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Dosaggio dell’epcidina nel siero di pazienti con fatiia infiammatoria intestinale

L'anemia e tra le piu frequenti manifestazioni eiitestinali nei pazienti affetti da malattia imfienatoria inte-
stinale.La diagnosi differenziale tra anemia da carenzéewd e da infiammazione cronica in questi pazienti
assume un’importanza fondamentale nella sceltgpéetica; puod risultare altresi particolarmenteiciftosa,
poiché spesso entrambi i meccanismi patogenetigriboiscono alllanemizzazione nel medesimo paeieht
guesto lavoro abbiamo dosato I'epcidina nel siéqadienti affetti da malattie infiammatorie int@sti ed in un
gruppo di soggetti di controllo, sani o con anemo@ infiammatorie né secondarie ad insufficienzale Ab-
biamo quindi analizzato i fattori che influenzaniovelli sierici di epcidina nelle malattie infiamatorie intesti-
nali e la possibilita di utilizzare I'epcidina péiscriminare i casi di anemia da infammazione @wamlai casi di
anemia da carenza di ferro associata ad anemianfilanmazione cronicaTramite la concentrazione
dell'epcidina & stato possibile discriminare la giag parte dei nostri pazienti con anemia da caratiZferro
dai pazienti con anemia da infiammazione croniea,qui possiamo assumere che il dosaggio dell’@migud
essere utile per una corretta diagnosi differeazilla patogenesi del’anemia nelle malattie infieatorie in-
testinali e, potenzialmente, in altre malattieanimatorie croniche.

Hepcidin dosage in serum of patients with inflamnoay bowel disease

Anemia is one of the most common extraintestinahifeatations in patients with inflammatory bowesehse.
Differential diagnosis between iron deficiency argeand anemia of chronic disease is fundamentedricappro-
priate therapeutic choice, but it could also rearduous because both the pathogenetic mechanftanscontrib-

ute to anemia in this patients. In this work weénduesed hepcidin in the serum of patients witlamfihatory bow-
el disease and of a group of control (healty sibjec patients with anemia not related with chratigease nor
renal insufficiency). We have also examined faciaflsencing hepcidin seric level, and evaluateddigin dosage
as a diagnostic tool in differential diagnosis kedw anemia of chronic disease and iron deficiemamia.

Hepcidin concentration could discriminate most af patients with iron deficiency anemia from thesth anemia
of chronic disease, so we can assume that hephidimge could be useful to understand the prevaleohanism
of anemia in patients with inflammatory bowel dseand, potentially, in other chronic inflammatdiseases.
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Introduzione

Le Malattie Inflammatorie Intestinali sono un grupgi patologie ad eziologia multifattoriale che
comprende il Morbo di Crohn, la Colite UlcerosaeeQoliti Indeterminate. L’anemia e tra le piu
frequenti manifestazioni extraintestinali delle atéke inflammatorie intestinali. La diagnosi dif-
ferenziale tra anemia da carenza di ferro e dammfilazione cronica in questi pazienti assume
un’importanza fondamentale nella scelta terapeutietiavia puo risultare particolarmente diffi-
coltosa, poiché spesso entrambi i meccanismi patige contribuiscono all’anemizzazione nel
medesimo paziente. E attualmente oggetto di stildimlo del dosaggio dell’epcidina sierica per
la diagnosi differenziale tra i due tipi di anemii2epcidina € un peptide di sintesi epatica, agente
regolatore comune su cui confluiscono i vari sistain controllo dellomeostasi del ferro
dell’organismo; essendo un regolatore negativo'asdbrbimento del ferro, la concentrazione di
epcidina tende a ridursi nella carenza di ferrontmeeaumenta negli stati infammatori.

L’anemia nelle malattie inflammatorie intestinali

Le malattie inflammatorie intestinali (InflammatdBpwel Disease, IBD) sono un gruppo di patologie
ad eziologia multifattoriale che comprende il ModicCrohn (MC), la Colite Ulcerosa (CU) e le Coli-
ti Indeterminate, sottogruppo che comprende québ 1D pazienti le cui caratteristiche cliniche ed
anatomopatologiche non permettono di escludera d&agnosi di MC né quella di CU.

L'anemia € tra le piu frequenti manifestazioni eittestinali delle malattie infiammatorie intestina
viene riscontrata con una prevalenza variabild 6% ed il 74% dei casi a seconda delle diversistia
che riportate in letteratura [1]. In base alla wigfone della WHO, un paziente viene considerataran

co in presenza di un valore di emoglobina inferede® g/dl nelle donne e a 13 g/dl negli uomini [2]
L'eziologia dell'anemia nelle IBD e multifattorialessendo i principali meccanismi coinvolti la
carenza di ferro e la flogosi cronica, anche sedeenze di acido folico e vitamina B12 e
I'impiego di farmaci potenzialmente mielotossicinm@ un ruolo in una percentuale significativa
di pazienti. Nei processi infammatori cronici veestimolata la produzione di citochine che, at-
traverso meccanismi diversi (blocco degli scambi fdrro fra i diversi compartimenti
dell’organismo, inibizione delle capacita di creace differenziazione dei progenitori e dei pre-
cursori eritroidi), inibiscono I'eritropoiesi. Allaarenza di ferro contribuiscono diversi meccani-
smi, quali le perdite ematiche intestinali nelleliséi malattia, il sanguinamento gastrico associato
all’'uso di farmaci gastrolesivi ed il malassorbirteedi ferro favorito dalla flogosi stessa.

Principali problematiche nella diagnosi differenzi@ dell’anemia nelle IBD

La diagnosi di anemia da carenza di ferro (IDApasa sulla presenza di emoglobina, MCV, MHC,
sideremia e ferritina ridotti, e recettore soluldidla transferrina e TIBC aumentati, mentre layda

si di anemia da malattia cronica (ACD) sulla preseti emoglobina, sideremia e TIBC ridotte, MCV
normale nelle fasi iniziali quando si ha solo imibhe dell’eritropoietina, e ridotto quando si agao

la deplezione di ferro [3-4]. La diagnosi differ@le tra anemia da carenza di ferro (IDA) e da in-
fiammazione cronica (ACD) nei pazienti affetti dalattia infiammatoria intestinale pud risultare-par
ticolarmente difficoltosa, poiché spesso entrambetcanismi patogenetici contribuiscono all'anemia
nel medesimo paziente. Gli usuali criteri discrianiti come la ferritina o la saturazione della tfans
rina risultano poco attendibili, essendo influendatambedue le componenti patogenetiche e non cor-
rispondendo all’effettivo stato dei depositi dirfedell’organismo[3].

- 344 -



Boll Soc Med Chir Pavia 2013;126(2):343-348

La determinazione del meccanismo fisiopatologicgpoasabile dell’anemizzazione di un paziente
riveste un’'importanza fondamentale nella sceltapeutica: infatti, se nell’anemia da carenza diofer
la supplementazione marziale e imprescindibilelar@mia da infammazione cronica sarebbe da
evitare, dato che non si ha un’effettiva deplezideiedepositi di ferro.

E attualmente oggetto di studio il ruolo del dosagtgll'epcidina sierica per la diagnosi differesiei

tra i due tipi di anemia [5]: I'espressione di efdca viene infatti inibita quando diminuisce lapbs
nibilita di ferro, e viene al contrario indottadaso di infiammazione cronica [6-7].

Epcidina ed omeostasi del ferro

L'epcidina & una proteina di fase acuta costitd#®5 aminoacidi, scoperta in modo indipendentieeda
laboratori nei primi anni del 2000 [8-9'epcidina si lega alla ferroportina espressa soilEmbrana
cellulare enterocitaria e macrofagica, attivando nueccanismo di fosforilazione che ne determina
I'internalizzazione, 'ubiquitinazione e quindi tiegradazione nell’endosoma [10]. Rimuovendo la fer-
roportina dalle membrane cellulari degli enterogitlai macrofagi contententi il ferro derivato ddh-
gocitosi dei globuli rossi senescenti, I'epcidimpéedisce I'immissione in circolo del ferro [11].

La carenza di ferro determina attivazione dellaripi@si 2, che scinde il legame dell’emojuveling da
la membrana cellulare. L'emojuvelina solubile iteatoncentrazioni inibisce la via del BMP, con
conseguente riduzione dei livelli di epcidina. learbportina enterocitaria e macrofagica non viene
quindi degradata e maggiori quantitativi di feremgono assorbiti e recuperati.

La citochina IL6, prodotta nel corso di vari prasiemfiammatori cronici, si lega ad un recettore di
membrana espresso a livello delle cellule bersaglim cooperzione con la Janus chinasi JAK, attiva
STAT3, che a livello nucleare determina aumenttadehscrizione del gene dell’'epcidina [12-13]. Au-
mentati livelli di epcidina determinano degradaeiatella ferroportina enterocitaria e della ferrdipar
espressa dalle cellule di deposito, con consegtidoti assorbimento e sequestro di ferro enddeed.

Scopo del lavoro

In questo lavoro abbiamo dosato i livelli di epealinel siero di pazienti affetti da malattia infraatoria
intestinale ed in un gruppo di soggetti di contralllo scopo di determinare i fattori che influamzalivel-
li sierici di epcidina nelle malattie infiammatoiigestinali e valutare la possibilita di utilizedfepcidina
per discriminare i casi di anemia da flogosi dai daanemia dovuta a carenza di ferro associttgasi.

Materiali e metodi

Abbiamo studiato 54 pazienti con IBD, di cui 22etif da MC e 32 con RCU. Lo studio ha inoltre
valutato, come controlli, 12 soggetti sani e 13igraz anemici affetti da anemia da carenza di ferro
da deficit di vitamina B12 o di acido folico, ins#siza di flogosi o insufficienza renale presenza di
anemia e stata definita da un livello di Hb<13.@Lghei maschi e <12.0 g/dL nella popolazione fem-
minile [2]. | pazienti non erano arruolabili nello studio sketif da altre patologie in grado di determi-
nare anemia o di interferire con I'eritropoiesiqpkasie, precedenti trattamenti chemioterapicidiora
terapici, connettivopatie, infezioni, insufficienzanale).Oltre al’esame emocromocitometrico per
individuare la presenza di anemia, i pazienti &fti IBD ed il gruppo di pazienti anemici non dife
da IBD sono stati sottoposti a determinazione deglici infiammatori, VES e proteina C reattiva
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(PCR) e a dosaggio di vitamina B12 e acido folioocgso di anemia macrocitica). In tutti i pazienti
nei controlli stato del ferro ed eritropoiesi sostati valutati mediante determinazione di sideremia
transferrina, TfSat, ferritina sierica, recettooubile della transferrina (sTfRc) ed eritropoietifE PO).

Risultati

Tra i 54 pazienti con IBD, 27 avevano malattia asd attiva e 26 erano anemici (2 pazienti con
anemia moderata, tutti gli altri con anemia lievEa i pazienti anemici con IBD, 9 avevano IDA,
7 ACD, 4 carenza di ferro associata a flogosi; pigrati avevano anemia a diversa eziologia (2 da
carenze vitaminiche, 4 a patogenesi non determjin@ta i pazienti anemici non affetti da IBD,
'anemia era determinata da carenza di ferro (8 cdsficit di acido folico o vitamina B12 (3 ca-
si) o da recente sanguinamento gastrointestinatagh.

Non abbiamo riscontrato differenze significative Ineelli di epcidina sierica tra controlli (voloati
sani e pazienti anemici non affetti da IBD) e patiaffetti da IBD.

Nelle IBD I'epcidina era piu elevata nei paziermincmalattia attiva rispetto ai pazienti con malat-
tia in fase di quiescenza (6.68+9.81 nM e 2.77+hlW rispettivamente, P=0.0295), mentre non
abbiamo riscontrato differenze significative trazigati anemici e non anemici; tuttavia, conside-
rando i soli pazienti anemici, i livelli di epcidintendono ad aumentare significativamente pas-
sando dal gruppo di pazienti con IDA, al gruppo dbA + ACD, al gruppo con ACD pura
(1.55+3.00 nM, 3.59+£5.64 nM e 14.77+13.90 nM rispp@imente, P=0.0229; Figura 1).

Utilizzando un cut-off della concentrazione di efpca sierica pari a 2.0 nM, 1'85% dei pazienti con
carenza di ferro presenta una concentrazione anéeal cut-off, mentre I'86% dei pazienti con ACD
senza carenza di ferro ha una concentrazione supédfiabella 1). Anche i pazienti con IBD non a-
nemici, ma con carenza di ferro, avevano epcidindgassa rispetto ai pazienti con IBD non anemici
e senza carenza di ferro (0.85+0.54 nM e 4.42+5M/1P=0.0490).

Nei pazienti con IBD I'epcidina sierica correlamficativamente con la proteina C reattiva (r=0.333
P=0.0095), ma non con la velocita di sedimentaziniteocitaria. Sia nei controlli che nei pazienti
con IBD abbiamo trovato correlazioni significativa epcidina e ferritina sierica (r=0.660, P<0.0001
transferrina (r=-0.471, P=0.0002) e recettore stduttella transferrina (r=-0.439, P=0.0005). Non
c'erano invece correlazioni significative tra epoealed eritropoietina sierica o TfSat. All'analisil-
tivariata ferritina sierica, sTfRc e PCR mantenevincorrelazione con I'epcidina nei pazienti affet
da IBD, mentre tra i controlli solo la ferritinaesica risultava ancora correlata con I'epcidina.

Discussione

| risultati ottenuti confermano ed estendono daééi gportati in letteratura sul comportamento
dell'epcidina in generale e nelle IBD in particadarViene confermata la correlazione
dell’epcidina con la PCR [14] e con la ferritinarisa [15], espressione della dipendenza della
produzione di epcidina dallo stato inflammatoridl’deganismo e della correlazione tra livelli di
epcidina e ferro presente nei depositi. L’assenzzodelazione tra la concentrazione di epcidina
e l'eritropoietina, e la contemporanea presenzandi correlazione inversa significativa con il
sTfRc sembrano indicare che la regolazione deltapzione dell’epcidina e degli scambi di ferro
nell’organismo dipendono piu dal fabbisogno di éeper I'eritropoiesi, espresso dai livelli del
sTfRc, che dal grado di stimolazione dell’eritropsiistessa da parte dell’eritropoietina.
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Sia tra i pazienti con IBD che tra i controlli I'eidina correla inversamente con la transferrina-qu
sto risultato concorda con quanto gia evidenziaiahalisi di un’ampia casistica (oltre 2900 vo-
lontari) nella quale e stato dimostrato che laltotan binding capacity, espressione diretta della
concentrazione di transferrina nel siero, costitelimsieme alla ferritina sierica un parametro bio-
chimico predittivo, nella popolazione generale Jalebncentrazione di epcidina nel siero [16]. | no-
stri risultati differiscono, invece, da quelli rigiati da Arnold et al (2009) [17], che nelle IBDrimo
riscontrato livelli di epcidina inferiori rispettai soggetti normali, anche in assenza di carenza di
ferro, e non hanno trovato alcuna correlazioneepeidina e sTfRc. Oustamanolakis et al [15], al
contrario, hanno trovato valori di epcidina mediateepiu elevati nei pazienti con IBD rispetto ai
controlli sani. L’eterogeneita dei risultati descré probabilmente dovuta a 2 fattori principat,
particolare al fatto che il dosaggio dell’'epcidiman sia ancora pienamente standardizzato e
all'eterogeneita delle popolazioni di pazienti saie, anche nelllambito di una stessa patologia.

Conclusioni

Nella maggior parte dei nostri pazienti con caredizéerro la concentrazione dell’epcidina é in
grado di discriminare questi pazienti dai pazieai ACD, per cui dal punto di vista diagnostico
il dosaggio dell’epcidina pud essere utile per ooeetta diagnosi differenziale della patogenesi
dell'anemia nelle IBD e, potenzialmente, in altralattie infiammatorie croniche. Sulla base dei
nostri dati, nei pazienti con anemia da carenZemo associata a flogosi I'effetto della carenza d
ferro sembra prevalere rispetto a quello dell'infraazione e la concentrazione di epcidina nel
siero e bassa. Tuttavia, il numero di pazienti afgpeenti a questo gruppo € piccolo (4), per cui
non & al momento possibile trarre conclusioni dgfie sull’argomento.

Tabelle e figure

Tabella 1. Concentrazione dell’epcidina nel sieroa diversi gruppi di soggetti studiati.

Soggetti studiati (N°) Epcidina sierica (nM)
IBD non anemic{28) 3.49+4.90
IBD anemic (26)
IDA (9) 1.55+3.00
IDA + ACD (4) 3.59+5.64
ACD (7) 14.77+13.90
Altre anemie (6) 3.09+3.26
Controlli non anemic{12) 3.80+3.03
Controlli anemici(13) 2.52+3.82
IDA (8) 1.18+1.99
Non IDA (5) 5.66+4.87
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Epcidina sierica nei pazienti anemici con IBD
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Figura 1. Livelli di epcidina in IDA, IDA con ACD e ACD pura.

Bibliografia

1. Gasche C, Kulnigg S. Intravenous iron in Inflammgatoowel diseaseSeminars in Hematolog3006;43:518-S22.

2. Blanc B, Finch C, Hallberg L et al. Nutritional @naias. Report of a WHO Scientific GroMgHO Tech Rep S&068;405:1-40.

3. Stein J, Hartmann F, Dignass AU. Diagnosis and rgangnt of iron deficiency anemia in patients wiDl
Nat Rev Gastroenterol Hepat2D10;7:599-610.

4. Punnonen K, Irjala K, Rajamaki A. Serum transfem@iceptor and its ratio to serum ferritin in thaghosis of
iron deficiency.Blood 1997;89:1052-1057.

5. Coyne DW. Hepcidin: clinical utility as a diagnostiml and therapeutic targé€idney Int2011;80:240-244.

6. Theurl I, Aigner E, Theurl M et al. Regulation obir homeostasis in anemia of chronic disease amddediciency
anemia: diagnostic and therapeutic implicati@ieod 2009;113:5277-5286.

7. Munoz M, Villar |, Garcia-Erce JA et al. An updaie iron physiologyWorld J Gastroentera2009;15:4617-4626.

8. Park CH,Valore EV, Waring AJ et al. Hepcidin, a urinary imitcrobial peptide synthesized in the liver.
Biol Chem2001;276:7806-7810.

9. Krause A,Neitz SE, Magert HJ et al. LEAP-1, a novel highigufide-bonded human peptide, exhibits anti-
microbial activity.FEBS Lett2000;480:147-150.

10. Laftah AH,Bala R, Simpson RJ. Effect of hepcidin on intestirai absorption in miceBlood 2004;103(10):3940-3944.

11. Mena NP,Esparza A, Tapia V et al. Hepcidin inhibits apié¢adn uptake in intestinal cellsAm J Physiol
Gastrointest Liver Physiad2008;294:G192-198.

12. Ganz T, Nemeth E. Iron sequestration and anenii@lammation Semin Hematd®009;46:387-393.

13. De Domenico |, Lo E, Ward DM et al. Hepcidin-indddaternalization of ferroportin requires bindingdacooperative
interaction with Jak2Proc Natl Acad Sci US2009;106:3800-3805.

14. Semrin G,Douglas S, Fishman MD et al. Impaired intestinahiabsorption in Crohn’s disease correlates withatie
activity and markers of inflammatiomflamm Bowel Di2006;12:1101-1106.

15. Oustamanolakis PKoutroubakis IE, Messaritakis | et al. Serum heptidnd prohepcidin concentrations in
inflammatory bowel diseas&ur J Gastroenterol Hepat@011;23:262-268.

16. Galesloot TE,Vermeulen SH, Geurts-Moespot AJ et al. Serum hépciteference ranges and biochemical
correlates in the general populatiddlood 2011;117:€218-e225.

17. Arnold JSangwaiya A, Bhatkal B et al. Hepcidin and inflantorg bowel disease: dual role in host defense

and iron homoeostasi&ur J Gastroenterol Hepat@009;21:425-429.

- 348 -



