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RESUMEN

Introduccion. La pro-hepcidina (pro-HEP) es el precursor de la Hepcidina, hormona
reguladora de la homeostasis del hierro y mediadora de la Anemia de la Enfermedad
Crénica (ejemplo Artritis Reumatoidea). Objetivos: 1) determinar los niveles séricos de
pro-HEP en pacientes anémicos con Artritis Reumatoidea (AR) y en un grupo control
2) Comparar los niveles de pro-HEP en pacientes con AR ferropénicos, no
ferropénicos y grupo control 3) Correlacionar los niveles de pro-HEP con la
hemoglobina, ferritina y velocidad de sedimentacion globular (VSG). Materiales y
Métodos: estudio transversal de casos y controles. Pacientes: 12 mujeres adultas
con AR. Grupo control: 14 mujeres sanas. Se realizé: cuantificacion de pro-HEP
sérica, Hemograma, Reticulocitos, Ferremia, Capacidad Total de Fijacion del Fe,
Ferritina y VSG. Resultados: Los Niveles de pro-HEP en pacientes con AR
(155,3ng/mL+103,7ng/mL) no mostraron diferencia significativa con el grupo control
(222,8ng/mL+79,8ng/mL), p=0,073. Al comparar los niveles de pro-HEP entre AR
ferropénicos (n= 7, 142,7 ng/mL +110,67 ng/mL), AR no-ferropénicos (n= 5, 172,9
ng/mL = 102,77 ng/mL) y el Grupo Control (n= 14, 222,87 ng/mL +79,87 ng/mL) no
hubo diferencia significativa, p=0,19. Los valores de pro-HEP no se correlacionaron
con los de ferritina (r=0,09, p=0,78), ni VSG (r=0,19, p= 0,57), como asi tampoco con
la Hemoglobina (r= 0,22 p= 0,50). Conclusién: Los pacientes AR no presentaron
niveles aumentados de pro-HEP, no mostraron correlacién significativa con la
hemoglobina ni los marcadores de la inflamacion evaluados. La pro-HEP no evidencié
determinada por esta metodologia ser la mediadora de la anemia en los pacientes

estudiados.
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INTRODUCCION

La Artritis Reumatoidea (AR) ha servido como modelo para estudiar la Anemia de la
Enfermedad Cronica (AEC) (1-2). A nivel mundial la AEC se ubica en segundo lugar,
después de la anemia ferropénica y es la anemia mas frecuente en los pacientes
hospitalizados (2). De alli la importancia en tratar de esclarecer los mecanismos
involucrados en su etiologia, su diagndstico y prevencion. Numerosos trabajos
postulan a la Hepcidina (HEP) como mediador responsable de la AEC (3-5). La HEP
se aislé por primera vez en orina y su cuantificacion en sangre se ha visto limitada por
la falta de métodos analiticos para tal fin (6). Desde el afio 2004 se cuenta con
métodos diagndsticos que determinan en suero su precursor la pro-HEP, prohormona
de 84 aminoacidos. Este es sintetizado en el higado, se distribuye en el plasma y
excreta por orina (7). En la AR hay aumento de citoquinas proinflamatorias como
Interleuquina (IL)-1, IL-6, Factor de Necrosis Tumoral (FNT)-a que no puede ser
contrarrestado por las citoquinas anti-inflamatorias como la IL-1Ra y la IL-10,
ocasionando la inflamacion crénica caracteristica de esta enfermedad (8). Dentro de
los mediadores de la inflamacion estaria la HEP que ademas actuaria como
reguladora del metabolismo del hierro (Fe) (9-11). La presencia de anemia en
pacientes con AR activa, es la manifestacién sistémica mas frecuente, y puede
coexistir con déficit de Fe. De hecho, entre un 30% a 50% de los pacientes podrian
presentar anemia y el 15% de ella podria ser ferropénica, generalmente asociada a
pérdidas sanguineas gastrointestinales por la ingesta de farmacos antiinflamatorios
(12-14). En la AR la eritropoyesis requiere una cantidad de Fe mayor a la disponible en
plasma, y a ese “disbalance” se atribuiria al aumento de HEP, el cual seria
responsable de reducir la liberacién del Fe de depésito y su absorcion (2, 10,14-16).

El objetivo del presente estudio fue determinar los niveles séricos de pro-HEP en
pacientes anémicos con AR y un grupo control, comparar los niveles de pro-HEP en
pacientes con AR ferropénicos, no ferropénicos y grupo control y correlacionar la
pro-HEP con los niveles de hemoglobina (Hb), ferritina y velocidad de sedimentacion
globular (VSG).



MATERIALES Y METODOS:

Se realiz6 un estudio transversal de casos y controles.

Pacientes: Se incluyeron 12 mujeres anémicas, entre 40 y 78 afos, con diagnostico
de AR segun criterios ACR/EULAR 2010 (17), admitidas en el Servicio de
Reumatologia del Hospital Nacional de Clinicas entre febrero de 2011 y agosto de
2012. Se considerd presencia de anemia cuando el valor de Hb fue < 12 g/dL. Este
grupo se subdividié en dos, (A) anemias ferropénicas, cuando el indice de Saturacién
de la Transferrina (IST) fue menor al 15% y (B) no ferropénicas cuando el IST estuvo
entre 20-55%. En el grupo control participaron 14 mujeres voluntarias saludables, sin
AR, ni otra patologia autoinmune y sin sintomas de enfermedad al momento de la
toma de la muestra. Este protocolo de trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Nacional de Clinicas. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado. A las muestras de sangre, anticoaguladas con EDTA K3, de las pacientes y
grupo control se les realizaron las siguientes determinaciones: hemograma completo
(Coulter T 660), recuento de reticulocitos por método manual, y la muestras
anticoaguladas con citrato de Na (3.8%) VSG por método manual y citrato de Na
(3.2%) cuantificacion de fibrindgeno por método gravimétrico. Se empled suero para la
cuantificacién de ferritina sérica (método Inmunoturbidimétrico, Autoanalizador Cobas
6001 de Roche), sideremia y capacidad total de fijacion de Fe (TIBC) por método
automatizado que utiliza Ferene como cromoégeno (Dimension de Siemens).

Cuantificacién de Pro-hepcidina Luego de la coagulacion a temperatura ambiente, la

muestra de sangre se centrifugdé 10 minutos a 4000 rpm y a 4°C. Los sueros se
conservaron a -20°C hasta el momento de su procesamiento. Se utilizd un
enzimoinmunoensayo (EIE competitivo) (Hepcidin Prohormone ELISA, DRG
Instruments GmbH, Marburg, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente: se incubaron los estandares, el control y las muestras con prohepcidina
biotinilada. Se procedié al lavado y agregado de streptavidina conjugada a peroxidada,
se lavé nuevamente y se adiciond el sustrato de la enzima (3'3’5’5’tetrametilbencidina).
Después de esta Ultima incubacion se frend la reaccion con &cido sulfurico (H,SO,)
leyendo el producto final a 450 nm con lector de microplacas Sirio S (SEAC, RADIM,
Roma, ltalia). Finalmente, se graficé una curva estandar de densidad 6ptica (DO) vs
concentracion (ng/mL) para el calculo de la concentracion de pro-HEP con el estandar
provisto. La intensidad del color desarrollado es inversamente proporcional a la

concentracioén de la pro-HEP en la muestra.



Analisis estadistico: Para los calculos estadisticos se utilizé el programa MedCalc
version demo. Los niveles de pro-HEP entre pacientes con AR y grupo control, se
compararon a través de test t de Student de muestras independientes. La comparacion
de los valores de pro-HEP entre pacientes ferropénicos (A), no ferropénicos (B) y
grupo control se realizd a través de ANOVA de una via. Para los analisis de
correlacion se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson. Se consideraron

estadisticamente significativa un p < 0,05. Los valores fueron expresados como Media

+ DS.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los parametros hematolégicos en los pacientes con AR.

Tabla 1. Parametros hematolégicos en pacientes con Artritis Reumatoidea.

Parametro Valor obtenido Rango Valores de
(n=12) (media £ DS) Referencia
Hb (g/dL) 95+1,9 59-11,3 12.0-14,5
VCM (fL) 80,5+ 12,1 65,9 - 96,4 80,0-99,0
HCM (pg) 252+53 19,3 - 33,9 27,0-31,0
Fe (ug/dL) 39 + 26 8-93 37 — 145
TIBC (pg/dL) 343+ 114 242 - 570 259 — 400
IST (%) 13129 2-25 20-55
Reticulocitos(x10%/L) 50 + 38 10 — 140 25-75

n: numero de muestras; DS: desvio estandar; Hb: hemoglobina; VCM: volumen
corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; Fe: sideremia; TIBC:

capacidad total de fijacion del hierro; IST: porcentaje de saturacién de la transferrina.

Se incluyeron como marcadores de inflamacion, la VSG, la ferritina y el fibrinégeno.
Los resultados se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Marcadores de inflamacién en pacientes con Artritis Reumatoidea.

Parametro Valor obtenido Valores de

Rango
(n=12) (media = DS)

Referencia




VSG (mm/h) 34 + 32 9-107 M:0-15

Ferritina (ng/mL) 92+ 111 5-365 5-277 *

Fibrinbgeno (mg%) 363 + 81 264 - 540 200 - 400

n: nuamero de muestras; VSG: velocidad de sedimentacion globular. (*) Post

menopausia

En la Tabla 3 se muestran los valores obtenidos de pro-HEP del grupo de pacientes

con ARy el grupo control.

Tabla 3. Concentracion de pro-Hepcidina Sérica en AR y Grupo Control.

Pacientes
Grupo Control (n=14)
ProHepcidina _ (n=12)
(media £ DS) .
(media = DS)
expresada en ng/mL 222,8+ 79,8 155,3 + 103,7
Rango 137,1-422,3 13,4— 350,3

No se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon

los niveles de pro-HEP entre los pacientes AR y el grupo control (p=0,073), (Figura 1).
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Figura1: Niveles de proHepcidina (proHEP) en pacientes con

artritis reumatoidea (AR) y controles saludable (CS). Test ¢
de muestras independientes, p=0,073 , n.s.=no significativo

Tampoco se hallaron diferencias significativas entre los niveles de pro-HEP de los AR




ferropénicos (n= 7, 142,67 ng/mL +110,60), AR no ferropénicos (n= 5, 172,92ng/mL +
102,71) y grupo control (n=14, 222,8ng/mL + 79,8 (p= 0,19) Figura 2.
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Figura2: valores de proHEP en pacientes con AR ferropénicos,

AR no ferropénicosy control saludable (CS). Test de ANOVA de
unavia, p= 0,19, n.s.= no significativo.

En la Figura 3 se observa que los niveles de pro-HEP no se correlacionan con la

concentracion de Hemoglobina (r= 0,22, p= 0,50).
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Figura3: Correlacion entre Hemoglobinay proHepcidinaen
pacientes con AR. Coeficiente de correlacion de Pearson
r=0,22, p=0,50.

Asimismo, tampoco se observo correlacion entre la pro-HEP con los indicadores de
inflamacion: fibrinégeno, ferritina y VSG; pro -HEP vs ferritina (r = 0,09 p=0,78),
pro-HEP vs VSG (r =0,19 p =0,57) y pro-HEP vs fibrindgeno (r= 0,47 p= 0,152).



Discusion

La cuantificacion de HEP y pro-HEP todavia no son parte de los analisis
especializados y menos aun de rutina que habitualmente se realizan en el laboratorio
bioquimico. En nuestro trabajo cuantificamos la pro-HEP y no obtuvimos diferencias
significativas entre los valores de pro-HEP en los pacientes con AR respecto al grupo
control. Cuando dividimos los pacientes AR en ferropénicos y no ferropénicos la
concentracion de pro-HEP fue menor en los AR ferropénicos que los no ferropénicos,
pero al analizar los datos estadisticamente estas diferencias no fueron significativas.
Con respecto a los indicadores de la inflamacién no obtuvimos correlacion significativa
entre pro-HEP vs ferritina, vs VSG ni vs fibrindgeno. Numerosos trabajos
(3,8,15-16,18-19) mencionan que en pacientes con procesos inflamatorios crénicos
como la AR los niveles de HEP son superiores a los valores normales y hay
correlacion entre la HEP vy ferritina, a mayor concentraciéon de HEP mayor nivel de
ferritina sérica. El aumento de la HEP indicaria un proceso inflamatorio crénico y si hay
anemia podriamos decir que la misma esta asociada a un proceso cronico AEC
(1,13-16,20). Sin embargo nuestros resultados no coincidieron con dichos hallazgos.
Esta discordancia podria atribuirse a que determinamos pro-HEP y no HEP. Ademas,
es probable que nuestro grupo de pacientes en el momento en que se tomaron las
muestras hayan tenido comorbilidades (hipertensién, enfermedad cardiaca) que
pudieron influir en los valores encontrados. Otros factores podrian explicar la falta de
correlacion entre la pro-HEP y parametros inflamatorios, asi como en el estudio
publicado por Rivera y col (21) hallaron una Vida %2 corta de la HEP informada esto
podria suceder con la pro-HEP. Si tenemos en cuenta el trabajo de Sasu y col (22)
que postula que la pro-HEP seria un analito inestable en suero y que la conservacion y
manipulacién de las muestras podria causar variabilidad en los resultados, esto podria
también justificar nuestros resultados. Dado el difundido empleo del kit de pro-HEP
para cuantificar la HEP en suero, Sasu y col en 2010 (22) realizaron un estudio de
comparacion de métodos y demostraron que la cuantificacion de pro-HEP con el kit
DRG no es un método confiable para cuantificar HEP sérica. Por otra parte, Taheri y
col en 2015 (23), estudiando pacientes en dialisis no encontraron correlacién entre la

concentracion sérica de pro-HEP vy la HEP. Igualmente Roe et al en 2007 (24), afirmd



que la pro-HEP no es un marcador util para el diagndstico clinico y Brookes et al. 2005
(25), encontraron que es posible que el anticuerpo empleado para detectar la pro-HEP
sérica reconozca un precursor no funcional de la HEP y no su forma activa. La
conclusioén de nuestro trabajo es que la pro-HEP no evidencio, determinada por esta
metodologia (Kit DRG para la cuantificacion de la prohormona) ser la mediadora de la
anemia en los pacientes estudiados, dado que los pacientes con AR no presentaron
niveles aumentados de pro-HEP, ni mostraron correlacion significativa con la
hemoglobina ni los marcadores de la inflamacion evaluados.

Por esta razén, a pesar del enorme interés en el rol que desempefa la HEP, |a falta de
métodos confiables para su cuantificacién ha restringido la cantidad y calidad de datos
publicados (23,26). Lo cual, pone en evidencia la urgente necesidad de desarrollar un
método confiable y exacto para cuantificar la forma circulante de la HEP, que pueda

emplearse tanto para el diagnéstico clinico como para investigacion.
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