacion RNAM

Hepcidina

SMAD1
5’8 ‘\
Figura 2. Proteina morfogenética 6sea (BMP) unida al receptor 1 (R1) y hemojuvelina
unida a la BMP

Nota. La proteina morfogenética 6sea (BMP) se une al receptor 1 (R1). La hemojuvelina (HJV) se
une a la BMP y luego este complejo se asocia con el receptor 2 (R2) de la BMP. Inmediatamente
se activa la fosforilacion del receptor SMAD (RSMAD) y se forma, posterior a esto, el complejo
SMADI1,5,8/SMADA4, el cual es traslocado al nucleo e inicia la expresion del RNAm de la hep-

cidina.
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las altas concentraciones de hierro [27].
Caso contrario sucede con los procesos
inflamatorios, en que la HJV presenta
disminuciones hepaticas, debido a que
la proteina tiene actividad antinflama-
toria, ademas responde ante el aumento
de la hepcidina inhibiendo la produc-
cion exagerada de esta hormona [14]. El
aumento de la hepcidina, en este caso,
se deberia a factores proinflamatorios,
como la IL-6, que promueven la sintesis
de la hepcidina por una via distinta a
la utilizada por la HJV: la via de JAK/
STATS3. Ello nos permite concluir que la
HJV y la IL-6 intervienen en la sintesis
de RNAm de la hepcidina por diferentes
vias [8,28,29].

La HJV presenta una isoforma so-
luble correspondiente a la alteracion de
esta proteina, responsable de la hemo-
cromatosis juvenil (sHJV) [8,30,31]. En
esta enfermedad, la mutacion consiste
en la sustitucion de una valina por una
glicina [30,31]. Las concentraciones de
hepcidina son casi indetectables en la
hemocromatosis juvenil, lo cual indica
que la sHJV inhibe su sintesis [8]. La
explicacion a este hecho es la competen-
cia de la sHJV con la HJV por la BMP,
que impide la formacion del complejo
BMP/HIJV, responsable de la sintesis del
RNAm de la hepcidina [6,3,32]. Desde
este punto de vista, es claro que la HI'V
tiene una participacion importante dentro
del metabolismo del hierro a través de la
regulacion de la sintesis de la hepcidina
[3,25].

Perspectivas del diagndstico
y manejo clinico de algunos
trastornos relacionados con el
metabolismo del hierro

Segun algunas investigaciones, la hep-
cidina puede usarse como un biomarca-
dor de enfermedades de curso cronico
o inflamatorio, como es el caso de las
anemias por deficiencia de hierro, he-
mocromatosis hereditaria y anemia de
las enfermedades cronicas [2,33]. Ello
permite mostrar un panorama general
del estado de las reservas de hierro y su
alteracion en el metabolismo, por lo que
es un parametro utilizado como predictor
para el diagnostico de las enfermedades
relacionadas con el metabolismo del
hierro [34,35] o como apoyo comple-
mentario de los parametros del hierro
convencionalmente utilizados [2].

La hepcidina en la hemocromatosis
hereditaria, enfermedad caracterizada
por una mutacion en el gen HFE (por
lo cual hay sobrecarga de hierro) [36],
presenta cantidades extremadamente
bajas [30,37], debido a la supresion
en la sintesis por la mutacion del gen
HFE. En estos casos se pretende uti-
lizar la hepcidina como un pardmetro
de ayuda diagndstica y para monitorear
su evolucion durante el tratamiento [2];
sin embargo, no se tendrian en cuenta
personas con anomalias hepaticas [38]
e inflamacién [2].

En procesos anémicos sucede lo mis-
mo con las concentraciones de hepcidina:
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estos se encuentran en pocas cantidades,
debido al aumento en los requerimientos
de hierro y la actividad eritropoyética
[39], que regula negativamente a la hep-
cidina, por lo que en estos casos seria un
predictor de las reservas de hierro en el
organismo [2].

En contraste, los procesos inflama-
torios y las anemias por enfermedades
cronicas presentan concentraciones altas
de hepcidina [40-42]. Esto se atribuye a
la deficiencia en la produccion de eritro-
poyetina (EPO) [2], pues al disminuir
la actividad eritropoyética se estimula
la sintesis de hepcidina, ademas de la
accion que ejerce el proceso inflamato-
rio en la sintesis de esta [2,5,23], lo que
empeora la condicion de anemia que se
presenta en estos casos [43]. Debido a
esto, al tratar a los pacientes con EPO,
disminuye la hepcidina, [44,45] y asi es
como se podria utilizar como un evalua-
dor del tratamiento con la eritropoyetina
[46] y administracion de hierro oral [2].
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La ventaja de la hepcidina frente a
los parametros convencionalmente uti-
lizados para medir las reservas de hierro
en el organismo se la confiere su acti-
vidad reguladora en dicho metabolismo
pues, desde este punto de vista, permite
evaluar el comportamiento del hierro en
ciertas entidades sin las limitaciones que
generalmente se presentan en parame-
tros como la ferritina, la cual aumenta en
procesos inflamatorios y altera los resul-
tados en la medicion del hierro. Esto mis-
mo sucede con otros parametros, como
transferrina, receptores de transferrina y
protoporfirina de cinc, los cuales también
son afectados por procesos inflamatorios
que interfieren con un diagnostico preci-
so y veraz (tabla 1) [1-3].

Para llevar a cabo todas las investiga-
ciones relacionadas con la regulacion
del metabolismo del hierro mediante la
hepcidina, se ha hecho necesario ais-
larla a partir de suero u orina. La deter-
minacion de la hormona se ha logrado

Tabla 1. Concentraciones de hepcidina frente a otros parametros del hierro relacionados
con enfermedades asociadas a trastornos del metabolismo del hierro

Prueba
Entidad . . o . C L .
Hierro sérico  Ferritina Transferrina Hepcidina sérica
Hemocromatosis A A D D
Acidosis ferropénica D D A D
Enfermedades cronicas e
D A A A

inflamacion

A: aumentado; D: disminuido.

Nota. Se muestra el estado en el que se encuentran cada uno de los parametros que evalua el
estado del hierro y su metabolismo con relacion a las enfermedades asociadas a trastornos en el

metabolismo del hierro.
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mediante las siguientes técnicas prin-
cipalmente:

Dotblot: técnica semicuantitativa uti-
lizada para aislar la hepcidina de mues-
tras de orina [2,21]. Su limitacién es
que los anticuerpos utilizados no estan
disponibles comercialmente, por lo que
dificulta conseguirlos con garantias es-
pecificas [2].

Elisa: esta técnica es de facil acceso
y aplicacion. Existe un kit disponible
comercialmente que utiliza anticuerpos
directos contra propéptido de la hepci-
dina [41]; pero este ensayo ha creado
controversia, porque no es clara la corre-
lacion existente con la hepcidina [13,22]
y otros parametros del hierro [47,48]. Sin
embargo, en la actualidad, seglin un es-
tudio realizado en el 2009 [49], se esta
ensayando un kit que usa hepcidina-25
recombinante producida con alto rendi-
miento y un anticuerpo policlonal contra
este péptido, para la determinacion de la
hepcidina sérica.

Con este ultimo ensayo, el método
por Elisa se muestra como una técnica
apropiada para determinar la hepcidina
y para el posible diagnoéstico de las en-
fermedades relacionadas con el metabo-
lismo del hierro, sobre todo por ser un
ensayo dirigido especificamente contra
la forma bioactiva de la molécula (hep-
cidina-25). En este estudio se muestra la
fuerte correlacion entre las concentracio-
nes de hepcidina y ferritina y como en

enfermedades inflamatorias se presentan
altos niveles de la hormona peptidica,
y en anemia, por deficiencia de hierro,
estos cifras son casi indetectables. Estos
hallazgos corresponden a lo descrito en
la literatura y evidencian la utilidad de
la técnica para medir la hepcidina sérica.

SELDI-TOF MS: es descrita como
espectrometria de masas en tiempo de
vuelo mediante desorcion-ionizacion por
laser de superficie. Esta técnica detecta
las tres isoformas de la hepcidina [50] y
permite su determinacion tanto en la ori-
na como en el suero con una alta sensibi-
lidad en su cuantificacion [2]. La mayor
limitacion de la técnica es el costo, el
manejo del equipo (pues requiere perso-
nal totalmente capacitado) y la imposi-
bilidad de recuperar la muestra, debido
al proceso de fragmentacion que sufre
durante su analisis por esta técnica [2].

Respecto a la sHJV, debido a la in-
hibicion que produce en la sintesis de la
hepcidina, se propone utilizar dosis altas
de sHJV recombinante en el tratamiento
de la anemia por inflamacion [8], de tal
forma que las concentraciones de hepci-
dina disminuyan y permitan que se use
el hierro de reserva [2,8,43].

Se ha propuesto determinar la HIV
sérica mediante inmunoensayo, que con-
siste en utilizar la molécula de orienta-
cion repulsiva ¢ (RGMc) recombinante y
un anticuerpo policlonal dirigido contra
la HJV, capaz de reconocer el péptido
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recombinante y la sHJV mediante inmu-
noprecipitacion. Hasta el momento solo
se ha utilizado con fines investigativos y
para entender la funcion fisiologica que
cumple la proteina [51].

En este orden de ideas, la hepcidina
se visiona como una herramienta valiosa
dentro del diagndstico de las enfermeda-
des relacionadas con el metabolismo del
hierro, y aunque no existe todavia una
técnica estandarizada para su uso en la
practica clinica, las investigaciones men-
cionadas pretenden establecer algunas
pruebas idoneas para la medicion de este
parametro y postularla, de acuerdo con los
resultados obtenidos, como una prueba
complementaria en el diagnostico de las
enfermedades cronicas y la medicion del
estado del hierro en el organismo [2,3].

La desventaja, en este caso, es el poco
conocimiento existente en el medio sobre
la molécula, razén por la cual es impor-
tante aprender cada detalle de su meta-
bolismo, regulacion y funcion. De esta
forma, se obtendra mayor informacion
acerca de sus ventajas frente a otras téc-
nicas y su real utilidad diagnostica.
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