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RESUMEN

En el suero el hierro puede encontrarse en dos formas principales: unido a la transferrina
(Fe3+) y como hierro libre (Fe2+ y Fe3+), este Ultimo llamado hierro no ligado a transferrina (por sus siglas
en inglés non transferrin bound iron - NTBI). El NTBI produce radicales de oxigeno reactivos que
pueden causar oxidacién de proteinas y dafios en el ADN, entre otros. Es por esto que mantener niveles
bajos de NTBI es esencial. En Guatemala se han realizado estudios donde se ha encontrado una
relacidn entre la administracién de sulfato ferroso y los niveles de NTBI en el suero, asi como un patréon
en las mujeres de formar 3.5 veces menos NTBI que hombres suplementados con la misma dosis.

Estas diferencias pueden deberse al estado de hierro o diferencias entre sexos.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto sobre la concentracion de NTBI y de
hierro sérico que tiene una dosis Unica de 100mg de sulfato ferroso en hombres y mujeres
guatemaltecas con reservas de hierro inferiores (ferritinas menores a 30ug/dL) o superiores (ferritinas
mayores a 70ug/dL). Se utilizé una muestra de 40 sujetos (10 hombres y 10 mujeres con reservas de
hierro superiores y 10 hombres y 10 mujeres con reservas de hierro inferiores) para realizar las
comparaciones en funcién de las reservas de hierro y el sexo. Para cuantificar la concentracién sérica
de NTBI se utilizé un analisis fluorométrico, en el cual se midid la fluorescencia de una misma muestras
con dos reactivos. Se calcul6 la razén de fluorescencia con ambos reactivos, a partir de esta y por
medio de una curva de calibracién se determind la concentracion. Antes de realizar dicho analisis fue

necesario montar y calibrar el método en Guatemala.

Se encontrd una diferencia significativa en la concentracion de hierro sérico entre hombres y
mujeres con reservas de hierro superiores, pues las mujeres con reservas de hierro superiores
absorben como si sus reservas fueran inferiores. En cuanto al NTBI no se encontrd efecto de los
factores analizados. A partir del andlisis de correlacion realizado se encontr6 que las mujeres con
reservas de hierro superiores forman 2.33 veces menos NTBI que sus contrapartes masculinas, lo que
indica que existe algiin mecanismo protector en las mujeres con reservas de hierro superiores. Se
puede concluir que existe un efecto significativo de la interaccion reservas de hierro — sexo sobre la
concentracion de hierro sérico, y que existe una alta relacion entre los cambios de concentracion hierro

sérico y formacion de NTBI.
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Respuesta comparativa del hierro no ligado a transferrina (NTBI) al tratamiento con sulfato

ferroso en mujeres y hombres guatemaltecos con reservas inferiores y superiores de hierro
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En el suero el hierro puede encontrarse en dos formas principales: unido a la transferrina
(Fe3+) y como hierro libre (Fe2+ y Fe3+), este Ultimo llamado hierro no ligado a transferrina (por sus siglas
en inglés non transferrin bound iron - NTBI). El NTBI produce radicales de oxigeno reactivos que
pueden causar oxidacion de proteinas y dafios en el ADN, entre otros. Es por esto que mantener niveles
bajos de NTBI es esencial. En Guatemala se han realizado estudios donde se ha encontrado una
relacion entre la administracién de sulfato ferroso y los niveles de NTBI en el suero, asi como un patron
en las mujeres de formar 3.5 veces menos NTBI que hombres suplementados con la misma dosis.

Estas diferencias pueden deberse al estado de hierro o diferencias entre sexos.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto sobre la concentracion de NTBI y de
hierro sérico que tiene una dosis Unica de 100mg de sulfato ferroso en hombres y mujeres
guatemaltecas con reservas de hierro inferiores (ferritinas menores a 30ug/dL) o superiores (ferritinas
mayores a 70ug/dL). Se utilizé una muestra de 40 sujetos (10 hombres y 10 mujeres con reservas de
hierro superiores y 10 hombres y 10 mujeres con reservas de hierro inferiores) para realizar las
comparaciones en funcion de las reservas de hierro y el sexo. Para cuantificar la concentracion sérica
de NTBI se utiliz6 un andlisis fluorométrico, en el cual se midio la fluorescencia de una misma muestras
con dos reactivos. Se calculo la razon de fluorescencia con ambos reactivos, a partir de esta y por

medio de una curva de calibracién se determiné la concentracion.

Se encontrd una diferencia significativa en la concentracion de hierro sérico entre hombres y
mujeres con reservas de hierro superiores, pues las mujeres con reservas de hierro superiores
absorben como si sus reservas fueran inferiores. En cuanto al NTBI no se encontré efecto de los
factores analizados. A partir del andlisis de correlacion realizado se encontr6 que las mujeres con
reservas de hierro superiores forman 2.33 veces menos NTBI que sus contrapartes masculinas, lo que
indica que existe algiin mecanismo protector en las mujeres con reservas de hierro superiores. Se
puede concluir que existe un efecto significativo de la interaccion reservas de hierro — sexo sobre la
concentracion de hierro sérico, y que existe una alta relacion entre los cambios de concentracién hierro

sérico y formacion de NTBI.

Palabras Clave: Hierro no ligado a transferrina, andlisis fluorométrico, transferrina.
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.  INTRODUCCION

El hierro es esencial en la dieta, ya que tiene funcion biolégica que incluye desde la
produccion de eritrocitos hasta la sintesis de ADN. Para no causar dafio oxidativo, por su
capacidad de formar especies reactivas de oxigeno, este debe encontrarse unido a proteinas
de transporte y de almacenamiento. Al proveer suplementacién profilactica de hierro en altas
concentraciones, un alto porcentaje de este no se puede unir a la transferrina quedando como
hierro libre. Este es llamado hierro no ligado a transferrina(por sus siglas en inglés Non
transferrine bound iron NTBI), el cual puede tener efectos nocivos sobre la salud.(Harrison-
Findik, 2010; Hershko, 2007; Kolb, 2008). Se han realizado estudios previos con este método
por CeSSIAM, Guatemala con la colaboracion del laboratorio de Utrecht, Holanda para
determinar la concentracién de NTBI en hombres con reservas de hierro superiores y mujeres
con reservas de hierro inferiores. Dicho estudio mostré una relacion directamente proporcional

entre las concentraciones de hierro circulante y la concentracion de NTBI.

Este estudio pretende evaluar si el estado de hierro y el sexo son factores que
influyen o determinan la produccién de NTBI. Se trabaja con una muestra previamente
colectada por el grupo de investigacion de CeSSIAM, de 40 sujetos de estudio, provenientes
de Escuintla y Cuidad de Guatemala, formada por 20 mujeres, 10 con reservas de hierro
superiores y 10 con reservas de hierro inferiores; asi como con 20 hombres, 10 con reservas
de hierro inferiores y 10 con reservas de hierro superiores. El objetivo general de este estudio
es determinar los cambios en las concentraciones de hierro no ligado a transferrina (NTBI) y
hierro sérico en respuesta a la suministracion profilactica de sulfato ferroso que existen en
hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores y superiores, para poder asi determinar si
los cambios de concentracion de hierro sérico o NTBI eran significativamente diferentes entre
sexos o reservas de hierro. Por dltimo confirmar la relacion entre el hierro circulante y NTBI

que se observé en Schiimann, 2011.

A. Antecedentes

El hierro absorbido a través de los enterocitos proveniente de la dieta, suplementos
nutricionales o de alimentos fortificados, entra al torrente sanguineo y es ligado a una proteina
de transporte, la transferrina, lo cual evita la oxidacidon a nivel celular. No obstante, dicha
proteina tiene un limite de saturacion (porcentaje de saturacion de la transferrina) y por ello
hay una fraccion de este hierro que no esta ligado a esta proteina y es fijado someramente a
otras proteinas y aminoacidos (Beard, 2006). Esta forma de hierro circulante se conoce

como hierro no ligado a transferrina (NTBI). (Breuer, 2001).



La idea de comenzar las investigaciones con NTBI surge después de un estudio de
suplementacion a nifios de hasta 35 meses de la isla de Pemba en Zanzibar, la cual es un
area con alta prevalencia de anemia (75%) y endémica de malaria. Para tratar la anemia se
suplementd con hierro a los nifios, esto con el fin de mejorar su estado nutricional y se
esperaba que esto a la vez ayudara a que se sobrepusieran de la infeccién de malaria. Sin
embargo, no se determinaron las reservas de hierro previo a la suplementacion y los nifios
con reservas de hierro superior estuvieron una respuesta distinta a la esperada, se
incrementd el nimero de nifios hospitalizados y las tasas de mortalidad. Razén por la cual el
estudio se dio por concluido antes de completarlo. Después de analizar las causas del
incremento de hospitalizacién y mortalidad, se establecié que existen ciertos patdégenos
microbianos, especialmente los intracelulares y los que parasitan o consumen eritrocitos, que
tienen un requerimiento especifico y alto de hierro. Entre estos se encuentra el parasito
causante de la malaria, P. falciparum, el cual se beneficia por la presencia hierro no ligado a
transferrina. Se determind que al privar a estos microorganismos de acceder al hierro del
huésped, se reduce la virulencia de la infeccién; pero al suplementar al huésped con hierro
esta aumenta. Se determiné asi la causa por la cual los nifios agravaban después de la
suplementacion; lo que lleva a creer que existe un efecto adverso en la interaccion huésped —
parasito. (Sazawal, 2006; Schimann, 2011).

Después de la publicacion de lo sucedido en la isla de Pemba se comenzaron, en el
2006, estudios en CeSSIAM. Los primeros estudios realizados fueron de hierro libre y la
presencia de NTBI en el torrente sanguineo. Esta investigacion surge como una extension a
las investigaciones de la oxidacion producida al ingerir dosis terapéuticas y profilacticas de

hierro oral. (Schiimann, 2011). Los resultados obtenidos de estos estudios son:

1. Administracion entré 100 — 120mg de sulfato ferroso forma NTBI sérico

que puede cuantificarse.

2. Al administrar dosis de hierro profilacticas las concentraciones de NTBI
sérico aumentan. Se demostrd que existe correlacion entre las concentraciones de NTBI y los
niveles de hierro sérico pero con diferentes proporciones entre sexos, tal como se observa en
la Figura No.1

3. Se forma NTBI sérico cuando la saturacion de transferrina no es mayor
al 85%.



El primer estudio se llevé a cabo con hombres con reservas de hierro superiores, se
realiz6 un modelaje para replicar las condiciones de los nifios de la isla de Pemba. En este
estudio se buscaba determinar si existia una diferencia en la concentracion de NTBI sérico en
respuesta a la suplementacién con diferentes farmacos como fuente de hierro (sulfato
ferroso, NaFeEDTA y hierro polimaltosado) y en distintas dosis. De esta investigacion se
obtuvo que el sulfato ferroso es el que causa un mayor aumento en la concentracion de NTBI
sérico. Se realizé un segundo estudio con NTBI en CeSSIAM, utilizando como sujetos de
estudio a mujeres con reservas de hierro inferiores. Para ambos estudios se correlacioné la
concentracién de hierro sérico contra la concentracion de NTBI y se compararon entre si. En

la Figura No. 1 se puede observar dicha comparacion.

Figura No. 1. Relacién de la concentracidn sérica de hierro y la concentracion sérica de
NTBI, en mujeres con ferritinas inferiores (—) y un analisis secundario en hombres con
ferritinas superiores (== ), linea de regresion sobre impuesta. Los puntos observados

corresponden al estudio de mujeres con ferritinas inferiores n=120.
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(Tomada de Schimann, 2011).

Como se puede observar en la Figura No.1 ambos sexos muestran una misma
concentracion maxima de hierro plasmatico en respuesta a la suplementacién con hierro.
Asimismo se pudo determinar a partir de las pendientes de correlacién, 0.077 para hombres y
0.0225 para mujeres, que la respuesta de NTBI es aproximadamente 3.5 veces mayor en

hombres que en mujeres, aln cuando la fuente de hierro y las dosis fueron las mismas. Esto



no habia sido previsto y aln no se conoce la causa de dicho comportamiento, se cree existe
asociacién al sexo en donde las mujeres puedan poseer un mecanismo protector que
previene la formacién de NTBI. Por lo que surge la duda si dicha diferencia se debe al sexo o

bien al estado de las reservas de hierro de los sujetos de estudio. (Schimann, 2011).

Este estudio es un proyecto de CeSSIAM en extension a los anteriores y lo que
pretende es determinar si la diferencia observada en la respuesta de NTBI se debe al sexo o
al estado de hierro. Por lo que se va a comparar la respuesta de NTBI entre hombres y
mujeres con reservas de hierro inferiores (<30ug/dL) y reservas de hierro superiores
(>70ug/dL) al ser suplementados con 100mg de sulfato ferroso. Para determinar si existen
diferencias en los mecanismos de regulacion de la absorcion de hierro entre sexos y reservas

de hierro.

Ademas se desea analizar la produccién de hierro no ligado a transferrina como
efecto de suplementacion profilactica de hierro en hombres y mujeres con reservas de hierro
inferiores y superiores. Esto se realiza ya que los programas del Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social (MSPAS) proveen a la poblaciéon una dosis alta de sulfato ferroso, sin
realizar ensayos previos para evaluar los niveles séricos de hierro (anémicos y no anémicos)
de las personas que reciben el suplemento. Esto puede causar un aumento en las
concentraciones de hierro no ligado a transferrina (NTBI) y producir respuestas oxidativas
alteradas si la dosis se administra diariamente. El programa nacional da una suplementacion
a mujeres embarazadas y lactantes de 120mg de sulfato ferroso a la semana, que es mayor a

la que se suministrara para esta investigacion.

A. Objetivos

1. Objetivo general. Determinar el cambio en las concentraciones de hierro no
ligado a transferrina y hierro sérico en respuesta a la suministracion profilactica de sulfato
ferroso y las diferencias que existen ente hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores

y superiores.

2. Objetivos especificos
a. Determinar el cambio de concentracion de NTBI sérico con respecto al
tiempo después de la suplementacion con 100mg de sulfato ferroso a hombres y mujeres

guatemaltecos con reservas de hierro inferiores y superiores.



b. Determinar el cambio de concentracién de hierro sérico con respecto al
tiempo después de la suplementacion con 100mg de sulfato ferroso a hombres y mujeres

guatemaltecos con reservas de hierro inferiores y superiores.

c. Comparar el cambio en la concentracién de hierro sérico y NTBI sérico,
en hombres y mujeres guatemaltecos, por suplementacion con sulfato ferroso en relacion a

las reservas de hierro (inferiores y superiores).

d. Comparar el cambio en la concentracién de hierro sérico y NTBI por
suplementacion con sulfato ferroso, en hombres y mujeres guatemaltecos, en relacién al

SeXxo.

e. Determinar si existe relacién entre la concentracion de hierro circulante

y la formacion de NTBI

B. Justificacion

Se sigue linea de investigacién de CeSSIAM de NTBI, la primera investigacion realizada
en el 2006 se bas6 en el efecto negativo del tratamiento con hierro en poblaciones de nifios
con malaria en la isla de Pemba. Se cree que el efecto negativo de la suplementacion con
hierro se debe a que P. facilparum interactia con el hierro no unido a transferrina en el
eritrocito infectado, el cual se incrementa por suplementacién profilactica de hierro.
Originalmente CeSSIAM realiz6 un modelaje con adultos, con el que se buscé replicar la

situacion de la isla de Pemba.

Se quiere comprobar que el cambio de concentracion de NTBI se debe a la
suplementacién profilactica con sulfato ferroso y que dicho cambio esta relacionado con el
cambio en concentracién de hierro sérico. Asi como determinar si existe alguna diferencia
en los cambios de concentraciones de NTBI entre sexo o bien entre reservas de hierro. Se
cree que las mujeres tienen mecanismos protectores y el aumento de la concentracién de
NTBI no se da en la misma proporcién que en hombres, aunque esto no se puede afirmar
pues no existe evidencia suficiente. La idea de esta diferencia entre sexos se genera a partir
de estudios donde se ha observado que las mujeres tienen mecanismos de proteccion
contra algunas enfermedades (Orozco, 2012). Esto ayudara a clarificar los mecanismos de
regulacion del hierro, los cuales aun no son comprendidos en su totalidad y permitira

determinar si existen diferencias entre sexos.



IIl. MARCO TEORICO

A. Importancia y peligros del hierro en la salud, metabolismo,

transporte y almacenamiento del hierro.

El hierro es un metal de transicion que existe en dos estados de oxidacion segun su
valencia: forma reducida como hierro ferroso, Fe**, o en la forma oxidada como hierro férrico,
Fe®. Este tiene la capacidad de cambiar entre una forma y otra por medio de reacciones
redox, son estas las que lo hacen vital para la vida y le dan la capacidad de actuar en
sistemas bioldgicos. Entre sus funciones principales esta actuar como transportador de
oxigeno, como cofactor de métalo-enzimas ademas tiene un rol importante en la inmunidad
innata participando en la regulacion de las células fagociticas. Pero es esta misma habilidad
de participar en reacciones redox lo que lo hacen altamente peligroso, pues al cambiar entre
uno estado y otro se forman radicales libres y especies reactivas de oxigeno (por sus siglas
en inglés reactive oxigen species — ROS). Estas son citotoxicas y pueden causar dafio
oxidativo a macromoléculas, como peroxidacion de lipidos, oxidacion de aminoacidos,
fragmentacion de proteinas y dafios al ADN. A largo plazo pueden causar problemas mas
severos como cancer y diabetes. (Hershko,2007; Kolb, 2008; Marx,2002).La generacién de

este hierro toxico se ejemplifica en la Figura No. 2.

Figura 2. Formas moleculares toxicas de hierro en el plasma. Pueden derivarse de un
exceso de absorcion de hierro, una liberacién excesiva del sistema de macréfagos,

suplementacion con hierro o liberacién patolégica de hierro de ligandos seguros como

ferritina y hemoglobina.

(Tomada de Marx, 2002).
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Una de las principales fuentes de hierro es el de la dieta que se absorbe en el intestino
por medio del enterocito. El mecanismo de absorcion se detalla en la Figura No. 3. El
mecanismo de absorcién y transporte del hierro es altamente regulado para prevenir la
formacion de hierro téxico. Las proteinas de transporte previenen que el hierro pueda
participar en reacciones redox y que presente sus propiedades de oxidante, la principal
proteina de transporte es la transferrina. La transferrina hace al i6n férrico soluble, pues su
solubilidad en soluciones fisiolégicas es casi nula, y lo transporta a 6rganos o tejidos. Se
utiliza 2/3 del hierro absorbido para eritropoyesis y el resto es almacenado como ferritina.
(Breuer, 2000a; Ezquer, 2006; Hershko,2007; Kolb, 2008; Marx,2002; van der A, 2006).

Figura No. 3. Absorcidn del hierro por el enterocito. El hierro de la dieta es reducido en
el borde de cepillo del enterocito por medio de la reductasa férrica, Dcytb, antes de ser
transportado a la célula via DMT1. Los niveles de oxigeno y las reservas de hierro pueden
alterar la expresion de las proteinas de transporte, DMT1. El hierro que no es utilizado
inmediatamente se almacena como ferritina, al ser necesitado este se exporta a la
circulacién a través de la ferroportina (FPN1), en la membrana basolateral. Una vez en la
circulacién para lograr la unién del hierro a la transferrina se necesita una oxidasa férrica, en
este caso la hepaestina (Hp). El receptor de transferrina (TfR1) detecta la saturacion de la
transferrina con hierro y permite una regulacion de la expresion de la proteina DMT1. La
hepcidina, es una hormona reguladora secretada por el higado segin el estado férrico, esta
se une a la FPN1 causando su internalizacién y subsecuente degradacion, previniendo que
el hierro salga de la célula. La proteina de hemotocromatosis humana (HFE) regula la
expresidn de hepcidina y la interaccién entre el receptor de transferrina y la transferrina;

regulando asi la absorciéon de hierro. (Borch-lohnsen, 2009; Fuqua, 2012; Mufioz, 2009).

Circulacion Lumen

@ Ferritina
Fe” A ‘\Hierro DMT1

intracelular lahil

Hepcidina -_—
(regulacion sistémica) ______——— '::

(Modificada de Fuqua, 2012).



El hierro plasmatico en personas saludables se mantiene a niveles menores que los
niveles de saturacion de la transferrina, los cuales son alrededor del 20-30%. Esto permite
una regulacion de hierro bastante precisa en el organismo. Por el contrario si existe una alta
carga con hierro cierta cantidad de este hierro va a ligarse débilmente a otras proteinas o
aminodcidos, los ligandos mas comunes del hierro aparte de la transferrina son el citrato y a
albimina, o bien va a quedar como hierro libre en el torrente sanguineo. Todas estas formas
del hierro son altamente peligrosas por las propiedades oxidantes que presentan. Es por lo
mismo que existe un mecanismo de control entre la concentracion de hierro citosdélico y la
formacién de proteinas que regulan la absorciéon y el almacenamiento de hierro. Este
mecanismo de regulacidon se puede observar en la Figura No.3, donde se observan que
existen receptores de transferrina los cuales van a determinar la saturacion de ésta con
hierro y van a regular la expresion de las proteinas transportadoras de la membrana DMT1.
Una baja saturacion va a indicar que existen bajos niveles de hierro, lo que induce la sintesis
de mas proteinas de transporte, para aumentar la concentracion de hierro sérico y viceversa.
Ademas de esto existe la expresion de la proteina HFE la cual es una proteina atipica del
complejo de histocompatibilidad mayor y tiene un rol en el transporte y homeostasis del
hierro. Bajo condiciones normales este mecanismo de control y la expresion de esta proteina
previenen la acumulaciéon de hierro citosolico labil téxico; pero dicho mecanismo no es
suficiente bajo condiciones patolégicas o en personas con administracion de dosis altas de
hierro. La suplementacion con hierro resulta en la formacion de radicales hidroxilo toxicos y
pérdida de actividad enzimatica. (Breuer, 2000a; Ezquer, 2006; Hershko, 2007; Kolb, 2008;
Marx, 2002; van der A, 2006).

Una segunda fuente de hierro es el hierro de los macréfagos (ver Figura No.4), debido a
que destruyen a eritrocitos por estar atrofiados, tener cierta madurez o por la tasa del
remplazo. Los macréfagos tienen reservas de hierro, las cuales son expulsadas al torrente
sanguineo por medio de la ferroportina en forma ferrosa; esta debe ser transformada a su
forma férrica para poder ligarse a la transferrina y llegar a los diferentes drganos o tejidos
donde sea necesario. (Ezquer, 2006; Hershko,2007; Kolb, 2008; Marx,2002).

El hierro ya unido a la transferrina es transportado a la médula 6sea, en donde el
complejo hierro-transferrina entra en contacto con el eritroblasto por medio del receptor de
membrana TFR1, permitiendo que el hierro pueda entrar a la célula y pueda utilizarse para la
formacion de la hemoglobina de los eritrocitos. Este proceso de absorcion y transporte de

hierro se ejemplifica en la Figura No.4.



Figura No.4 Fuentes, absorcién y transporte de hierro. Se muestra el ciclo por el cual el
hierro es absorbido por el enterocito u obtenido de los macréfagos para poder unirse a la
proteina transportadora transferrina y ser llevada a higado para su almacenamiento o a la

médula 6sea para la formacion de eritrocitos. Se muestra como un ciclo ya que el hierro
utilizado para la formacion de los eritrocitos es recuperado cuando estos eritrocitos son

fagocitados y destruidos por los macréfagos y este hierro vuelve a estar disponible para su

uso.
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(Tomada de Nature, 2008).

Cuando se tiene una cantidad de hierro mayor a la necesaria para la produccion de
eritrocitos este forma reservas en el higado, llamadas ferritina. Estas moléculas tienen una
estructura globular en la cual el hierro es atrapado y guardado, una molécula de ferritina
puede contener hasta 40,000 atomos de hierro almacenados. La ferritina se va a sintetizar
en respuesta a la cantidad de hierro celular disponible, previniendo una intoxicacion por
exceso de hierro. La ferritina se utiliza cuando no se estd absorbiendo lo suficiente como
para cumplir con las necesidades del organismo. Esta puede agotarse casi por completo sin
que se presente una anemia, y puede llegar a ser hasta 20 veces mayores a lo normal sin
causar un dafio tisular. La absorcidon del hierro dependera del consumo de alimentos que

tengan hierro altamente biodisponible y se va a regular por las necesidades para la
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produccion de eritrocitos y las pérdidas que se puedan presentar. (Ezquer, 2006; Hershko,
2007; Kolb, 2008; Marx, 2002).

Existen dos maneras de pérdida de hierro corporal, la primera es por descamacion
epitelial la cual es proporcional a la cantidad absorbida diariamente. La segunda es por
pérdidas sanguineas. Pero ninguna de las anteriores constituyen una ruta para la excrecion
de hierro del cuerpo, por lo que las células deben controlar los niveles de hierro por
combinacion de  mecanismos  constitutivos  (transduccionales) e inducibles
(transcripcionales). (Ezquer, 2006; Hershko, 2007; Kolb, 2008; Marx, 2002). La ruta de

absorcion, distribucion y eliminacién del hierro se muestran en la Figura No.5.

Figura No. 5 Ruta de absorcion, distribucion y eliminacion del hierro. Como se observa
en condiciones normales, 10% del hierro es absorbido en el intestino, del cual 75% es
utilizado para eritropoyesis, entre 10-20% es almacenado y el resto se utiliza para otros
procesos. Aun cuando no existe mecanismo de excrecion de hierro del organismo, la misma

cantidad que se absorbe al dia se pierde por descamacion del epitelio intestinal.
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En la actualidad se han caracterizado muchas proteinas involucradas en la regulacion
del transporte y absorcion celular de hierro. La formacién de proteinas regulatorias de hierro
en respuesta a niveles de hierro citosélico en condiciones normales previenen acumulacion
de hierro citosolico labil toxico. (Hershko,2007) Pero el mecanismo de protecciéon de estas

proteinas puede no ser suficiente en situaciones como:

1. Condiciones hereditarias asociadas con funcion anormal de una o varias
proteinas regulatorias de hierro, lo cual puede causar acumulacién anormal de hierro

(hemocromatosis). (Hershko,2007)

2. Anemia “ligada a hierro” hereditaria o cronica adquirida asociada con sobredosis
de hierro causado por aumento inapropiado de absorcién de hierro y transfusiones

sanguineas (anemia sideroblastica). (Hershko,2007)

3. Envenenamiento agudo con hierro que causa una desregulacién en el

mecanismo de absorcion de hierro. (Hershko,2007)

4. Administraciéon de dosis profilacticas de hierro causando dafio a organelos. Se

presenta una toxicidad aguda hacia el hierro. (Hershko,2007)

B. Anemia

El estado de hierro debe mantenerse en balance, un exceso de hierro puede favorecer el
crecimiento y la patogenicidad de microorganismos. El hierro tiene un papel central en la
interaccién entre el hospedero y el patégeno (virus, bacterias y protozoarios), creando una
batalla entre el hospedero y el patégeno para su obtencién. Por otro lado un déficit en el
estado de hierro va a disminuir las funciones del huésped, principalmente la inmunidad, ver
Figura No. 4. (Prentice, 2008).

Existe una patologia en cuanto a la cantidad de eritrocitos saludables en circulacion, la
cual se puede deber a una alta tasa de destruccibn o bien una baja produccion de
eritrocitos. La cual se diagnostica por la cuantificacion hemoglobina, una proteina que
transporta oxigeno, y hematocrito, cuantifica la cantidad de glébulos rojos en relacién al
volumen plasmatico total. La anemia es un problema nutricional de alta importancia en
Guatemala, tiene varias causas entre las que se pueden mencionar: problemas hereditarios,
infecciones, exposicidon a ciertas toxinas o medicamentos, y deficiencias nutricionales de

hierro, siendo esta Ultima la mayor causa de los casos de anemia, alrededor de un 50%. Las
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deficiencias nutricionales estan directamente relacionadas con los niveles de desnutricién

en Guatemala. (Bunn, 2011)

Guatemala tiene la tasa mas alta de desnutricién crénica en Latinoamérica y el sexto
lugar a nivel mundial, segun la UNICEF. Un 49% de la nifiez se ve afectada por desnutricion
cronica. La prevalencia se duplica en nifilos mayas con un 69.5%, vs. nifios no mayas con
un 35.7%. Un 63% de la poblacién experimenta desnutricion aguda. La desnutricién aguda
es tres veces mayor cuando las madres no tienen educacién formal y cuando los embarazos

se dan muy seguidos. (Desnutricion infantil (Crénica y aguda) en Guatemala, 2008).

La principal deficiencia nutricional es de hierro, esta se debe a que existe una diferencia
entre la cantidad de hierro disponible para absorcion y un aumento en las necesidades de
hierro y las reservas de hierro estan vacias. En Guatemala la principal causa es la dieta la
cual combina dos factores: primero, el bajo consumo de fuentes de hierro altamente
biodisponible (como lo son el pescado y la carne) y segundo alto consumo de inhibidores de
la absorcién de hierro (como taninos, polifenoles y calcio presentes en el café y las tortillas).
Otra causa que se puede mencionar es la alta cantidad de infecciones parasitarias que
causan pérdidas sanguineas. La poblacién principalmente afectada son nifios menores de 5
afios por problemas en la ingesta alimenticia. Asi como mujeres en edad reproductiva,
quienes tienen pérdida sanguinea por el periodo menstrual, y mujeres embarazadas ya que
ellas no solo deben cumplir con sus necesidades de hierro si no también con las del feto en
desarrollo. Otro problema de alto impacto en Guatemala es la tasa de embarazos, causando
que las mujeres no terminen de recuperar sus reservas de hierro normales cuando debe
comenzar a suplir las de un nuevo feto en desarrollo. (Bunn, 2011). (Desnutricién infantil

(Crobnica y aguda) en Guatemala, 2008).

La presencia de anemia va a influir en la cantidad de hierro que se absorbe. Una
persona con anemia por deficiencia de hierro absorbe alrededor de 20mg de hierro por el
contrario una persona con deficiencia de hierro pero sin anemia absorbe Unicamente entre
1-2mg. (Meltzer, 2010).

C. Dano peroxidativo inducido por el hierro

El hierro libre en el torrente sanguineo tiene la habilidad de cambiar entre sus formas
guimicas por medio de reacciones redox, pero al oxidarse o reducirse forma radicales libres
de hidroxilo y oxigeno. Una forma de controlar la formacion los radicales libres altamente
reactivos formados a partir del hierro es por medio de antioxidantes celulares y plasmaticos

o bien modular la disponibilidad del hierro y permitir que se den Unicamente los roles
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fisiolégicos de los radicales libres seguros. Ademas del hierro los organelos celulares, la
mitocondria y los peroxisomas, producen ROS. Los niveles de las ROS se mantienen
controlados por reacciones que los convierten en subproductos no téxicos. En algunos
casos se pueden generar cantidades de ROS citotdxicas, principalmente por problemas
inflamatorios o estrés. Un exceso de ROS puede causar dafio oxidativo a las
macromoléculas entre los que se puede mencionar peroxidacién de lipidos, oxidacion de las
cadenas laterales de los aminoacidos (principalmente cisteina), formacién de enlaces
cruzados entre proteinas y oxidacion del esqueleto carbonado de los polipéptidos causando
en fragmentacion de proteinas, dafio al ADN y rupturas en la cadena de ADN. Esto a largo
plazo puede causar enfermedades como cancer, diabetes, problemas cardiacos, entre
otros. (Halliwell, 1992; Hershko,2007).

Se ha demostrado en estudios con ratas in vivo que la suplementacién con hierro causa
la formacion de radicales hidroxilo téxicos y la pérdida de la actividad de las enzimas de la
cadena respiratoria. (Kadiiska, 1995) Esto se puede deber a distintos mecanismos entre los

que encontramos:

1. Los radicales libres pueden causar un dafio peroxidativo a los componentes
lipidicos de la membrana mitocondrial ya que estan formados por una alta cantidad de
acidos grasos polinsaturados. Este dafio puede impedir el funcionamiento de la cadena

respiratoria (Richter, 1995).

2. La actividad enziméatica se puede perder por una modificaciéon en las proteinas
(principalmente el grupo amino de la lisina y los grupos sulfuldrilos) o un grupo aldehido
reactivo formado a partir de la peroxidacién de acidos grasos polinsaturados se va a unir

covalentemente a las proteinas (Houglum, 1990).

3. Los aminoéacidos se pueden convertir en derivados carbonilos lo que puede
llevar a una pérdida de su actividad catalitica y hacerlos susceptibles a degradacién
proteolitica. Esta conversion se da por especies reactivas de oxigeno formadas por la uniéon
del Fe (Il) al sitio de unibn de metales de una enzima de la cadena respiratoria y

subsiguiente reaccién con H,O, (Stadtman, 1990).

La formacion de los radicales libres puede verse como un ciclo en donde la pérdida de
actividad de las enzimas de la cadena respiratoria va a causar una reduccion incompleta del
oxigeno molecular, formando asi mayor cantidad de radicales libres. (Heales, 1995;
Pitkainen, 1996; Zager, 1996).
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D. Formacion de hierro no ligado a transferrina (NTBI) en el

torrente sanguineo

Los mecanismos de absorcion, transporte, metabolismo y almacenamiento de hierro por
las células estan altamente regulados por las necesidades y pérdidas. Asimismo todos estos
mecanismos estan controlados y balanceados por la produccién de las proteinas necesarias.
La proteina encargada del transporte del hierro, que es absorbido en el intestino, es la
transferrina; ésta es encargada de llevar el hierro a los 6rganos donde va a ser utilizado o
bien al higado donde va a ser almacenada por la ferritina. El organismo tiene un sistema de
regulacion por retroalimentacion negativa, en donde al detectar bajos niveles de saturacién
de la transferrina con hierro se induce transcripcionalmente la produccion de una mayor
cantidad de proteinas transportadoras de membrana que van a permitir una mayor absorcion
del hierro.(Breuer, 1996; Hershko, 2007; Klausner, 1993; Rothman, 1992). Sin embargo en
situaciones de inflamacion los niveles de hierro sérico van a aumentarse artificialmente ya
gue va a afectar la regulacion del metabolismo de hierro y la eritropoyesis. Ademas va a
existir una interaccion entre el hierro y la produccion de citocinas y radicales de oxigeno
(Breuer, 2001; Gosriwatana, 1999). El control y la regulacién de todos estos mecanismos va
a mantener constantes los niveles de hierro, es decir si no hay consumo de fuentes de hierro
altamente biodisponible se van a utilizar las reservas de ferritina, si por el contrario se
consume una fuente con alta cantidad de hierro se va a absorber Unicamente lo necesario
para llenar las reservas y cumplir con las necesidades de formacion de eritrocitos el resto no
va a entrar al enterocito. Pero existen casos en donde se da una suplementacion masiva de
hierro, en la que los mecanismos del cuerpo no son suficientes para regular la absorciéon. Un
alto porcentaje de este hierro va a ser absorbido pero no va a poder unirse a la transferrina
ya que esta alcanza sus niveles de saturacion y va a permanecer como hierro libre no ligado
a transferrina (que por sus siglas en inglés es non transferrin bound iron NTBI). Ademas de
la suplementacién masiva existen condiciones patolégicas como la talasemia, donde se
forma NTBI; lo que sucede en este caso es que cierta cantidad del hierro derivado del
catabolismo de los eritrocitos llega como NTBI al torrente sanguineo, debido a una
eritropoyesis inefectiva. Existen tratamientos con agentes quelantes de hierro, que son
drogas que pueden pasar la membrana citoplasmatica y llegar al hierro libre
formado.(Breuer, 1996; Hershko,2007; Klausner, 1993; Rothman, 1992).

El NTBI es una forma de hierro sérica labil y potencialmente téxica asociado con un
desbalance en el metabolismo del hierro. EI NTBI ocurre tanto en sobrecarga con hierro
(suplementacién), como en enfermedades hereditarias, pacientes con hemodidlisis y
alcoholicos. Este puede ser atrapado por queladores de hierro como deferoxamina y

deferiprone. (Breuer, 2001; Gosriwatana, 1999).
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Se ha determinado por distintos métodos la presencia de hierro labil quelable en
pacientes con una sobredosis de hierro. Este NTBI, como ya se menciond, va a patrticipar en
las reacciones redox con mayor facilidad ya que no se encuentra unido a ninguna proteina y
por lo mismo va a propiciar la formacion de radicales libres hidroxilo. Estos radicales pueden
causar peroxidacion de lipidos de la membrana. Se ha demostrado que la absorcién de NTBI
va a aumentar cuando existe una alta concentracion de hierro en los tejidos, es decir no
existe un mecanismo de regulacién para la absorciéon de NTBI. (al-Refaie, 1992; Hershko,
2007; Porter,1996; Randell, 1994; Wagstaff, 1985).

Bajo condiciones normales, la transferrina sérica esta saturada entre 20-35% con hierro
y es la forma mayoritaria de hierro no-unido al grupo hemo en el plasma. Normalmente la
capacidad de union de la transferrina es suficiente para secuestrar a todo el hierro inorganico
que entra a la circulacion. Pero en algunas situaciones en donde se tiene una sobre carga de
hierro, no todo el hierro sérico se une a transferrina. EI NTBI se cree que ocurre en pacientes
con altas cargas de hierro, capaz de sobre pasar la capacidad de union de la transferrina o
en pacientes con enfermedades cronicas como talasemia o hematocromatosis.(Breuer,
2001; Gosriwatana, 1999).

El NTBI es una forma tdxica del hierro en el organismo y ha sido asociado con dafio
miocardial y hepatico. El dafio al miocardio solo se presenta en pacientes con un aumento
en la saturacién de transferrina y niveles altos de NTBI. El dafio hepatocelular se presentd
Unicamente en pacientes con hematocromatosis y talasemia y se evidencié por niveles
elevados en el suero de alaninaaminotransferasa (ALT). Estos hallazgos apoyan el concepto
de Jensen et al. 2003 que dice que el aumento de hepatotoxicidad y dafio miocardial esta
asociado con la expansion de la cantidad de hierro labil quelable. (Hershko, 2007; Jensen,
2003; Le Lan, 2005).

Existen otros ligandos del hierro ademas de la transferrina como citrato, fosfato y
albumina, estos se unen mas débilmente al hierro por lo que tiene una mayor predisposicion
de catalizar reacciones redox que el hierro unido a transferrina y puede dar lugar a formacion
de especies de oxigeno reactivas que pueden causar dafio oxidativo. Asi mismo el hierro
unido a estos ligandos no tiene una regulaciéon tan rigurosa como el unido a transferrina por
lo que da una mayor predisposicion a una sobrecarga de hierro (Breuer, 2001; Gosriwatana,
1999).
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E. Propiedades del NTBI

En cuanto al origen del NTBI, es una fraccion de hierro en la circulacién, el cual pudo
entrar ya sea directamente del sitio de absorcién intestinal o por medio de reciclaje de
eritrocitos viejos por los macréfagos, en donde se da una degradacion incompleta. Dicha
fraccion aparentemente no logra unirse a la transferrina y queda libre en la circulacién. Se
puede formar intracelularmente vy liberarse luego de las células con sobrecarga de hierro. Si
se tiene una suplementacién con hierro existe la posibilidad que el NTBI sea transitorio en
corto plazo en los pacientes y que en muestras sucesivas no se obtenga nada. (Breuer, 2000;
Breuer, 2000a).

ElI NTBI en el plasma se refiere a hierro unido a otros ligandos que no sea la transferrina,
es una forma toxica del hierro que puede causar dafio oxidativo y junto con otros factores
estrés oxidativo. La presencia de hierro no ligado a transferrina (NTBI) es patoldgica, es decir
una persona quien tiene las reservas de hierro adecuadas y no esta bajo ningln tratamiento
de hierro no deberia presentarlo. En la mayoria de los casos la apariciéon del NTBI es
precedido o acompafiado en un aumento en la saturacién de transferrina, lo cual indica una
alta liberacion de hierro a la circulacién, es decir en pacientes con sobrecarga de hierro en
donde se pudo inclusive haber sobrepasado la capacidad de unién de la transferrina. Para
detectar esto se puede determinar la saturacion de transferrina en donde una alta saturacion
persistente (mayor al 80%) va a indicar una sobrecarga de hierro. También se puede
encontrar en pacientes sin saturacion total de la transferrina, lo que indica que es una fraccion
de hierro en una forma que no puede unirse directamente o no es accesible a la transferrina,
como lo pueden ser complejos polisacaridos coloidales. Si estos complejos se logran
procesar por macrofagos y liberar el hierro, este ya se vuelve accesible a la transferrina, esta
fraccion del NTBI no tiene potencial reactivo es benigno pero puede ser activado in vivo por
diversos mecanismos desde algo tan simple con suplementacion de vitamina C. Esto Ultimo
se da principalmente en pacientes con hematocromatosis o pacientes que estan teniendo
dialisis. El tener concentraciones de NTBI detectables indica que existe una alta liberacion de
hierro al plasma que sobrepasa el uso o bien que existe una acumulacién de hierro extra
hepatica, es decir hay un desbalance en el metabolismo del hierro. Dicho desbalance se
puede deber a falta de transferrina o bien a una alta saturacién de la transferrina, en ambos
casos disminuyendo la capacidad de unién al hierro (Breuer, 2000; Breuer, 2000a; van der A,
2006).

El NTBI es relevante por distintos factores: es un blanco para queladores de hierro, es un
indicador del estado férrico y es un factor causante de sobrecarga de hierro en diversos

tejidos ya que se encuentra en circulacion, entre las patologias que puede causar estan
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disfuncion cardiaca se da oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad lo que puede ser un
elemento clave para el desarrollo de aterosclerosis, disfuncion hepatica y endécrina. Es
importante mencionar que la absorcion del NTBI a las células no esta regulado, por lo que si
existe un exceso este puede ser internalizado por las células y movilizado entre los

lisosomas, causando una sobrecarga de hierro celular (Breuer, 2000; Breuer, 2000a).

Cualquier condicién patolégica o tratamiento que produzca carga de hierro a corto o
largo plazo puede potencialmente formar NTBI. A largo plazo puede ser por repetidas
transfusiones o hiperabsorcién de la dieta y a corto plazo por suplementacién con hierro,
desbalance de metabolismo de hierro se da principalmente en pacientes con quimioterapia.
(Breuer, 2000a)

La composicion del NTBI va a variar segln el grado de sobrecarga con hierro, la fuente
de hierro y si existen 0 no tratamientos con queladores. En general se puede decir que es
heterogéneo, es decir tiene varias fracciones (Breuer, 2000; Breuer 2000a) entre las que se

encuentran:

1. Fraccion con actividad redox y quelable: Llamada hierro plasmatico labil (por sus
siglas en inglés LPI - labil plasma iron). Es considerado labil ya que es intercambiable con
otros metales y entre ligandos. Es patoldgico pues permite que el hierro traspase membranas
celulares de manera no regulada por medio del cambio de ligandos e ingrese a los érganos
donde es potencialmente dafino. Esta fraccion es potencial a causar dafio oxidativo al tejido
hepatico, pancreatico y cardiaco y componentes plasmaticos, ya que esta accesible y puede
entrar a la célula y generar ROS. Aln cuando componentes plasmaticos como el citrato,
acido Urico y la albumina pueden afectar sus niveles es un indicar fiable del contenido total de
NTBI, siendo asi un marcador de sobrecarga con hierro. Niveles altos prolongados de esta
fraccién pueden dafiar la funcion de los érganos y causar la muerte tisular. Tiene la
propiedad de trascolarse por las membranas celulares de manera no regulada lo que causa

una acumulacion en el higado, corazén y pancreas. (Cabantchik, 2005)

a. Fraccién eLPI (por sus siglas en inglés enhaced labil plasma iron), se
utiliza un agente movilizante que no causa liberacion del hierro unido a la transferrina, como
citrato y albumina. De esta manera se determina la fraccion de NTBI unida sin actividad
redox, pues estos ligandos funcionan como antioxidantes séricos. La concentracion obtenida
con el movilizante (eLPl) es un indicador del NTBI total. En adultos la concentracion de eLPI
es casi despreciable a comparacion de la concentracion LPI por lo que la concentracion de

LPI se puede utilizar como total. En nifios la concentracion eLPl es mayor que LPI, esto



18

indica que los niflos tienen alta actividad de antioxidantes séricos como parte de sus
propiedades plasmaticas pero estas se van perdiendo de manera dependiente de la edad.
(Breuer, 2012).

2. En complejo con ligandos organicos pequefios. Existen varios métodos para la
deteccion de las formas con actividad redox del hierro. No hay un estandar de oro y los
resultados van a depender del ensayo. Entre los métodos mas usuales esta el utilizar
guelantes o agentes movilizantes para obtener el contenido total de NTBI. En el 2012 Breuer
et al. Presentaron un nuevo método para determinar la fraccion LPI el cual tiene un alto
desempenio, se detecta la fraccién LPI directamente y una segunda fraccion eLPI en la que se
utiliza un agente movilizante, para determinar el NTBI sin actividad REDOX de ligandos.
Ambas fracciones son las principales del NTBI y se complementan para determinar el
contenido total de NTBI. Existe necesidad de determinar cudl es el mas exacto y reproducible
pues se sabe que algunos tienden a subestimar los niveles de NTBI. Cada método va a medir
distintas caracteristicas del NTBI, algunos miden la actividad redox del hierro sérico y otros el

NTBI quelable. (Jacobs, 2005). Los métodos mas usuales de cuantificacién son:

a. Utilizar un agente movilizante para el NTBI y separar el hierro quelado
por filtracién. Se detecta por métodos de espectroscopia, es confiable pero muy laborioso.
(Jacobs, 2005).

b. Movilizar y detectar en la misma mezcla, en este caso no es necesario

separar el hierro de las proteinas séricas. Entre estos se encuentran:

1) Método bleomicina: Es un antibidtico con propiedades
gueladoras de hierro se utiliza para formar un complejo con el NTBI. El complejo bleomicina-
hierro genera radicales reactivos en presencia de un agente reductor fuerte como el
ascorbato. El ascorbato tiene un rol doble: movilizar el NTBI y como agente reductor. La
concentracion de radicales producida va a ser proporcional a la concentraciéon del complejo
bleomicina- hierro y se cuantifica agregando un sustrato oxidable como el ADN donde sus
productos de oxidacién se pueden determinar por un ensayo colorimétrico. Un problema de
este método es que la medicién es indirecta y se puede ver afectada por otras sustancias en
el suero (Breuer, 2000a; Jacobs, 2005).

2) Deteccion con sonda de fluorescencia: Se utiliza fluoresceina
marcada con fluorescencia (Fl-aTf). Estas sondas son altamente sensibles y utilizan métodos

de deteccion muy simples; lo que las hace potenciales para andlisis diario de alto niUmero de
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muestras. Detecta NTBI movilizado por oxalato, pues se une a los complejos oxalato-hierro
con alta afinidad y no extrae el hierro de la transferrina. Se detecta la disminucion en
fluorescencia cuando el NTBI esta presente al compararlo con suero sin NTBI. Se afecta por

la turbidez y color del suero (Breuer, 2000a; Jacobs, 2005).

Existen obstaculos en la cuantificacion de NTBI entre estos se puede mencionar que los
gueladores a utilizar tomen el hierro de la transferrina y ferritina. Otro problema puede ser que
los queladores o agentes movilizantes faciliten la transferencia de NTBI a transferrina
causando una disminucion de la concentracion de NTBI, lo que se puede evitar si se bloquea

la transferrina no ligada a hierro (Breuer, 2000a; Jacobs, 2005).

El estudio de Jacobs, 2005 determiné que el método mas apropiado es el que utiliza
sonda de fluorescencia con oxalato como agente movilizante, galio como bloqueador y la
sefial de fluorescencia es dada por Fl-aTf. Debido a que este presenta la mayor variacion
entre muestras lo que significa que tiene alta capacidad de deteccién, baja variacion entre
muestras lo que lo hace mas reproducible y muestra un aumento en la concentracion de NTBI

por aumento en saturacién de transferrina.

Se han analizado las mismas muestras utilizando un método igual pero en diferentes
laboratorios y se han encontrado resultados diferentes lo cuales puede deberse a diversas
fuentes de error como contaminacion ambiental, de reactivos o de materiales, también el
utilizar distinta marca del lector de fluorescencia, en la preparacion de los reactivos utilizando
el mismo método o bien utilizar diferentes técnicas para la preparacion de la curva de
calibracion. La diferencia entre los métodos puede deberse al uso de distintos queladores o
gue existen diferentes isoformas de NTBI y cada uno detecta una diferente que puede no ser
la mayoritaria pues esta va a depender del grado de la sobrecarga con hierro y el modo de la
misma. (Jacobs, 2005).

El NTBI puede utilizarse como advertencia temprana de sobrecarga de hierro y tiene la
ventaja que permite diferenciar entre anormalidades del metabolismo de hierro y patologias
no relacionadas con el hierro. Ademas puede utilizarse como indicador de estado férrico.
(Breuer, 2000a).
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F. Hierro sérico como determinante de absorcion de hierro y su

relacion con NTBI

Existen varios mecanismos que regulan la absorcion de hierro, uno de estos es la
eritropoyesis, el cual se ve afectado por la formacién de células rojas y es independiente de
las reservas de hierro totales. La regulacion de la absorcion, utilizacion, liberacion y
almacenaje del hierro ocurre a nivel génico, la hepcidina se considera elemento clave para

regular el balance de hierro. (Meltzer, 2010).

Para medir la absorcion de hierro se puede utilizar cambios en hierro sérico, que va a
indicar cambios en la concentracién de hierro circulantes, sin embargo el hierro sérico no es
indicativo de las reservas de hierro. Existen diferentes indicadores de las reservas de hierro,
como la transferrina y la ferritina, pero estos tienen deficiencias. La transferrina tiene alta
variabilidad y baja sensibilidad y la ferritina se puede elevar artificialmente por inflamacion
(Breuer, 2000a; Hoppe, 2004; van der A, 2006).

Para lograr un cambio de concentracion de hierro sérico que tenga una diferencia
significativa a la concentracién basal, se necesita suplementar con una dosis farmacolégica
de hierro. Las dosis de hierro bajas no tienen potencial de inducir cambios en el hierro
sérico de sujetos con reservas de hierro normales. Para causar un cambio los sujetos debe
tener cierto grado de deficiencia y por lo mismo mayor habilidad de absorcion de hierro
(Hoppe, 2004).

La relacion dosis-respuesta muestra una desviacion cuando se ha absorbido un 100%
del hierro, esto se puede deber a que conforme se da la absorcion, se disminuye la
concentracion de hierro en el lumen, lo que hace mas dificil para los transportadores de
hierro (DMT1) en las células mucosas de detectar, atraer y transportar el hierro dentro del

enterocito. (Hoppe, 2004).

La relacion que existe entre el hierro sérico y el NTBI es directamente proporcional, dicha
relacion se debe a que el NTBI es una fraccion del hierro sérico. En donde a mayor
concentracion de hierro sérico mayor sera la concentracion de NTBI. Se ha encontrado que
si la concentracién de hierro sérica es muy baja no se produce NTBI, siendo esto lo
deseado. Con base en experimentos in vitro se ha demostrado que una sobrecarga con
hierro que causa un aumento en la concentracion de hierro sérico esta relacionado con un
aumento de NTBI (Brissot, 2012; Loréal, 2002). Se ha demostrado que el NTBI tiene una

correlacion fuerte con la cantidad de hierro absorbida. (Hutchinson, 2004; Schimann, 2007).
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G. Efectos del hierro en la mitocondria

La mitocondria utiliza aproximadamente un 90% del oxigeno inhalado y es aqui donde se
forman las especies reactivas de oxigeno entre los que encontramos superoxido, peroxido
de hidrégeno y los radicales de hidroxilo estos se forman como metabolitos fisiologicos de la
cadena respiratoria. Es por esto que se dice que la mitocondria tiene un rol primario en la
patogénesis del dafio peroxidativo (Hershko, 2007; Richter, 1995).

La peroxidacion de lipidos de la membrana mitocondrial va a causar una modificacion en
la fluidez, alterando el transporte de solutos y de iones lo que puede llevar a una inflamacion
y lisis mitocondrial. La oxidacion de los acidos grasos polinsaturados mitocondriales (PUFAS)
forma productos hidroperéxidos que causan modificaciones mas drasticas en las
propiedades funcionales de la mitocondria. Estos hidroperoxidos también actdan en la
liberacién de Ca®* de la mitocondria, por medio de la oxidacién de nucledtidos de piridina se
abren los poros de Ca”* en la membrana mitocondrial interna. La pérdida mitocondrial de
Ca” va a causar una pérdida de energia y esta asociada con dafios mitocondriales severos.
La liberacion de calcio de la mitocondria se ha observado en estudios in vivo con ratas
alimentadas con hierro en donde se dio una induccion de la reaccion lipoperoxidativa la cual
se encontraba asociada con la liberacién de Ca®* de la mitocondria. Se obtuvo una mejora
en el ciclo del Ca* por la induccién de liberacién de Ca”* de mitocondrias tratadas con
hierro, este proceso disipa energia para reacumular el Ca”" liberado en la mitocondria. (Al-
Nasser, 1986; Crompton, 1988; Hershko, 2007; McKnight, 1996).

La toxicidad del hierro celular va a depender de varios aspectos y no Unicamente de la
concentracion a la que se encuentre. (Hershko, 2007). Entre los variables que van a afectar

la toxicidad del hierro se pueden mencionar:

1. La reduccion del hierro que forma como productos secundarios radicales
hidroxilo. (Hershko, 2007)

2. El acido ascorbico es un antioxidante a altas concentraciones pero a bajas
concentraciones promueve la peroxidacion de lipidos inducida por hierro. Una
suplementacién de esta a personas con reservas superiores de hierro puede acelerar el

desarrollo de enfermedades cardiacas. (Hershko, 2007)

3. El o-tocoferol es un antioxidante natural que va a detener la peroxidacion de
lipidos de membrana iniciados por radicales libres y va a interferir con la peroxidacion de

lipidos inducida por hierro en los liposomas. (Hershko, 2007)
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4. La deferoxamina, un quelante de hierro, va a remover el hierro directamente de
células cardiacas y va a inhibir la peroxidacién de lipidos. Ademas revierte las

anormalidades en la contraccién y ritmo celular inducidos por el hierro. (Hershko, 2007)

Un aumento en la cantidad de hierro libre cataliticamente activo en la mitocondria, que
puede ser formado por una sobredosis de hierro o bien por condiciones patolégicas, es el
responsable de la toxicidad del hierro. Las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial
son un blanco de esta toxicidad asociada a la formacion de radicales libres. Las mitocondrias
tienen un rol central en el metabolismo de energia y presentan una gran cantidad de
transportadores de membrana, un dafio a estas va a causar una disminuciéon en la
produccion de ATP, va a alterar la homeostasis de Ca®*. Esto va a conllevar a dafios

celulares y por consiguiente necrosis (Hershko, 1987; Hershko, 2007; Link, 1989).

Estudios de la actividad enzimatica de la cadena respiratoria mitocondrial por Bacon et
al. 1993 en higados de ratas con sobredosis de hierro han mostrado niveles bajos de
succinato-citocromo c reductasa, citocromo ¢ oxidasa y ATP, asi como una disminucién en el
consumo de oxigeno. Los estudios de Ceccarelli et al.1995 demostraron que niveles de
hierro hepatico libre en ratones con sobredosis de hierro aumenta la peroxidacion de lipidos
y un proceso ciclico de disipacién de energia mitocondrial ligado a ca”, el cual puede ser

responsable por una disminucion en el contenido de ATP mitocondrial.

Estudios en células cardiacas de ratas con dosis altas de hierro han mostrado una
pérdida en la actividad de succinato deshidrogenasa, NADH-ferricianatoreductasa,
succinatoubiquinonaoxidoreductasa, succinato citocromo ¢ oxidoreductasa y rotenone-
sensitiva NADHcitocromo ¢ oxidoreductasa. Estos datos demuestran que las enzimas de la
cadena respiratoria mitocondrial son el blanco principal de la toxicidad del hierro tanto en el
corazén como en el higado(Hershko, 2007; Link, 1998; Zhang, 1990).

Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo por una serie de investigaciones que el
hierro causa fragilidad de la membrana lisosomal, que conlleva a una pérdida del estado
lisosomal latente y un aumento de la actividad de la enzima libre. (Hershko, 2007; Link,
1993; Mak, 1985)

H. Envenenamiento ocasionado por hierro

Al estudiar los cuadros clinicos de pacientes que presentan envenenamiento con hierro
se puede deducir cual es la toxicidad del hierro. Entre estos se observa claramente el dafio

mitocondrial peroxidativo. EI consumo accidental de una sobredosis de hierro es la causa
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mayoritaria de muerte por intoxicacion de nifios menores de 6 afos. La muerte se ha
presentado desde consumir 200mg de hierro hasta 5,850mg de hierro. Una dosis téxica se
considera al consumir mas de 50mg/kg de peso. Existen 4 estados clinicos del
envenenamiento de hierro y para prevenir la muerte el tratamiento se debe empezar de
inmediato. (Hershko, 2007; Stein, 1976).

1. Se da después de la ingestion, el hierro se encuentra en el intestino. Se
presentan vémitos y diarrea. En algunos casos puede involucrar pérdida sanguinea intestinal
debido a necrosis hemorragica y ulceracion de la parte superior del intestino. Luego de esto
se da un colapso circulatorio por la alta cantidad de hierro en el torrente sanguineo lo que
causa una pérdida de la conciencia. Se presenta NTBI en el suero. Aumenta el escape
capilar y hay pérdida del fluido intestinal casando hipovolemia, acidosis metabdlica y
perfusion cerebral. La causa de la muerte es hipovolemia, se puede evitar por reemplazo de
fluido. Se debe eliminar el hierro del intestino induciendo vémitos o por lavado gastrico.
(Hershko, 2007)

2. En la segunda fase se da una falsa estabilidad y el paciente recupera la
conciencia. Los niveles de hierro plasmatico disminuyen ya que hay baja captacion
celular.(Hershko, 2007)

3. La tercera etapa es causada por toxicidad de hierro intracelular y es la mas
critica. El hierro cataliza dafio peroxidativo de la membrana interna de la mitocondria, lo que
interrumpe la cadena respiratoria mitocondrial. Asimismo se disminuye la sintesis de ATP lo
gue produce disfuncién celular y muerte tisular. Se desarrolla hipotensién entre 2 a 5 dias
después de la ingesta de hierro. Se presenta disfuncion de 6rganos severa principalmente el
higado, el corazon y el cerebro. Hay un fallo hepatico fulminante con hipoglucemia,

coagulopatia y acidosis metabdlica agravada. Este curso de eventos es fatal.(Hershko, 2007)

4. Rara vez se presenta, se desarrollan obstrucciones intestinales (Hershko, 2007).
Las principales causas de muerte son fallo del higado, coagulopatia y shock. Las
consecuencias clinicas de envenenamiento con hierro se manifiestan en horas y los efectos
de sobrecarga de hierro se observan después de varios afios de acumulacion de hierro
gradual; pero ambos son similares. Después de romper los mecanismos de defensa natural,
cantidades toxicas de hierro se entregan como NTBI y se acumulan en los 6rganos vitales
(higado y corazén) ambos con una alta cantidad de mitocondrias. Causando un dafio
peroxidativo a la membrana interna de la mitocondria. Esto conlleva a una pérdida de

produccion de ATP y la alteracién de la homeostasis de Ca** (Hershko, 2007; Singhi, 2003).
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|. Efectos de suplementacion profilactica con hierro y acido félico

Este trabajo se inici6 debido a un estudio realizado en Africa del Sur, especificamente la
isla de Pemba en Zanzibar, la cual es un area con altas prevalencias de anemia, un 75% de
la poblacion, y es endémica de malaria. El estudio se llevd a cabo con nifios de hasta 35
meses de edad, a los cuales se suplemento con hierro y acido félico para tratar la anemia. A
los nifilos participantes no se les realiz6 un tamizaje previo a la suplementacién para
determinar sus reservas de hierro, esto causé que se incluyeran a nifios con buenas
reservas de hierro. La suplementacibn en estos nifios causo un aumento en la
hospitalizacién y en la tasa de mortalidad de los nifios. Razon por la cual el estudio fue

suspendido antes de lo provisto. (Sazawal, 2006).

Los investigadores buscaron explicacion de que era lo que estaba sucediendo en estos
nifios y obtuvieron cuatro teorias de porque el hierro libre es dafiino para el huésped y

favorece al patégeno:

1. EIl hierro libre va a inhibir la absorcién de zinc lo que va a comprometer la

respuesta inmune hacia la infeccion con malaria. (Sazawal, 2006).

2. Propicia el crecimiento del patdégeno intracelular. Se ha comprobado que una
limitacion del hierro metabdlicamente activo en las células invadidas por el patégeno va a

inhibir el crecimiento del patégeno. (Sazawal, 2006).

3. El hierro libre bloquea indirectamente la sintesis de 6xido nitrico, ya que inhibe
transcripcionalmente la sintasa de 6xido nitrico (iNOS). Si no hubiera hierro libre en la
célula se da una estimulacion del interferén normal que aumenta la sintesis de 6xido nitrico

(NO) y que mata al patdgeno. (Sazawal, 2006).

4. Se ha comprobado que el hierro libre es esencial para la multiplicacion de
bacteria. (Sazawal, 2006).

Asi mismo encontraron estudios en pacientes con Hepatitis C en los que un exceso de
depésitos de hierro en el higado va a disminuir la respuesta del interfer6n y que la

sobrecarga con hierro da progresion de la enfermedad. (Sazawal, 2006).

Por lo que se cree que lo que sucede es que en nifios con reservas normales de hierro
todo el hierro suplementado va a permanecer como hierro libre el cual va a ser utilizado por
el parésito para hacerse mas fuerte y esto seria lo que causd la muerte de los

nifios.(Sazawal, 2006).
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De este estudio los investigadores concluyen que Unicamente los nifios que presenten
anemia por deficiencia de hierro van a beneficiarse de la suplementacién y que se debe
evaluar el area previo a la suplementacion pues en areas endémicas de malaria la
suplementacién puede presentar un riesgo y no un beneficio para los sujetos. (Sazawal,
2006).

J. Riesgo de agravar la infeccion de malaria por administracion de

hierro

Con los estudios realizados hasta el momento se ha demostrado que los patégenos
intracelulares requieren de hierro para su crecimiento y para aumentar su patogenicidad,
comprobando asi que el hierro es esencial para la supervivencia del parasito de la malaria.
(Hershko, 2007)

El trofozoito intraeritrocitico se encuentra en una vacuola y obtiene sus nutrientes al
ingerir el citoplasma del eritrocito incluyendo la hemoglobina por medio de un citostoma. La
hemoglobina del huésped se degrada en la vacuola de alimentos del parasito y el grupo
hemo liberado en este proceso se polimeriza para formar hemozoina. Asi mismo el parasito
toma nutrientes directamente del medio extracelular por un ducto parasitéforo. Por lo que se
cree que el hierro se puede derivar ya sea de los eritrocitos del huésped o del ambiente
extracelular, siendo la segunda menos probable (Cuadro No. 1 y No. 2.), asimismo se cree
existe una influencia de las condiciones férricas del huésped que van a maodificar la fuente
de hierro que el parasito utilice. (Aikawa, 1988; Hershko, 2007; Pollack, 1988; Pouvelle,
1991).

Cuadro 1 Fuente probable de hierro esencial para malaria. Se mencionan las razones

por las que se cree que la utilizacion de hierro del medio extracelular es poco probable.

Los receptores de transferrina no se expresan en eritrocitos

maduros parasitados.

Ausencia de hierro ligado a transferrina no interfiere con el
crecimiento del parasito. El patdgeno no utiliza hierro ligado a

transferrina.

Sobre-dosis de hierro con NTBI no tiene efecto en la severidad

de malaria en una rata modelo con P. berghei.

(Obtenido de Hershko, 2007)
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Cuadro 2 Utilizacion de hierro derivado del grupo hemo. Se mencionan las razones por
las que se cree que el parasito utiliza hierro derivado de los eritrocitos del huésped obtenidos

por medio del cistosoma del parasito.

El grupo hemo, con altas cantidades de hierro, es liberado de la

hemoglobina por protedlisis en la vacuola de alimentacion.

Uso directo del hierro labil intracelular en los eritrocitos del

huésped.

(Obtenido de Hershko, 2007)

Otra potencial fuente de obtencién de hierro, es por el metabolismo de eritrocitos
decadentes lo cual provee hierro circulante que se une a la transferrina, esto es realizado
por los macrofagos. La infeccion con malaria va a quebrantar la homeostasis de hierro y va
a desencadenar una respuesta inflamatoria asociada con la produccion de citocinas, oxido
nitrico (NO) y especies reactivas de oxigeno; todas estan van a afectar la manera en que los
macréfagos obtienen y almacenan el hierro. (Hershko, 2007; Mulero, 2005). La expresion de
citocinas va a ser modificado por el estado de hierro, una deficiencia de hierro va a
aumentar la expresién de la citocina antiinflamatoria IL-4, por lo que se dice que la
deficiencia de hierro tiene un efecto protector en la malaria. Ademas se ha determinado que
la respuesta de citocinas en malaria es diferente a la de cualquier otra infecciéon y que los
niveles de las citocinas proinflamatorias en nifios con malaria son mayores que en adultos,
explicando porque esta es mas severa en nifios. El balance entre citocinas pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias va a determinar la severidad de la reaccion inflamatoria y la manera en
la que se manipula el hierro por el macréfago. (Hershko, 2007; Jason, 2001; Nyakeriga,
2004; Nyakeriga, 2005).

A partir de estudios in vivo en ratas infectadas con P. bergheise determiné que el hierro
intracelular labil derivado del catabolismo del grupo hemo quelable es utilizado por el
parasito, por lo que se cree que al usar queladores se agota este hierro, dandole la accién
antimalarica a los queladores de hierro, su mecanismo de accién es la inhibicién reversible
de la reductasaribonucleotidasa, que a su vez inhibe la sintesis de ADN. La infeccién con
malaria se ha tratado de controlarla utilizando queladores de hierro pero no ha sido exitoso.
Se realizé un estudio mas para comprobar la hipétesis anterior, en donde se monitoreo la
concentracion del hierro labil en eritrocitos parasitados y no parasitados utilizando una
sonda fluorescente sensible a hierro, calceina. Se determind a partir de este estudio que la
cantidad de hierro labil era menor en eritrocitos parasitados que en no parasitados, lo que

lleva a pensar que este hierro labil es usado o almacenado durante el crecimiento del
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parasito. (Gabay, 1993; Hershko, 2007; Loyevsky, 1999; Nyholm, 1993; Sanchez-Lépez,
1992; Tsafack, 1996).

Por lo anterior mencionado se cree que el parasito de malaria utiliza el hierro obtenido
por el catabolismo del eritrocito del huésped y se ha demostrado que ni la deficiencia de
hierro ni la suplementacion con este tiene efectos en la severidad de la malaria, ya que no
modifica la disponibilidad de hierro para el parasito. Lo que indica que el parasito es
independiente del estado férrico del huésped. Pero se cree que existe un efecto adverso de
la suplementacién de hierro en malaria, para lograr comprender esto se deben analizar los
mecanismos de defensa del huésped y las razones de porque algunas infecciones con

malaria van a ser mas severas que otras. (Hershko, 2007)

Segun estudios realizados la suplementacién con hierro oral en paises no endémicos
con malaria no aumenta el riesgo de la infeccion. Un estudio realizado en Nepal, una regién
sin malaria, la suplementacién no aumento el riesgo de mortalidad y mostré un efecto
protector, aunque no estadisticamente significativo, hacia la diarrea, disenteria y
enfermedades respiratorias agudas. (Tielsch, 2006). Sin embargo si el area es endémica de
malaria el riesgo de contraerla puede aumentar hasta un 50%. En un estudio en Zanzibar,
region endémica de malaria, se mostr6 un aumento en el riesgo de mortalidad después de
la suplementacién con hierro, ademas se presentaron efectos adversos en sujetos no
anémicos donde la suplementacién era innecesaria y aparentemente dafiina. (Sazawal,
2006). Asi mismo se demostré un mayor riesgo en personas con inmunidad suprimida y
quienes son suplementados con dosis altas de hierro sin tener necesidad fisiolégica lo que
causa un exceso de hierro libre. (Gera, 2002; Hershko, 1993; Hershko, 1998; Hershko,
2007; Oppenheimer, 2001). La deficiencia de hierro per se limita la severidad de la
respuesta inflamatoria, pero se puede volver mas severa si se administra hierro de manera
no-selectiva, es decir a personas que no lo necesitan. Por lo que se cree que el NTBI puede

tener un rol central en los efectos dafinos del hierro en la malaria.

K. Diferencias entre sexo y reservas de hierro

Es necesario hacer énfasis en que existe diferencia entre sexo, por lo que conducir
estudios experimentales por separado es necesario. En el pasado solo se utilizaba a
hombres y los resultados se consideraban representativos en general (mujeres, nifios), pues
ésta era la Unica informacion disponible. Pero se han encontrado una gran cantidad de
factores biologicos, que influyen la cinética bajo el control directo de hormonas sexuales y
no bioldgicos, que hacen posible que hombres y mujeres respondan diferente. Asi mismo se

cree que cada ion tiene un mecanismo especifico de accién que va a causar las diferencias
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entre sexo, por regulacion hormonal y dafio dirigido. Se han realizado diversos estudios
para ver el efecto del sexo en las concentraciones de distintos metales (Rahman, 2011,
Vahter, 2007a). Se han reportado diferencias en los metales toxicos y elementos por sexo,

edad, fumar y estado nutricional. (Rahman, 2011; Vahter, 2007).

Un aumento en la concentracion de metales toxicos indica mayor absorcion
gastrointestinal, que sucede a deficiencia de micronutrientes como es el caso de reservas
de hierro inferiores. Se sabe que cuando existen reservas de hierro inferiores, lo cual es
mas comun en mujeres que en hombres (Figura No. 6), se regula positivamente el
transportador de metales divalentes (DMT1) en el intestino, el cual aumenta la absorcion de
hierro y otros metales divalentes como el manganeso, cadmio. Durante el embarazo las
necesidades de hierro aumentan lo que causa una regulacion positiva en DMTL1. Esto
conlleva a un mayor riesgo por parte de las mujeres a tener niveles elevados de metales
toxicos, los cuales se absorben paralelos al hierro. (Kippler, 2009; Kippler, 2010; Rahman,
2011).

Entre los elementos basicos y esenciales se encuentra el hierro, junto con el calcio,
magnesio, zinc, manganeso, molibdeno y selenio. Todos estos son necesarios en
determinadas cantidades y tienen funciones biol6gicas importantes como cofactores de
enzimas importantes para procesos biolégicos como fosforilacion oxidativa, regulacion
génica y homeostasis de radicales libres. Los niveles de estos elementos esenciales
influyen en la absorcion y la toxicidad de metales. Niveles bajos de algunos de estos, como
el hierro, pueden contribuir a absorcién de metales téxicos, pero un exceso puede tener
propiedades toxicas y puede tener efectos negativos en varios sistemas (urinario, nervioso,

cardiovasculares). (Meltzer, 2010; Rahman, 2011).

El patron general es que las mujeres tienen una concentracion mayor de metales téxicos,
por ejemplo de manganeso se ha reportado que las mujeres tienen mayores
concentraciones que los hombres a cualquier edad, esto sugiere que existe una diferencia
biolégica en el metabolismo. Asi como deficiencia de elementos basicos y esenciales, por
ejemplo para el hierro la deficiencia o reservas inferiores son mas comunes en mujeres
(17%), que en hombres (6%), esto se puede observar en la Figura No. 6. En cuanto a
hombres se ha reportado que tienen concentraciones normales de elementos basicos y
esenciales, lo que a su vez disminuye la absorcion de metales toxicos (Rahman, 2011).
Una de las principales causas de lo anterior es que las mujeres tienen un consumo menos
frecuente de comidas nutritivas y esto es combinado con baja ingesta de energia lo que las

vuelve mas vulnerables a deficiencia de micronutrientes. (Rahman, 2011).
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Figura No. 6. Diferencia de hierro sérico entre hombres y mujeres en diferentes
rangos de edad. Se puede observar que las mujeres tienen un patrén de menores
concentraciones de hierro hasta llegar al rango de edad 50-60, en donde comienzan a igual
a los hombres. Esto se debe a que ya no estan en etapa reproductiva y han pasado la etapa

de la menopausia.
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(Tomada de Berglund, 2011)

La ferritina es el mejor y mas ampliamente utilizado indicador de las reservas de hierro
e indicador de sobrecarga. Se ha reportado que presentar reservas de hierro inferiores va a
afectar la absorcion y transporte de metales divalentes. Se ha encontrado que mujeres con
deficiencia de hierro tienen concentraciones altas de manganeso, cobalto y cadmio, dando
una idea que las reservas de hierro inferiores pueden afectar la cinética de algunos iones
metalicos. (van der A, 2006; Meltzer, 2010).

El determinar que las células tenian un transportador comin de metales (DMT1) ayudo6
a comprender la relacion existente entre la absorcion de los metales divalentes. EI DMT1 se
localiza en la superficie apical del enterocito, es un transportador acoplado a protones de
iones metalicos transmembranario. Esta regulado positivamente por restriccion de hierro o
aumento en la demanda del mismo, es decir deficiencia de hierro, causando un aumento en
la absorcion de hierro y por lo mismo en las concentraciones. Pero no solo transporta el
hierro si no también manganeso, cadmio, cobalto, cobre, niquel, plomo y zinc. El DMT1 se

encuentra principalmente en el duodeno, cerebro, rifion y reticulocitos. La relacién de
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absorcién de metales divalentes es que a reservas de hierro inferiores se va a aumentar la
expresion de DMT1, lo cual afecta la absorcién de los demas metales (Berglund, 1994;
Kippler, 2007; Kippler, 2009; Meltzer, 2010; Tallkvist, 2001; Vahter, 2007; Vahter, 2007a).

Las reservas de hierro inferiores son un indicador de absorcion aumentada de otros
iones metdlicos divalentes. Se ha reportado que a concentraciones de ferritina menores de
12mg/L existe concentracién elevada manganeso, cobalto y cadmio. La asociacion
encontrada para todos los casos es inversa y muy fuerte, lo cual comprueba que existe un
mecanismo de absorcion comun, probablemente mediado por DMT1 y ferroportina 1
(FPN1). Se ha demostrado que a bajas concentraciones de hierro estos metales compiten
con el hierro por un sitio de unién comun en el transportador DMT1 (Berglund, 1994; Kippler,
2007; Kippler, 2009; Meltzer, 2010; Tallkvist, 2001; Vahter, 2007; Vahter, 2007a). En
resumen la concentracion de manganeso, cobalto y cadmio es mayor en mujeres que en
hombres, esto debido a una mayor absorcién por las reservas de hierro inferiores. (Kippler,
2007;Vahter, 2007a).

Auln cuando se ha reportado que el cobre es transportado también por DMT1 no se
encontrd asociacion entre la concentracién de cobre con las concentraciones de ferritina.
(Meltzer, 2010). En cuanto al plomo existen diferentes datos, se ha dicho que no existe
asociacion entre este y la concentracion de ferritina (Meltzer, 2010), otros estudios
demuestran que absorcion gastrointestinal de plomo se incrementa a reservas de hierro
inferiores. (Vahter, 2007). Sucede lo mismo con el zinc algunos estudios han reportado que
no existe asociacién entre la concentracion de este y la concentracion de ferritina (Meltzer,
2010), pero otros estudios han demostrado que la deficiencia de zinc aumenta el hierro
intracelular y disminuye los niveles de mARN de DMTL1. El zinc regula el DMT1 y FPN1 en
el intestino, la regidon promotora 5 del DMT1 contiene elementos responsivos a metal
(MRES), al cual el factor de trascripcion de respuesta a metales (MTF-1) se une de manera
dependiente del zinc. Por lo que la deficiencia de zinc no aumenta el transporte de metales
toxicos por DMT1, pero una concentracion elevada de zinc aumenta los niveles de mARN y
proteina de DMT1 y FPN1 en las células intestinales (Kippler, 2007; Kippler, 2009). Una
tercera investigacion prueba que la deficiencia de zinc aumenta la absorcion de metales
téxicos. (Rahman, 2011).

Se ha comprobado que las diferencias de estado férrico entre hombres y mujeres
desaparecen luego que las mujeres pasan la etapa de la menopausia, después de dicha
etapa las reservas de hierro aumentan considerablemente igualando a los hombres (Vahter,

2007). Esto se muestra graficamente en la Figura No. 6.
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En este caso se utiliza un método para cuantificar NTBI en el suero, para la
cuantificacion se utiliza apotransferrina marcada con fluoresceina, que pierde la
fluorescencia después de unirse al hierro. Es simple, altamente sensible y detecta el NTBI
gue se encuentra en el suero con baja saturacion de transferrina. Ya que el NTBI no esta
disponible para la deteccién se moviliza con oxalato 10mM. La apotransferrina se bloquea
con galio (Ill) 0.1mM, que se une a la apotransferrina marcada pero no elimina su
fluorescencia ni interfiere en la union con el hierro. La fluorescencia se determina después
de 1 hora utilizando un fluorémetro con lector de placas ELISA. (Breuer, 2001; Gosriwatana,
1999).



lIl. MATERIALES Y METODOS

A. Métodos
1. Sujetos de Estudio.

a.Definicion de la poblacidn: La poblacion para el estudio fueron
todos los habitantes de Escuintla a los que se tenia acceso por medio de los colaboradores
de CARITAS, de esta poblacién se tomé una muestra de 40 sujetos. Se trabajo en conjunto
con los colaboradores de dicha institucién para lograr reclutar a los sujetos de estudio que
cumplieran con los criterios de inclusion y exclusién establecidos. Para ejecutar el tamizaje
se realizaron viajes de campo a las aldeas de Escuintla donde se encontraban los
potenciales sujetos de estudio, al encontrarlos estos eran convocados a una Unica
participacion experimental en CARITAS de Escuintla. Este proceso fue realizado por el

equipo de investigacion de CeSSIAM.

b. Tipo de muestra y muestreo. Se realizd un muestreo no
probabilistico por conveniencia, pues no todos los sujetos de la poblacion de Escuintla
tenian la misma posibilidad de ser elegidos y se eligieron segun los criterios de inclusién de
la investigacion, su disponibilidad para participar en el estudio, las reservas de hierro que
presentaron y las necesidades del estudio, es decir si faltan sujetos con niveles superiores
de hierro y en el tamizaje se encuentra a un sujeto con niveles de hierro bajos este no se
incluyd en la investigacion pues este grupo ya estaba completo. Se incluyeron sujetos
Unicamente de las aldeas donde CARITAS y el Centro de Salud tienen colaboradores y
solamente personas con las que estos colaboradores tienen un contacto directo, por lo que
se dice es un muestreo no probabilistico. Una vez identificados los sujetos de estudio y con

un consentimiento informado se pudo comenzar con el tamizaje.

c.Tamafio de muestra. La muestra con lo que se trabajo fue de 40
sujetos, siendo 10 hombres con reservas inferiores de hierro (<30 pg/dL) y 10 hombres con
reservas superiores de hierro (>70 pg/dL); asi como 10 mujeres con reservas inferiores de
hierro (<30 pg/dL) y 10 mujeres con reservas superiores de hierro (>70 pg/dL). Este nUmero
de muestra se calculé6 a partir de la calculadora del departamento de estadistica de la
Universidad de British Columbia, Canada. La cual estd disponible en linea en

www.stat.ubc.ca/rollin/stats/ssize/n2.html. Se utiliz6 un alfa de 0.05, un poder 0.80 y una

prueba de dos colas. Se utilizé la media de los cambios en la concentracién de NTBI al ser
suplementados con sulfato ferroso de una investigacion anterior (17.3) y la desviacion

estandar de esta media (12.7). Con esto se obtuvo un tamafio de muestra de 9 sujetos, ya

32


http://www.stat.ubc.ca/rollin/stats/ssize/n2.html

33

gue en estudios anteriores se han utilizado 10 sujetos de estudio y estos han demostrado
resultados significativo se decidié utilizar diez sujetos de estudio. Este estudio no pretendia
verificar prevalencia de ninguna condicion metabolica si no caracterizar el cambio en las
concentraciones de hierro no ligado a transferrina en respuesta a suministracion profilactica
de sulfato ferroso y las diferencias que existen entre hombres y mujeres con reservas de

hierro inferiores y superiores.

d. Seleccidn de muestra. La seleccion de la muestra fue realizada por
el grupo de investigacion de CeSSIAM. Ellos trabajaron en conjunto con CARITAS
Escuintla, que colaboraron en este proceso indicando posibles sujetos dispuesto a participar
en el proyecto. CARITAS cuenta con colaboradores en las distintas aldeas de Escuintla,
fueron ellos quienes se comunicaron con los pobladores de dicha aldea para ver si existian
voluntarios. Una vez encontré a un grupo de voluntarios ellos se comunicaron con CeSSIAM
para que se llegara a realizar el tamizaje a la aldea. Durante este tamizaje se buscaba
verificar si los posibles sujetos de estudio cumplian con los criterios de inclusién y exclusién
y podian formar parte de la fase experimental. Para ser incluidos en el tamizaje todos los
sujetos debian firmar un consentimiento informado y si se comprobaba que cumplian con
los requerimientos del estudio, CeSSIAM se contactaba con los sujetos para confirmar que
estuvieran dispuestos a seguir en la investigacion. Asi mismo se trabajé en colaboracion
con un Centro de Salud en la Cuidad de Guatemala, quienes también ayudaron a identificar
voluntarios que pudieran cumplir con los criterios de inclusion y exclusion establecidos. Una
vez se identificaban estos potenciales sujetos de estudio el equipo de investigacion se
dirigia a un lugar de reunién donde se explicaban los objetivos y el procedimiento. Por
medio del tamizaje se seleccionaron los sujetos que se encontraban dentro de cada uno de

los grupos establecidos y fue con ellos con quienes se continudé el estudio.

e. Consentimiento informado. Una vez las personas se
seleccionaron en las reuniones se explicd que la participacién era voluntaria, se realizdé un
pre-tamizaje por el analisis de los 3 aspectos fisicos que son indicadores la palidez de la
palma de mano, color debajo de las ufias y la conjuntiva del ojo. Este es un método
verificado por Romero-Abal, 1995 y ademas previno la toma innecesaria de muestras
sanguineas. A las personas seleccionadas se les extrajo una muestra de sangre para
realizar el tamizaje en el laboratorio clinico del Hospital Nuestra Sefiora del Pilar, los
métodos utilizados para dicho tamizaje se describen a detalle adelante. Antes de dicha
extraccion se le ley6 a cada participante el primer consentimiento informado y se les explicd
cualquier duda que surgi6; se preguntd si estaba de acuerdo con las condiciones, de ser

afirmativa su respuesta se les pidioé que firmaran o pusieran su huella en el consentimiento y
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se procedié a la extraccién de la muestra sanguinea. Segun los resultados de este tamizaje,
los sujetos de estudio que estuvieron dentro de uno de los cuatro grupos deseados se les
pidid su colaboracion para seguir con el estudio y se citaron para continuar. Antes de
continuar con el estudio se leyé un segundo consentimiento informado donde se explicaba
en qué consistia la segunda etapa del experimento y se les pidié que lo firmaran si estaban
de acuerdo con las condiciones explicadas. En la seccién de ANEXOS se muestran los
consentimientos que se les dieron a los sujetos de investigacion. Este proceso se realiz6 por

el equipo de investigacion de CeSSIAM.

f.Criterios inclusiOn Para poder ser parte del estudio los sujetos
debieron de firmar o poner su huella (si no sabian escribir) en el consentimiento escrito y
aceptar las condiciones. Se comprometieron a no consumir alcohol 24 horas previas al
estudio y no fumar durante el dia que se realizo. Para la seleccion de los sujetos de estudio
con reservas de hierro inferiores (<30 upg/dL) se examindé que cumplieran con las
caracteristicas observables deseadas que eran palidez en palma de mano, color debajo de
la ufa y conjuntiva de ojo. En cuanto a mujeres se buscaba que estuvieran en edad
reproductiva, ya que por la pérdida sanguinea del periodo menstrual las reservas de hierro
suelen ser bajas. Para la seleccién de los sujetos de estudio con reservas de hierro
superiores (>70 pg/dL) se determind la robustez de la persona y en mujeres que fueran
postmenopausicas. Los sujetos de estudio, tanto hombres como mujeres, debian ser

mayores de edad y aparentemente sanos.

g. Criterios exclusion. No se incluyeron en el estudio personas

alcohdlicas, que padezcan enfermedades crénicas, anemias de grado terapéutico o que

tengan cualquier dificultad en proporcionar la muestra de sangre.

h. Reclutamiento.Los sujetos de estudio se reclutaron en una reunién a
la que se convocaron por medio de un Centro de Salud en Guatemala y de CARITAS en
Escuintla donde se explicaron los objetivos del estudio y procedimientos. La participacion de
todos los sujetos de estudio fue voluntaria. Se tomé un grupo de 35 hombres del cual se
seleccionaron 10 hombres con reservas de hierro inferiores(<30 ug/dL), este fue el grupo
mas dificil de reclutar pues es raro que los hombre tengan niveles de hierro bajos, y 10
hombres con reservas de hierro superiores (>70 pg/dL). Este reclutamiento se realizé segun

caracteristicas explicadas en criterios de inclusiéon.

Para la seleccion de 10 mujeres con reservas de hierro inferiores se trabajé con

mujeres edad reproductiva, ya que por la pérdida sanguinea del periodo menstrual las
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reservas de hierro de estas mujeres suelen ser inferiores (<30 pg/dL) y para encontrar
mujeres con reservas de hierro superiores (>70 pug/dL) se trabajé con mujeres

postmenopausicas.

Una vez se encontraron a los candidatos, tanto hombres como mujeres, se tomé
una muestra de sangre de 5mL, para realizar un tamizaje y determinar si realmente estas
personas estaban dentro de uno de los grupos de estudio. Al reclutarlas 10 personas de
cada sexo con las reservas de hierro deseadas, es decir los 40 sujetos de estudio, se
continud a la siguiente etapa. El proceso de seleccién de sujetos de estudio se detalla en la

Figura No.7

Figura No. 7. Diagrama de flujo para el reclutamiento de los sujetos de estudio. Se

detallan los pasos realizados para poder encontrar a los sujetos de estudio.
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2. Aprobacién ética: El grupo de investigacion de CeSSIAM presentd un
protocolo para la aprobacién del proyecto al comité de ética de la misma institucion. Se
explicé en qué consistia el proyecto y todo el procedimiento a seguir con los sujetos de
estudio. Este protocolo fue revisado por el Institutional Review Board — IRB de CeSSIAM, el
cual es un comité designado para aprobar, monitorear y revisar investigaciones biomédicas
gue involucren a humanos, este comité realizé un andlisis de riesgo-beneficio para
determinar si la investigacién debe llevarse a cabo. Dicho comité aprobd6 el proyecto ya que
el estudio no presenta un peligro grave para los sujetos de estudio ya que se administrara
una Unica dosis de sulfato ferroso. La dosis administrada en el estudio es menor (100mg) a
la que el MSPAS administra (120mg) como prevencion de la anemia. Los sujetos de estudio
que participaron recibieron una compensacion monetaria, la cual Gnicamente cubre sus

gastos de traslado.
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3. Disefio, enfoque y tipo de investigacion
a. Disefio. Experimental prospectivo pues quiere determinar si existe

mecanismos de defensa hacia dosis profilacticas de hierro en mujeres con reservas de

hierro normales.

1) Tipo de experimento. Este estudio es un pre — experimento ya
gue no se cuenta con aleatorizacion de los sujetos, estos se seleccionan por conveniencia,

aunque existe un control, donde los sujetos son su propio control.

b. Enfoque. Cuantitativo ya que los datos obtenidos del analisis

fluorométrico son numéricos.

c. Tipo de Investigacion. Correlacional nos da la relacion entre dos
variables donde se busca la asociacién existente. En este caso es la relacién entre el
cambio de concentracién de NTBI por el tratamiento con sulfato ferroso en hombres y

mujeres con reservas de hierro inferiores y superiores.

d. Fase I: Tamizaje. Una vez se encontraron a los candidatos, tanto

hombres como mujeres, se tomo una muestra de sangre de 5mL, para realizar un tamizaje y
determinar si realmente estas personas estaban dentro de uno de los grupos de estudio. El
tamizaje ser realiz6 en el Laboratorio Clinico de Nuestra Sefiora del Pilar por la Licda. Isabel
Massanet de Ramirez. Para el tamizaje se siguieron los métodos descritos a continuacion
cuantificacion de hemoglobina se realizé en un analizador hematolégico automatizado
CELL-RUBY, Ruby™, Abbott Diagnostics, Santa Clara, CA, USA, Proteina C Reactiva
(PCR)por medio de turbidimetria y Ferritina Sérica se analizé por electroquimioluminiscencia
(Axim, Roche). Los examenes que se realizaron fueron cuantificacion de hemoglobina el
cual es un examen que sirve para determinar la presencia de anemia en los posibles sujetos
de estudio. Proteina C reactiva para determinar que no exista un proceso inflamatorio que
artificialmente eleve los valores de hierro y ferritina la cual sirve para determinar las reservas
de hierro. Se clasificaron segln la concentracion de ferritina obtenida dentro del grupo con
reservas de hierro superiores (>70 ug/dL) o el grupo con reservas de hierro inferiores
(<30mg/dL), los sujetos que no se encontraban dentro de ninguno de estos grupos fueron
descartados por no cumplir con los criterios de inclusién. Los puntos de corte de las
reservas de hierro se seleccionaron siguiendo un criterio arbitrario. Al reclutar al menos 10
personas de cada sexo con las reservas de hierro deseadas, es decir los 40 sujetos de

estudio, se continud a la siguiente etapa. El proceso de tamizaje se detalla en la Figura No.8
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Figura No. 8. Diagrama de flujo para el tamizaje de los posibles sujetos de estudio. Se

detallan los pasos realizados para el tamizaje.
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e. Fase IlI: Intervencidn. El proceso de intervencion de los sujetos de

estudio fue realizado por el equipo de investigacion de CeSSIAM, esto se realizé en
Septiembre, 2011. Para el presente estudio se utilizaron las muestras de suero previamente
recolectadas e identificadas con un codigo numérico sin ninguna identificacion personal.
Una vez se reclutaron todos los sujetos de estudio, se acord6 un dia con todos para que
llegaran a CeSSIAM entre 8:00 — 8:30am. Las personas conocian de antemano que para
esta segunda fase se requeria que permanecieran aproximadamente 5 horas en el lugar
acordado y debieron llegar con al menos 12 horas de ayuno. Al llegar todos los
participantes se les tomd una muestra basal en ayunas siendo esta la primera muestra
sanguinea de 5mL en el tiempo cero. Esta se utilizé para tener niveles de comparacion y se
considera el control. Después de esto se les suplement6 oralmente con 100mg de sulfato
ferroso (FeSO,) acompafiado de 200mL de agua, se utilizd la misma cantidad para todos
los sujetos pues la suplementacion no es dependiente del peso del sujeto, al momento de
tomar la suplementacion se anot6 la hora para cada persona pues se tenian minutos de
diferencia. Se monitored la respuesta a esta suplementaciéon durante cuatro horas y media
por medio de la concentracién de hierro no ligado a transferrina, la concentracién de hierro
sérico, los niveles de transferrina en el suero y la saturacién de esta. Esto se logré por la
toma de tres muestras sanguineas mas de 5mL cada una, a los 90, 180 y 270 minutos
después de la suplementacion. Después de la extraccion de sangre del tiempo 180 minutos
los sujetos recibieron un refrigerio ligero y después de la dltima muestra (270 minutos) se
les proporcioné un almuerzo. Este proceso de suplementacion se esquematiza en la Figura
No. 9
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Figura No. 9 Proceso de suplementacién. Los sujetos de estudio fueron reunidos en
CeSSIAM, ellos se presentaron a tempranas horas de la mafiana en ayuno para poder
empezar con el proceso. Antes de empezar con la tomas de muestra fue necesario que los
sujetos de estudio leyeran, entendieran y estuvieran de acuerdo con el consentimiento
informado indicandolo al firmarlo. Luego de esto los sujetos permanecieron durante las
cuatro horas y media en las instalaciones de CeSSIAM, finalmente se les proporcioné un
almuerzo para poder evitar cualquier complicacion por las horas que permanecieron en
ayuno luego de lo cual los participantes se retiraron. Si algin sujeto deseaba retirarse
antes de concluir con el estudio este lo podria haber hecho libremente pues la participacién

era voluntaria.
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4. Coleccion de muestra

a. Toma de muestra. Las muestras de suero fueron tomadas por el
equipo de investigacion de CeSSIAM y se almacenaron a -80°C hasta el momento de su
analisis. Estas fueron tomadas por una flebotomista y por la Licda. Maria Eugenia Romero.
Se utilizé material descartable nuevo y las muestras se extrajeron con tubos vacutainer para
evitar hemdlisis, ya que esta afecta la medicion de NTBI. Cuando los sujetos de estudio
llegaron a CeSSIAM se les asign6é un cddigo, el cual es Unicamente conocido por una
persona del equipo de investigacion de CeSSIAM vy el archivo con los datos de estas
personas que los correlacionan con los cédigos asignados se encuentran en las
instalaciones de CeSSIAM en una gaveta con llave a donde solo el director tiene acceso. La
sangre se extrajo de la vena antero — cubital. Se tom6 una primera muestra sanguinea de
5mL para el tamizaje, ésta se tomé en dos tubos vacutainer uno con anticoagulante, EDTA,
para la cuantificacién de hemoglobina y el segundo tubo sin anticoagulante, este centrifugd
por 5 minutos a 5,000rpm. A partir de esta se obtuvo aproximadamente 1mL de suero el

cual fue alicuotado en un tubo eppendorf y se identificé con el cédigo asignado al sujeto de
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estudio. Esta muestra sigui6é una cadena fria hasta llegar al laboratorio del Hospital Nuestra
Sefiora del Pilar donde se realizaron los exdmenes de tamizaje, el laboratorio se encuentra
dirigido por la Licda. Isabel Massanet. Se utilizd la muestra de sangre completa para
determinar la hemoglobina y el suero para realizar la proteina C reactiva y determinar los
niveles de ferritina. A partir de los resultados de tamizaje se seleccionaron a los sujetos de
estudio, los cuales fueron convocados a una segunda reunién. En este caso se tomaron
cuatro muestras sanguineas de 5mL cada una, para evitar hematomas se alternaron entre
los brazos en los que se realizaba la extraccion de sangre. Estas muestras sanguineas se
centrifugaron a 5,000rpm por 10 minutos. A partir de los 5mL de sangre se obtuvo
aproximadamente 2.5mL de suero, el suero se separ6 en dos alicuotas en tubos eppendorf
1.5mL para hierro sérico y 1mL para determinacion de NTBI, ambas alicuotas fueron
identificadas con el cédigo de cada sujeto. Se sigui6 una cadena fria hasta llegar al
laboratorio donde se almacenaron a -80°C hasta su analisis. Lo que no se utilizé de las
muestras sanguineas extraidas fue descartado siguiendo las normas de bioseguridad
pertinentes.

b. Dosis de hierro. Los sujetos que fueron seleccionados a partir del
tamizaje participaron en el proceso de suplementacion con dosis profilacticas de hierro. Ya
gue en estudios previos se comprobd que la mayor respuesta de NTBI es causada por
sulfato ferroso, este fue utilizado como fuente de hierro en este estudio. Se proporciond
sulfato ferroso marca Ferrinsol fabricado por Industrias Bioquimicas en Guatemala. Segun
las especificaciones del fabricante este jarabe contiene 2mg de hierro/mL. Ya que se les
queria administrar con 100mg de hierro se les suministro con 4mL de Ferrinsol. Este
volumen se midié un dia previo a la intervencion y se alicuotdé en viales de plastico con
tapadera y cubiertos con papel aluminio para evitar cualquier modificaciéon por exposicion a
la luz. El dia de la intervencion se le entreg6 a cada sujeto de estudio el vial con el volumen
de Ferrinsol que debian tomar, al finalizar de tomarlo pudieron consumir 200mL de agua.
Luego de esto los sujetos debieron permanecer en las instalaciones de CeSSIAM para las
tomas de muestras sanguineas consecutivas. Ademas por la composicidon del jarabe los
sujetos de estudio podian presentar nduseas y debian permanecer bajo observaciéon para

evitar cualquier problema.

c. Laboratorio de analisis. Los andlisis del tamizaje basal
(determinacion de hemoglobina, proteina C reactiva y concentracion de ferritina) se
realizaron en el Laboratorio Clinico del Sanatorio Nuestra Sefiora del Pilar. Los analisis de
hierro sérico, niveles de transferrina y porcentaje de saturacion de la transferrina se

realizaron en el laboratorio colaborador en Innsbruck, Austria dirigido por el Dr. Schimann.
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El andlisis de hierro no ligado a transferrina (NTBI) se efectuara como parte de la presente

tesis en los laboratorios de la Universidad del Valle de Guatemala.

5. Variables

Cuadro 3 Operacionalizacion de Variables.

Variable Tipo de Definicién Dimensiones Indicador Escala
variable conceptual

Concentracion de NTBI | Naturaleza: Variable dependiente: | Concentracion de NTBI, de | Se va a medir la | Niveles de

Concentracioén de | Cuantitativa Concentracion de | hierro 'y determinacién de | fluorescencia de | hierro  bajos

hierro sérico NTBI es la | niveles de transferrina y | las muestras en | menores que

Transferrina y niveles | Relacién: concentracién de | porcentaje de saturacion de la | unidades de FUI a | 30 pg/dL

de saturacion de | Dependiente - | hierro no ligado a | misma en el suero de hombres | partir de la razén

transferrina

Independiente:

Administracion de
100mg de  Sulfato
Ferroso. (es una
variable  controlada),

reservas de  hierro
(inferiores 0 menores a
30pg/dL y altas o

superiores a 70pg/dL) y

sexo (masculino,
femenino)
Interviniente: Fumar,

consumo de bebidas
alcohdlicas, consumo
de comida en las

Ultimas 12 horas.

Origen de la variable:
Atributiva.

Respecto al nimero de
valores que toma es:

Politomica continua.

Concentracion
de NTBI.

Nivel de
medicion: Razén

0 proporcion

transferrina en el
suero de los 40
sujetos de estudio, la
cual se va a expresar

en pg/dL.

Variable

Independiente: El
sulfato ferroso es un
farmaco administrado
a personas que se
cree tienen reservas
de hierro inferiores,
se administras 100mg
ya que es la dosis
MSPAS

administra a la

que el

poblacién

guatemalteca.

con niveles bajos de hierro.

Concentracion de NTBI, de
hierro 'y determinaciéon de
niveles de transferrina vy
porcentaje de saturacion de la
misma en el suero de hombres
niveles

con superiores de

hierro.

Concentracion de NTBI, de
hierro 'y determinacién de
niveles de transferrina vy
porcentaje de saturacion de la
misma en el suero de mujeres

con niveles bajos de hierro.

Concentracion de NTBI, de
hierro 'y determinacion de
niveles de transferrina vy
porcentaje de saturacion de la
misma en el suero de mujeres
con niveles superiores de

hierro.

de fluorescencia y
con una curva de
calibracion
realizada
previamente  con
estandares se va a
determinar la
concentracién  de
NTBI en el suero
de los sujetos de
estudio.

Se va a calcular la
concentracion  de

hierro sérico.

Se va a determinar
los niveles de
transferrina y los
porcentajes de
saturacion de esta.

Niveles de
hierro
superiores
mayores que
70 pg/dL

Sexo

masculino

Sexo

femenino
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6. Meétodos realizados como parte de la tesis - Analisis quimicos

a. NTBI Antes de empezar es importante recordar que por el tipo de
medicion que se va a realizar toda la cristaleria y el material que se utilizé para pesar debe
ser de plastico, no se pudo utilizar agitador magnético, ya que se esta usando flureseina
todos los reactivos cubrieron con papel aluminio y para evitar contacto directo con la
solucién las bocas de los beaker o cualquier otro recipiente se cubrié primero con plastico y
luego con aluminio, se trabajé en la medida de lo posible en la oscuridad y todo se
almacené a -80°C hasta ser utilizado. Se prepararon todos los reactivos a utilizar para la
preparacion del reactivo A y B de NTBI. Primero se preparé el buffer HBS libre de hierro.
Este se preparé mezclando 150mM de NaCl con 20mM de Hepes, en esta etapa no se
ajustd el pH. Para eliminar el hierro se mezclaron 100mL de HBS con 1g de Chelex y se
filtré utilizando papel filtro. Luego de esto se ajust6 el pH a 7.1 utilizando NaOH 5M. El buffer
HBS es un buffer altamente utilizado para mantener las condiciones bioldgicas. El segundo
reactivo que se prepar6 fue el cloruro de galio (GaCl;) 100mM, este es distribuido en una
ampolla de vidrio la cual se limpid por el exterior y se colocé dentro de un beaker, se trabajo
bajo una campana y utilizando lentes de proteccion por la alta reactividad. La ampolla se
quebrd utilizando un objeto de madera y se mezclé inmediatamente después con 286mL de
agua doble destilada estopara disolver el galio. La solucién obtenida de cloruro de galio era
estable por lo que alicuoté y congelé. El GaCl; funcioné bloqueando la apo-transferrina.
Luego de esto se prepard la fluoresceina apo-transferrina (FI-aTf). Se pesaron 80mg de
apo-transferrina y se disolvieron en 10mL de una solucién de bicarbonato de sodio 100mM,
el pH en este paso fue 8.4, no se ajustd. La solucién obtenida tenia una concentracién de
100uM. Luego de esto se prepar6 una solucion de 10mM de 5°-(4,6-dichlorotriazinyl)
aminofluoresceina (DCTAF) en dimetilsulfoxido, esta solucidn debi6 estar protegida de la
luz. Se agregdé 0.1mL de la solucién anterior, DCTAF, a 10mL de la soluciéon de apo-
transferrina. Esta solucion se incubd por 30 minutos a 37°C y luego de esto se agregd
0.1mL de una solucién de L-lisina 0.5M en 100mM de NaHCOs;, la cual par6 la reaccion.
Luego de esto se realizo dialisis de 10mL de Fl-aTf contra 2 litros de HBS utilizando un tubo
de dialisis con un punto de corte de 12kDa. Al finalizar esta primera dialisis se realiz6 una
segunda dialisis. Para comprobar la preparacion de Fl-aTf se tomé una lectura de 0.2mL del
Fl-aTf diluido en HBS en razén 1:160. Esto se almacend, la concentracion final de esta
preparacion fue de 100uM con una razén Fl: aTf de 1:1. Ya con esto se pudo comenzar a
preparar el reactivo para el ensayo de NTBI, se comenz6 agregandole a 1 litro de HBS
10mM de oxalato de sodio, 1mL de la solucién de GaCl; para tener una concentracion de
0.1mM, el pH en esta etapa fue 7.3. Luego de esto se agregaron 0.625uM de Fl-aTf. Esta

solucion de un litro se dividié en 2 porciones de 500mL cada una, la primera porcién
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correspondi6é al reactivo A y a la segunda porcion se le agregdé 1g de aTf y este sera el
reactivo B. Estos reactivos se alicuotaron y se almacenaron a -20°C. Todos los reactivos y
la preparacion de la muestra se realizaron en el laboratorio y no se utilizo un kit para realizar
esta medicion ya que es muy delicada. Ya con esto se construy6 la curva de calibracion.
Las soluciones de la curva de calibracion se debian preparar el mismo dia que se utilizaban
ya que son estables Unicamente por 2 horas. Se prepar6 una solucion de 20mM de sulfato
de amonio férrico (FAS) en agua doble destilada. Se mezclaron 0.5mL de la solucién
anterior con 0.5mL de una solucidn de nitrilo-acetato 200mM a pH 7.0, lo que formo Fe: NTA
en razén 10:100. Se prepard una solucion madre de 50uM diluyendo en HBS y se realizaron
diluciones seriadas de esta solucion madre para obtener concentraciones de 12 hasta OuM.
Se colocaron 10uL de cada estandar en cuadriplicado en una placa de 96 pozos, a los
primeros dos pozos se les agregé 200uL del reactivo A a cada uno y a los otros dos pozos
200uL del reactivo B a cada uno. Se calculd la razéon de fluorescencia entre el reactivo A/B
de los estandares de hierro y a partir de las concentraciones de estos y las razones de
fluorescencia se construyé la curva de calibracion. Luego de esto se analizaron las
muestras se colocaron 10uL en cuadriplicado en un placa de 96 pozos, donde cada muestra
de suero sera analizada en duplicado con cada reactivo de NTBI. En el reactivo A si existe
hierro libre en el suero se va a unir a la Fl-aTf disminuyendo su fluorescencia. En el reactivo
B si existe hierro libre en el suero este se va a unir a la aTf no fluorescente en lugar de la FI-
aTf no afectando asi la lectura de fluorescencia. Una vez mezclado los reactivos con el
suero la placa se dej6 en una camara oscura durante una hora y luego se leyé la
fluorescencia (CytoFluor® 4000, Applied Biosystems) con filtro de excitacién (485nm) y filtro
de emisién de (538nm). Una vez se obtienen todas las lecturas de fluorescencia se
determind la razén de fluorescencia entre el reactivo A y B para cada muestra. En el suero
normal se espera que esta razén sea 1 0 muy cercana a este, pues no existe hierro libre
qgue puede afectar la fluorescencia de los reactivos. En un suero con hierro libre la
fluorescencia del reactivo A va a ser menor que la del reactivo B, por lo que la razén de
fluorescencia va a ser menor a 1. Luego a partir de una curva de calibracion se determind la
concentracion de NTBI. En la Figura No. 10 se esquematizan los pasos fundamentales del
ensayo fluorométrico a realizar y las diferencias entre un suero normal y un suero con hierro

libre.
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Figura No. 10 Método de medicién de concentracion de NTBI En suero normal y con

NTBI
Suero Normal Suero con NTBI
*Foe T i T
.I‘ T o -Tratiz
ferrit
Agregar Agregar Agregar
FLaTf FLaTf+ ‘;I?:lg.;r FLaTf+
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Fl-aTf Fl-aTf
Leer
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Fluorescencia Fluorescencia Fluorescencia Fluorescencia
alta alta baja alta

FI-aTf fluorescema-apo-tranferrina — fluorescente
aTf apo-tranfemrina no fluorescente.

(Tomada de Breuer, 2001).

b. Instrumento de medicidn. Se determiné la concentracién de hierro
no ligado a transferrina (ug/dL) a partir de la curva de calibracion que relacionaba la
fluorescencia de las muestras con la concentracion de hierro no ligado a transferrina, la
relacion que se establece es una relacion lineal siguiendo la ley de Beer- Lambert. Para
medir la fluorescencia tanto de los estandares como de las muestras se utilizd un
fluorémetro (CytoFluor® 4000, Applied Biosystems) las unidades de fluorescencia utilizadas
fueron FUI. La razon de fluorescencia entre el reactivo A y B es la que se utilizé para
calcular la concentracién de hierro no ligado a transferrina (ug/dL) a partir de la curva de
calibracion.
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c. Determinacion de hierro sérico y su correlacion con NTBI.
Una de las alicuotas obtenidas del suero antes y después de la suplementacién con 100mg
de sulfato ferroso a los sujetos de estudio fue enviada a un laboratorio colaborador en
Innsbruck, Austria a cargo del Dr. Schimann. Se determiné la concentracién de hierro
sérico utilizando espectrofotometria de absorcion atémica por medio del ensayo basado en
ferrozina (Roche). Se calcularon los cambios en la concentracion de hierro durante el
tiempo, también llamados deltas. Se obtuvo un promedio de estos deltas para cada tiempo
dentro de un mismo grupo. Es decir el grupo de hombres con reservas de hierro inferior
estuvieron cuatro deltas de hierro sérico el del tiempo 0, tiempo 90, tiempo 180 y tiempo 270
y de igual manera los otros tres grupos de sujetos de estudio. A partir de estos promedios
se construyeron curvas de cambio en el tiempo y se calculd el area bajo la curva de estas
curvas, lo cual fue un indicador del cambio de concentracién de hierro sérico. Ademas de
esto la concentracion de hierro sérico se utilizé para correlacionarla con las concentraciones
de NTBI sérico, pues en estudios previos se ha demostrado que estas son directamente
proporcionales. Esto permiti6 analizar de mejor manera si existen diferencias en las

concentraciones de NTBI sérico entre sexo y reservas de hierro.

d. Determinacién de niveles de transferrina y saturacion de

transferrina. En la misma alicuota de suero que se manda al laboratorio colaborador en
Innsbruck, Austria se determinaron los niveles de transferrina los cuales son indicadores de
los niveles de hierro sérico. Ademas de esto se determiné el porcentaje de saturacion de
transferrina para determinar que esta sea la reportada por la literatura y poder determinar

cual es el nivel de saturacion minimo al que se comienza a formar NTBI sérico.

7. Analisis estadistico

a. Analisis estadistico. Se realizd utilizando SPSS version 17.0
(Stadistical Package for the Socia Science, Chicago, lllinois, USA)

1) ANOVA: Se cuantificé la magnitud de las concentraciones de
NTBI y hierro sérico, en cada intervalo después de las dosis iniciales de hierro. Se
calcularan deltas, o cambios en el tiempo, de estas concentraciones con las que se van a
construir curvas de cambio en el tiempo y se determinara el area bajo la curva (AUC por sus
siglas en inglés), calculando los cambios en concentraciones en cada tiempo de extraccién
con respecto al valor obtenido en tiempo cero del dia de la suplementacion. Antes de

realizar un analisis paramétrico fue necesario revisar que cumpliera con los supuestos de
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normalidad y homogeneidad de varianzas. Ya que en todos los casos los valores lo
cumplieron se procedié a realizar el ANOVA. Se utilizé un ANOVA de dos factores y dos
niveles, del modelo general lineal univariado, para determinar si existe efecto significativo
del sexo o de las reservas de hierro sobre el cambio de concentracién de NTBI sérico, asi
como un segundo ANOVA para determinar si existe efecto significativo del sexo o de las
reservas de hierro sobre la concentracion maxima de NTBI sérico. Se realizaron los mismos
dos ANOVAS para comprobar si existia efecto de alguno de estos factores sobre la
concentracién de hierro sérico. El primer factor del ANOVA es el género y sus dos niveles
son hombres o mujeres y el segundo factor son las reservas de hierro donde sus dos
niveles son superiores o inferiores. Se utilizé una prueba de dos colas, con un nivel de
significancia del 5%. Las hipétesis que se quieren probar con el ANOVA se mencionan a
continuacion.
a) Hipotesis nulas (Ho)
i. No existe efecto del género sobre la

concentracion de hierro no ligado a transferrina.

ii. No hay efecto de las reservas de hierro sobre la

concentracién de hierro no ligado a transferrina.

ii. No hay efecto de la interaccion entre género y

reserva de hierro en la concentracion de hierro no ligado a transferrina.

b) Hipbtesis alternativa (Ha)
i. Existe un efecto significativo del género sobre la

concentracién de hierro no ligado a transferrina.

ii. Existe un efecto significativo de las reservas de

hierro sobre la concentracién de hierro no ligado a transferrina

iii. Existe un efecto de la interaccién entre género y

reserva de hierro en la concentracion de hierro no ligado a transferrina.

Asi mismo se realizé un andlisis Post- Hoc de LSD (por sus siglas
en inglés least significative difference- diferencia minima significativa) para determinar entre

gue grupos se encontraba la diferencia si es que esta existia.
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2) Andlisis de correlacion: Para determinar la relacion entre el hierro
circulante y la concentracion de hierro no ligado a transferrina. Se realizara un andlisis de
correlacion de Spearman y un andlisis de correlacion de Pearson. Al igual se grafico hierro
sérico contra NTBI y se hizo un ajuste lineal para obtener la ecuacién de regresion lineal. La
hipétesis a probar por este andlisis fue:

a) Hipotesis nulas (Ho)
i. No hay relacién entre el hierro circulante y la
concentracién de hierro no ligado a transferrina.

b) Hipotesis alternativa (Ha)
i. Existe una relacion entre el hierro circulante y la
concentracién de hierro no ligado a transferrina.

Para ejemplificar mejor que se va a comparar contra que, se construy6 una tabla donde se
observan los sujetos de estudio y como se van a comparar, Figura No. 11

Figura No. 11. Tabla de comparacién. Nos indica que sujetos de estudio se van a
comparar.

Hombres Hombres
reservas reservas

superiores | inferiores
(n =10) (n =10)

Mujeres reservas
superiores (n = 10) x x

Mujeres reservas

inferiores (n = 10) x x

B. Materiales

1. Recursos humanos. Para el reclutamiento de los sujetos de estudio y la fase
experimental de este proyecto se contd con la ayuda de la Licda. Maria Eugenia Romero,
Quimica Biologa del equipo que realizd la extraccién de las muestras sanguineas. Los
andlisis del tamizaje sanguineo para la seleccion de los sujetos de estudio se trabaj6 con la
colaboracién del Laboratorio Clinico del Sanatorio Nuestra Sefiora del Pilar, en donde la
Licda. Isabel Massanet realiz6 la determinacién de hemoglobina, proteina C reactiva y
determinacion de niveles de ferritina. Los andlisis de concentracién de NTBI se realizaron en
el laboratorio de la Universidad del Valle de Guatemala con la Dra. Ménica Orozco como

investigadora principal y Gabriela Samayoa como investigador auxiliar.
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2. Recursos materiales y financieros. Los fondos para este proyecto fueron
dados por CeSSIAM, pues este es un proyecto de esta institucién. El fluorémetro para realizar
las mediciones de concentracién de hierro no ligado a transferrina es proporcionado por la
Universidad del Valle de Guatemala. En el Cuadro 4 se detallan los recursos materiales

principales y los costos aproximados de dicho proyecto.

Cuadro 4 Presupuesto del proyecto

Rubro CeSSIAM uvG Total
Q) Q) Q)
Reactivos y equipo de laboratorio 34,000.00 34,000.00
descartable
Lampara y filtros del fluorémetro 15,000.00 6,000.00
Tamizaje en el Laboratorio de Sanatorio 3,000.00 3,000.00
Nuestra Sefiora del Pilar
Viaticos 10,000.00 10,000.00
Gastos con los sujetos de estudio 24,000.00 24,000.00
Fluorémetro 80,000.00 | 50,000.00
Instalaciones de laboratorio 43,000.00 | 38,500.00
TOTAL 86,000.00 123,000.00 | 209,000

3. Ubicacion. Los analisis de concentracion de hierro no ligado a transferrina

(NTBI) en los 40 sujetos de estudio en los cuatro tiempos (0, 90, 180 y 270 minutos) se

realizé en la Universidad del Valle de Guatemala.



C. Cronograma de actividades

Cuadro 5. Cronograma de actividades

Mes 2011-2012

L O ) 2 @
No ACTIVIDAD g g E ‘,é g g 9 | = s |2 | % E g ‘é

S22 (s |5 8 (8|2 |8|53|3 8|28 ¢S

g1° |2 |5 . <lg|° |8
ACTIVIDADES PREVIO A TRABAJO EXPERIMENTAL

1

Cotizacion y solicitud de reactivos

Elaboracion de PNOs

Calibracion y evaluacién equipo

2
3
4

Compra de repuestos del equipo

5

Segunda evaluacién equipo

6

Elaboracién protocolo

7

Revisiones y entrega de protocolo

TRABAJO EXPERIMENTAL

8

Preparacién reactivos

9

Implementacién del método

10

Andlisis de muestras

ANALISIS DE RESULTADOS

11

Andlisis estadistico

12

Preparacion y entrega de informe final

8y



V. RESULTADOS

A. Hierro sérico

Cuadro No. 6. Promedios de hierro sérico. Se determiné el promedio de cambio maximo y

delta para cada grupo de estudio luego de la suplementacién con 100mg de sulfato ferroso.

Grupo Hombres con Hombres con Mujeres con Mujeres con
reservas de reservas de reservas de reservas de
hierro superiores | hierro inferiores | hierro superiores | hierro inferiores

Cambio maximo en 110.0+ 40.5 213.3+71.7 211.7£97.7 183.9 £ 63.3
[Hierro](ug/dL) * [109.1] [210.4] [178.3] [195.3]

(@° (b) (b) (b)
Cambios en 4.5 horas 2544 +131.4 508.4 + 206.6 470.7 £ 211.7 455.4 +152.2
de la [Hierro] (ug/dL) ! [216.8] [531.2] [419.6] [458.7]

cY (b) (b) (b)

"Media + desviacién estandar [mediana]

%Las letras en paréntesis representan la comparacién de ANOVA de dos factores (masculino y femenino) y dos
niveles (reservas de hierro superiores e inferiores)- Anexos Cuadros No.13 y 14, los valores con diferente letra
son estadisticamente diferentes usando la prueba post-hoc de diferencia minima significativa (LSD)- Anexos
Cuadros No. 15y 16

Figura No. 12. Cambios en la concentracidon de hierro sérico en el tiempo. Se presentan las
medias de los cambios de hierro sérico expresadas en pg/dL, durante 3 intervalos de 90 minutos
cada uno después de la dosificacién de 100mg de sulfato ferroso. Se muestran los 4 grupos de
estudios: hombres con reservas de hierro superiores, hombres con reservas de hierro inferiores,
mujeres con reservas de hierro superiores y mujeres con reservas de hierro inferiores. Por
cuestiones de visualizacion no se presentan las barras de error, sin embargo en las graficas

siguientes si se incluyen.
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Figura No. 13. Cambios en la concentracién de hierro sérico en el tiempo de mujeres: con
reservas de hierro superiores y con reservas de hierro inferiores, para poder comparar su
comportamiento. Se presentan las medias de los cambios de hierro sérico expresadas en ug/dL,
durante 3 intervalos de 90 minutos cada uno después de la dosificacion de 100mg de sulfato

ferroso. Se muestran las barras de error negativas.
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Figura No. 14. Cambios de concentracion de hierro sérico en el tiempo de hombres: con
reservas de hierro superiores y con reservas de hierro inferiores. Se observan las medias de los
cambios de hierro sérico expresadas en ug/dL, durante 3 intervalos de 90 minutos cada uno

después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se incluyen las barras de error

negativas.
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Figura No. 15. Comparacion de los cambios de concentracién de hierro sérico en el
tiempo, en hombres y mujeres con reservas de hierro superiores. Se observan las medias
de los cambios de hierro sérico expresadas en pg/dL, durante 3 intervalos de 90 minutos cada

uno después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se incluyen las barras de error

negativas.
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Figura No. 16. Comparacion de los cambios de concentracién de hierro sérico en el
tiempo, en hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores. Se observan las medias de
los cambios de hierro sérico expresadas en pg/dL, durante 3 intervalos de 90 minutos cada uno

después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se muestran las barras de error

negativas
250
)
©
< 200
S
g3 ——”—:::==.
33 ’ -
58 s r°
05 0
© Y 100 7 - 1
5 < o
8= 50 Z,
2 %
= ¢
I
© 0o ; ; .
0 . . 180 270
Tiempo (minutos)
— 4 — Mujeres con reservas de hierro inferiores
— - — Hombres con reservas de hierro inferiores




52

A. Hierro no ligado a transferrina - NTBI

Cuadro No. 7. Promedios de NTBI. Se determiné el promedio de cambio maximo y delta para

cada grupo de estudio luego de la suplementacion con 100mg de sulfato ferroso.

Grupo Hombres con Hombres con Mujeres con Mujeres con
reservas de reservas de reservas de reservas de
hierro superiores | hierro inferiores | hierro superiores | hierro inferiores
Cambio méximo en 2.3£0.9 32+%21 2.8+0.9 32+%13
[Hierro](pg/dL) ! [2.0] [2.6] [2.5] [3.2]
@ @ @ @
Cambios en 4.5 horas de 5627 8.2+56 6.3+2.0 8.2£3.3
la [Hierro] (png/dL) ! [5.3] [7.0] [5.8] [7.7]
@ @ @ @

"Media + desviacién estandar [medianal]

2 Las letras en paréntesis representan la comparacion de ANOVA de dos factores (masculino y femenino) y dos
niveles (reservas de hierro superiores e inferiores)- Anexos Cuadros No0.18 y 19, los valores con diferente letra
son estadisticamente diferentes usando la prueba post-hoc de diferencia minima significativa (LSD)- Anexos
Cuadros No. 20y 21

Figura No. 17. Cambios en la concentracion de NTBI en el tiempo. Se presentan las medias
de los cambios de hierro no ligado a transferrina (NTBI) circulante expresadas en yg/dL, durante
3 intervalos de 90 minutos cada uno después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se
muestran los 4 grupos de estudios: hombres con reservas de hierro superiores, hombres con
reservas de hierro inferiores, mujeres con reservas de hierro superiores y mujeres con reservas
de hierro inferiores. No se muestran las barras de error por cuestiones de visualizacion, sin

embargo en las graficas siguientes se incluyen.
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Figura No. 18. Cambios en la concentracién de NTBI en el tiempo de mujeres: con reservas
de hierro superiores y con reservas de hierro inferiores, para poder comparar su
comportamiento. Se presentan las medias de los cambios de hierro no ligado a transferrina
(NTBI) circulante expresadas en pg/dL, durante 3 intervalos de 90 minutos cada uno después de

la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se muestran las barras de error.
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Figura No. 19. Cambios de concentracion de NTBI en el tiempo de hombres: con reservas
de hierro superiores y con reservas de hierro inferiores. Se observan las medias de los cambios
de hierro no ligado a transferrina (NTBI) circulante expresadas en ug/dL, durante 3 intervalos de
90 minutos cada uno después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se muestran las

barras de error.
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Figura No. 20. Comparacion de los cambios de concentracién de NTBI en el tiempo, en
hombres y mujeres con reservas de hierro superiores. Se observan las medias de los
cambios de hierro no ligado a transferrina (NTBI) circulante expresadas en pg/dL, durante 3
intervalos de 90 minutos cada uno después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se

presentan las barras de error.
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Figura No. 21. Comparacion de los cambios de concentracion de NTBI en el tiempo, en
hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores. Se observan las medias de los cambios
de hierro no ligado a transferrina (NTBI) circulante expresadas en pg/dL, durante 3 intervalos de

90 minutos cada uno después de la dosificacion de 100mg de sulfato ferroso. Se muestran las

barras de error.
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B. Correlaciones hierro sérico- hierro no ligado a transferrina (NTBI)

Cuadro No. 8 Analisis de correlacién de hombres con reservas de hierro superiores. Se

determina la correlacion existente entre los cambios en hierro sérico y los cambios en NTBI, se

utilizan los coeficientes de correlacién de Pearson y Spearman.

Coeficiente de Probabilidad Coeficiente de Probabilidad
correlacion de Spearman regresion de Pearson
0.64 0.000000 0.76 2 colas: 1.5x 107

1 cola: 7.4 x 107

Figura No. 22. Correlacién entre hierro sérico — NTBI en hombres con reservas de hierro

superiores. Se grafican los valores pareados de las 40 muestras analizadas dentro de este

grupo, se gréfica concentracion hierro sérico (ug/dL) en el eje horizontal y concentracion de NTBI

(ug/dL) en el eje vertical y se realiza una adecuacién a un modelo lineal.
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Cuadro No. 9 Anélisis de correlacién de hombres con reservas de hierro inferiores. Se
determina la correlacion existente entre los cambios en hierro sérico y los cambios en NTBI, se

utilizan los coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman.

Coeficiente de regresioén Probabilidad Coeficiente de Probabilidad
de Spearman regresion de Pearson
0.84 0.000000 0.89 2 colas: 2.4 x 107"
1cola: 1.8 x 10

Figura No. 23. Correlacién entre hierro sérico — NTBI en hombres con reservas de hierro
inferiores. Se grafican los valores pareados de las 40 muestras analizadas dentro de este
grupo, se grafica concentracion hierro sérico (ug/dL) en el eje horizontal y concentracién de NTBI

(ng/dL) en el eje vertical y se realiza una adecuacién a un modelo lineal.
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Cuadro No. 10. Analisis de correlacién de mujeres con reservas de hierro superiores. Se
determina la correlacion existente entre los cambios en hierro sérico y los cambios en NTBI, se

utilizan los coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman.

Coeficiente de regresion Probabilidad Coeficiente de Probabilidad
de Spearman regresion de Pearson
0.66 0.000000 0.67 2 colas: 2.2 x 10°
1 cola: 1.1 x 10°

Figura No. 24. Correlacién entre hierro sérico — NTBI en mujeres con reservas de hierro
superiores. Se grafican los valores pareados de las 40 muestras analizadas dentro de este
grupo, se grafica concentracion hierro sérico (ug/dL) en el eje horizontal y concentracién de NTBI

(ug/dL) en el eje vertical y se realiza una adecuacién a un modelo lineal.
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Cuadro No. 11. Analisis de correlacién de mujeres con reservas de hierro inferiores. Se

determina la correlacion existente entre los cambios en hierro sérico y los cambios en NTBI, se

utilizan los coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman.

Coeficiente de regresioén Probabilidad Coeficiente de Probabilidad
de Spearman regresion de Pearson
0.90 0.000000 0.92 2 colas: 2.22 x 10™°

lcola: 1.11 x 10*®

Figura No. 25. Correlacion entre hierro sérico — NTBI en mujeres con reservas de hierro
inferiores. Se grafican los valores pareados de las 40 muestras analizadas dentro de este
grupo, se gréfica concentracion hierro sérico (ug/dL) en el eje horizontal y concentracion de NTBI

(ng/dL) en el gje vertical y se realiza una adecuacion a un modelo lineal.
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Cuadro No. 12.Comparacion de pendientes de las correlaciones de los cuatro grupos de
estudio de la presente investigacion. Se presentan las pendientes de los grupos de estudio con

fines comparativos.

Hombres con
reservas de

hierro superiores

Hombres con
reservas de hierro

inferiores

Mujeres con
reservas de

hierro superiores

Mujeres con
reservas de

hierro inferiores

Pendiente (pg 0.0226

NTBI/ pg de Fe)

0.0175

0.0097

0.0172
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C. Comparaciéon con estudios anteriores

Se han realizado anteriormente estudios de NTBI por CeSSIAM, ya que durante la
ejecucion de dichos proyecto no se contaba con el conocimiento necesario para realizar el
método en Guatemala las muestras se analizaron en Utrecht. Estos estudios previos se
realizaron con dos grupos de estudio, mujeres con reservas inferiores de hierro y hombres con
reservas superiores de hierro. Fue en estos mismos estudios donde se encontraron las
tendencias que se mencionan en antecedentes y de donde sale la idea de extender dicha
investigacion al proyecto actual. Con fin de comparacion de resultados a continuacion se
presentan los coeficientes de correlacion de Pearson y las pendientes de dichos estudios y se

comparan con los resultados actuales.

Cuadro No. 13. Coeficiente de correlacion y pendiente de dos grupos de estudios
anteriores. Se presenta el coeficiente de correlacion y la pendiente de una regresion lineal entre
hierro sérico y NTBI. Se muestran Unicamente los dos grupos que estuvieron incluidos en

estudios previos.

Coeficiente de correlacién Pendiente*
de Pearson
0.93 0.077
Hombres con reservas de
hierro superiores Utrecht
0.76 0.0226
Hombres con reservas de
hierro superiores Guatemala
0.88 0.0225
Mujeres con reservas de
hierro inferiores Utrecht
0.92 0.0172
Mujeres con reservas de
hierro inferiores Guatemala

TPendiente en ug NTBI/ pg de hierro



V. DISCUSION

El hierro es esencial en la dieta, su funcion biol6gica incluye desde la produccién de
eritrocitos hasta la sintesis de ADN. El hierro absorbido a través de los enterocitos, entra al
torrente sanguineo y es ligado a la transferrina, evitando la oxidacion a nivel celular. No
obstante dicha proteina tiene un limite de saturacién, si se tiene una suplementacion
profilactica de hierrouna fraccién de este no se une a la transferrina y es fijado someramente
a otras proteinas o queda como hierro libre, llamado hierro no ligado a transferrina (por sus
siglas en inglés Non transferrine bound iron NTBI). EI NTBI puede tener efectos negativos
sobre la salud, ya que tiene la habilidad de participar en reacciones redox lo que lo hace
altamente peligroso, pues forman radicales libres y especies reactivas de oxigeno (por sus
siglas en inglés reactive oxigen species — ROS). Estas son citotoxicas y pueden causar dafio
oxidativo a macromoléculas, como peroxidacién de lipidos, oxidaciébn de aminodcidos,
fragmentacion de proteinas y dafios al ADN. A largo plazo pueden causar problemas mas
severos como diabetes y cancer. (Harrison-Findik, 2010; Hershko, 2007; Kolb, 2008; Marx,
2002). Es por esto que mantener niveles bajos de NTBI es esencial. En estudios previos se
ha encontrado una relacién directamente proporcional entre las concentraciones de hierro
circulante y la concentracion de NTBI, asi como un patrén en las mujeres de formar menos
NTBI que hombres suplementados con la misma dosis (Schiimann, 2011). Este estudio
pretende evaluar si la diferencia observada en la respuesta de NTBI es influida o determinada
por el estado de hierro o el sexo. La relevancia de conocer a fondo el metabolismo del hierro
es entender los factores que influyen en la formacién de NTBI para prevenirlos y evitar el

riesgo a la poblacioén.

Este trabajo tenia como objetivo determinar los cambios en las concentraciones de hierro
no ligado a transferrina (NTBI) y hierro sérico en respuesta a la suministracion profilactica de
sulfato ferroso en hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores y superiores y
determinar si dichos cambios eran significativamente diferentes entre sexos o reservas de
hierro. Lo que indicaria diferencias en la absorcion o el metabolismo del hierro, que puede ser
tanto benéfico como perjudicial, o bien un mecanismo que disminuya la formacion de NTBI.
Al igual confirmar la relacion entre el hierro circulante y NTBI que se observé en Schiimann,
2011. Esto es importante pues si la suplementacién profilactica conlleva a la formacién de
altas concentraciones de NTBI en el suero, se van a producir radicales de oxigeno reactivos
gue pueden causar oxidacién de diversos componentes celulares (Halliwell, 1992; Hershko,
2007; Kolb, 2008 y Marx, 2002).
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Las caracteristicas de los cuarenta sujetos de estudio pertenecientes a esta investigacion
se presentan en la seccién de Anexos Cuadros No. 14 — 17 asi como un resumen estadistico
de dichas caracteristicas en el Cuadro No. 18 de Anexos. Se presentan los factores tomados
en cuenta para el reclutamiento que permitieron la clasificacion de los sujetos de estudio
respecto a sus reservas de hierro y previnieron que se utilizaran sujetos con cualquier
patologia que pudiera interferir o bien tuvieran alteradas las reservas por inflamaciones. Se
presenta asi la edad, la concentracién de hemoglobina, la concentracion de ferritina inicial y la

concentracién de proteina C reactiva.

A. Hierro sérico

Se analizaron los cambios en las concentraciones de hierro sérico respecto al tiempo
para determinar si los cambios en concentracién tenian algin patrén respecto al sexo o bien a
las reservas de hierro. Se utilizaron dos criterios para el andlisis de resultados: maximo de
concentracién y area bajo la curva de cada sujeto, Cuadro No. 6. Estos valores se analizaron
usando un ANOVA antes de realizarlo se comprobaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, dichos resultados se encuentran en Anexos Cuadro No. 22. Se
determind que los dos factores (reservas de hierro y sexo) en conjunto afectan la
concentracion maxima de hierro sérico. Se comprobd que existe variacion en el cambio de
concentracion de hierro sérico durante 4.5 horas (delta) segun las reservas de hierro y la
interaccion reservas de hierro — sexo. No se logra determinar asi un efecto significativo de las
reservas de hierro en mujeres sobre la concentracidon de hierro sérico maximo ni sobre el
cambio total. Por el contrario en hombres se determiné un efecto significativo de las reservas
de hierro, es decir hombres con reservas de hierro altas y bajas tiene un comportamiento

diferente tal como se esperaba.

Se determind que no existe diferencia significativa entre hombres con reservas de hierro
inferiores, mujeres con reservas de hierro superiores y mujeres con reservas de hierro
inferiores. Por el contrario los hombres con reservas de hierro superiores muestran una
diferencia significativa con el resto de los grupos (Figura No. 12). En estudios previos se ha
comprobado que reservas de hierro inferiores aumentan los niveles de absorcién de hierro y
por lo mismo causan mayores cambios en la concentracion de hierro sérico (Hoppe, 2004). A
partir de esto se puede decir que los hombres muestran un comportamiento normal, en donde
los hombres con reservas de hierro inferiores tienen un mayor cambio en la concentracion de
hierro sérico, debido a sus necesidades, por el contrario los hombres con reservas de hierro
superiores tienen un cambio leve en la concentracion de hierro sérico, pues no tienen
necesidad del hierro, esto se observa graficamente en la Figura No. 14. Tal como se creia las

mujeres con reservas de hierro superiores e inferiores se comportan de manera similar, no
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existe diferencia significativa entre ambos grupos, indicando un comportamiento diferente al
esperado por parte de las mujeres con reservas de hierro superiores quienes no deberian
tener un cambio en la concentracion de hierro sérico tan alto pues tienen las reservas
suficientes, esto se puede observar en la Figura No. 13. La deficiencia de hierro ha
demostrado ser mas comun en mujeres, esto causa una regulacién en la formacion del
transportador de metales divalentes (DMT1) aumentando asi la absorcion de hierro (Berglund,
2011). Esto explica el comportamiento de las mujeres con reservas de hierro inferiores. En
cuanto al grupo de mujeres con reservas de hierro superiores se observa que no hay una
supresién en la absorcién de hierro, una idea de porque sucede esto es porque siempre tuvo
reservas de hierro inferiores y cualquier fuente hierro que llegaba al torrente sanguineo era
absorbida, por el largo periodo que duro este comportamiento en dichas mujeres puede que
se haya establecido sin importar las reservas de hierro, alin asi esto no es mas que una idea
y se debe clarificar la razén de dicho comportamiento. Al comparar entre sexo se puede ver
gue los hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores tienen un comportamiento similar
sin diferencia significativa (Figura No. 16) por el contrario los hombres y mujeres con reservas
de hierro superiores muestran una diferencia significativa (Figura No. 15). Esto ultimo
comprueba la idea de que existe un comportamiento distinto al esperado en el cambio de
concentracién de hierro sérico en mujeres con reservas de hierro superiores, quienes estan

absorbiendo como si sus reservas de hierro fueran inferiores y tuvieran necesidad del mismo.

En las gréaficas, que tienen Unicamente dos series de datos (Figura No. 12-16) se
muestran las barras de error negativas las cuales indican la variacion que presentan los
datos, esta es bastante alta debido a la dispersién de los valores observada entre los 10

sujetos de estudio en cada tiempo.

B. Hierro no ligado a transferrina (NTBI)

Para la cuantificacion de NTBI se utilizé el método de fluorescencia de Breuer, William y
Z. Cabantchik, 2001. Se estandarizé dicho método en la Universidad del Valle de Guatemala
utilizando un fluorémetro de Applied Biosystems. Se utilizé dicho método ya que se
demostrado ser reproducible pues tienen baja variacion dentro de una muestra y es exacto

debido a la alta variacion entre muestras (Jacobs, 2005).

Se utilizaron dos parametros de andlisis: maximo de concentracion de NTBI y area bajo
la curva para cada sujeto (Cuadro No. 7). Cada parametro de los datos se analiz6 utilizando
un ANOVA luego de verificar los supuestos (Anexos Cuadro No. 27).Se concluye que ninguno
de los dos factores analizados tiene un efecto significativo sobre la concentracién de NTBI,

por lo que no existe diferencia significativa entre los cuatro grupos de estudio. Respecto a los
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promedios presentados en el Cuadro No. 7, estos resultados tienen légica pues las
concentraciones de NTBI son muy similares o incluso iguales entre si, pero no cumplen con la
idea que las mujeres con reservas de hierro superiores forman menos NTBI que sus

contrapartes masculinas.

Aun asi se puede mencionar que se observan distintas tendencias en las gréaficas
mostradas en las Figuras No. 17 — 21. La primera de dichas tendencias es que tanto hombres
como mujeres con reservas de hierro inferiores forman mas NTBI que los grupos con reservas
de hierro superiores, se observa en la Figura No. 17. Esto probablemente porque los grupos
con reservas inferiores absorben altas concentraciones del hierro suplementado pero no
tienen capacidad de utilizarlo por lo que mucho de este hierro queda como NTBI. Las
mujeres con reservas de hierro inferiores son las que mayor cambio en la concentracion de
NTBI muestran, aun cuando la diferencia con el resto de los grupos no es significativa. Si se
analiza la Figura No. 20 se puede observar que las mujeres con reservas de hierro superiores
tienen un cambio de concentracion de NTBI mayor al de los hombres con reservas de hierro
superiores, esto no es lo esperado pues se creia que las mujeres iban a formar menos NTBI
gue sus contrapartes masculinas. Al comparar las reservas de hierro se puede observar que
la diferencia es mayor entre hombres con reservas de hierro superiores e inferiores, tal como
se observa en la Figura No. 19, que entre mujeres con reservas de hierro superiores e
inferiores, Figura No. 18. Las mujeres con reservas de hierro superiores tienen mayor
concentracion de NTBI siguiendo la tendencia de las mujeres inferiores. Por (ltimo al
comparar hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores (Figura No. 21) se puede
observar un comportamiento bastante similar, indicando que ambos grupos de sujetos se

comportan segun lo esperado.

Un factor importante que se debe recordar es que las mujeres con reservas de hierro
superiores absorbieron la misma cantidad de hierro que las mujeres con reservas de hierro
inferiores, pero no formaron NTBI en la misma proporcion. Al comparar la pendiente de la
correlacion hiero sérico- NTBI se puede observar que las mujeres con reservas de hierro
superiores forman aproximadamente 1.77 veces menos NTBI que las mujeres con reservas
de hierro inferiores. Esto indica que las mujeres con reservas de hierro superiores tiene un
mecanismo que protege de la formacién de NTBI, pues estas al absorber las altas cantidades
y no utilizarlas se esperaria formen mas NTBI. Si se comparan a las mujeres con reservas de
hierro superiores con sus contrapartes masculinas se puede observar que las mujeres forman
aproximadamente 2.33 veces menos NTBI que los hombres, esto se analiza a partir de las

pendientes de las correlaciones Figura No. 22 y Figura No. 24.
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En todas las gréaficas con no méas de dos series de datos se colocaron las barras de error,
como se puede observar existe una alta variacion de los datos. Esto es lo que puede causar

gue la diferencia observada no sea significativa.

C. Correlacion hierro sérico - hierro no ligado a transferrina (NTBI)

Se calcularon las correlaciones existentes entre la concentracién de hierro sérico y la
concentracién de NTBI para todos los sujetos de cada grupo de estudio. La relacion que se
esperaba obtener era de proporcionalidad directa pues el NTBI es una fraccién del hierro
sérico absorbido. Se realizaron correlaciones de Spearman y Pearson las cuales se presentan
con sus respectivas probabilidades en los Cuadros No. 8-11. Asi mismo se presenta la
dispersion de los datos y su ajuste a una regresion lineal en las Figuras No. 22-25, en cada

figura se incluye la ecuacion de la regresion lineal.

En general se puede decir que todas las correlaciones obtenidas son positivas, en donde
el aumento de hierro sérico va a causar un aumento de NTBI, es decir existe asociacion entre
las variables, tal como se esperaba. Todas las correlaciones determinadas son fuertes pues
son mayores a 0.5 e inclusive la correlacion observada en el grupo de mujeres con reservas
de hierro inferiores es altamente fuerte pues es mayor a 0.9. Esto nos indica que conforme
aumenta la contraccion de hierro sérico aumenta la concentracion de NTBI, aunque a

diferentes proporciones en cada grupo.

Con los resultados presentados se puede observar que los grupos con reservas de hierro
superiores tanto hombres como mujeres tienen una correlacion mas baja que los grupos con
reservas de hierro inferiores tanto hombres como mujeres. La alta correlacion en los grupos
con reservas de hierro inferiores se debe a que conforme se incrementa la concentracion de
hierro sérico se forma mas NTBI, por el contrario en los grupos con reservas superiores los
hombres no necesitan aumentar drasticamente la concentracion de hierro sérico antes de
formar NTBI y las mujeres necesitan un cambio mayor en hierro sérico antes de formar NTBI

disminuyendo asi las correlaciones.

Se puede observar que las mujeres con reservas de hierro inferiores (m = 0.0172) forman
mayores concentraciones de NTBI que las mujeres con reservas de hierro superiores (m =
0.0097). Esto se puede deber a que las mujeres con reservas de hierro superiores ain
cuando su cambio de concentracion de hierro sérico es igual al de mujeres con reservas de
hierro inferiores, tienen algin mecanismo que previene que formen NTBI, el cual no existe en
mujeres con reservas de hierro inferiores por lo que al absorber altas concentracion del hierro

suplementado y no lograr utilizarlo forman NTBI rapidamente. Se puede observar que los
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hombres con reservas de hierro superiores (m = 0.0226) forman mas rapidamente NTBI que
los que tienen reservas de hierro inferiores (m = 0.0175), esto se puede deber a que en los
ultimos la suplementacion debe sobrepasar las necesidades antes deformar NTBI. En cuanto
a hombres y mujeres con reservas de hierro inferiores estos forman NTBI a la misma
proporcién que aumenta la concentracion de hierro sérico y a la misma velocidad. Como ya se
menciond anteriormente si se comparan mujeres con reservas de hierro superiores (m =
0.0097) contra los hombres con reservas de hierro superiores (m = 0.0226), se puede
observar que las mujeres forman aproximadamente 2.33 veces menos NTBI que los hombres.
Lo cual es consistente con resultados previos (Schiimann, 2011), indicando que existe algun
sistema de proteccién en mujeres con reservas de hierro superiores que las previene de
formar NTBI. Es importante mencionar que se ha comprobado en estudios previos que los
hombres acumulan mas hierro que las mujeres (Harrison, 2010), lo que puede causar que

bajas cantidades de hierro formen NTBI a diferencia de las mujeres.

En general se ha observado efecto del sexo en distintas patologias del hierro, por
ejemplo que los hombres padecen mas de hemotocromatosis que las mujeres. (Harrison,
2010). Asi mismo se ha observado que la concentracion de ferritina es mayor en hombres que

en mujeres (Berglund, 2011).

D. Comparacién con estudios anteriores

Para determinar que las cuantificaciones se realizaron de la manera adecuada y que el
método se estandarizé exitosamente se comparo el coeficiente de correlaciéon de Pearson y la
pendiente de la correlacion entre hierro sérico y NTBI. En esta comparacion se incluyeron
Unicamente los dos grupos de estudios que se estaban repitiendo los cuales eran hombres
con reservas de hierro superiores y mujeres con reservas de hierro inferiores, las
caracteristicas de dichos sujetos de estudio se presentan en Anexos Cuadros No.19-21. La
comparacion se puede observar en el Cuadro No. 13, al analizarlo se encontro
correspondencia entre los parametros comparados, inclusive con una correlacién de Pearson
mejor en el estudio actual que en el anterior siendo esta la del grupo de mujeres con reservas

de hierro inferiores.

En cuanto al grupo de hombres con reservas de hierro superiores el andlisis realizado en
Guatemala obtuvo una pendiente menor, indicando un menor cambio de NTBI por cambio de
hierro y es por lo mismo que el coeficiente de correlacion de Pearson es menor si se compara
con el andlisis previo. En el grupo mujeres con reservas de hierro inferiores la pendiente del

analisis realizado en Guatemala es un poco menor que la del andlisis previo pero ain asi son
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muy similares e inclusive el coeficiente de correlacion de Pearson del analisis realizado en

Guatemala es mejor que el anterior.

Si se analiza por separado los resultados de hierro sérico y NTBI del estudio anterior y el
estudio actual se pueden observar distintas relaciones. Se observa que el cambio en las
concentraciones de hierro sérico en el tiempo después de la suplementacion con sulfato
ferroso es un fenémeno altamente reproducible y como los analisis se estan realizando en el
mismo laboratorio de Innsbruck, Austria con el mismo método y por el mismo técnico la
tendencia observada en el estudio actual fue muy similar que la del estudio anterior dando
resultados consistentes e inclusive en hombres con reservas de hierro superiores (Figura No.
26 Anexos) los valores fueron muy similares. El grupo de mujeres con reservas de hierro
inferiores (Figura No. 27 Anexos) los valores siguen una tendencia similar excepto en el
tiempo 270 minutos donde los resultados del estudio anterior muestran un aumento en la
concentracion, en general las concentraciones de hierro sérico del estudio anterior son
mayores que el estudio actual. En cuanto a la cuantificacién de las concentraciones de NTBI
ya que se montd el método en un nuevo laboratorio en Guatemala dandole asi mas fuentes
de variacién pues en el estudio anteriores dicha cuantificaciéon se realiz6 en Utrecht. Se puede
observar que en hombres con reservas de hierro superiores (Figura No. 28 Anexos) aln
cuando la tendencia es similar que el estudio anterior, el estudio anterior tuvo concentraciones
mayores de NTBI y se formé un pico méas definido en el tiempo 180 minutos. En mujeres con
reservas de hierro inferiores (Figura No. 29 Anexos) la tendencia sigue siendo la misma pero
los valores del estudio anterior son mayores. AUn asi los resultados muestran

correspondencia indicando que se realizé una estandarizacién del método adecuada.

Se lograron todos los resultados esperados. Se pudo determinar que auan cuando la
diferencia obtenida de concentracién de NTBI no fue significativa se observa tendencia de los
valores. Se pudo determinar una diferencia significativa en la concentracion de hierro sérico
entre mujeres y hombres con reservas de hierro superiores. Se pudo determinar que existe
una diferencia significativa en la concentracion de hierro sérico luego de la suplementacion
con sulfato ferroso tal como era esperada en hombres. Esto no sucedié en el grupo de
mujeres ya que las mujeres con reservas de hierro superiores se comportaron como mujeres
con reservas de hierro inferiores, indicando que existe algin mecanismo que las hace
absorber como si sus reservas fueran inferiores. Se determind que existia relacion entre el
cambio de concentracion de NTBI y el hierro sérico en todos los grupos de estudio, en

algunos grupos dicha relacion fue mas fuerte que en otros.
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Un factor que pudo intervenir en los resultados fueron las edades de los grupos. Aln
cuando entre sexos los grupos de edades son similares existe diferencia con el sexo opuesto.
Esto se debe principalmente a que para encontrar a los sujetos de estudio de los grupos de
mujeres se buscaron edades avanzadas en los que las mujeres hayan pasado ya la
menopausia y tengan asi reservas superiores de hierro. En hombres no fue el caso y se
utilizaron sujetos de estudio de edades menores. Este factor se tratd6 de disminuir en medida
de lo posible durante las etapas de reclutamiento de sujetos pero audn asi las diferencias
pueden afectar los resultados.



VI.CONCLUSIONES

El lograr montar exitosamente el método de deteccion de NTBI permitié determinar los
cambios de concentracion de NTBI en respuesta a la suplementacién con 100mg de

sulfato ferroso a hombres y mujeres con reservas superiores e inferiores de hierro.

Se puede concluir que existe un efecto de la interaccidn sexo- reservas de hierro sobre la
concentracion de hierro sérico, pues se determiné una diferencia significativa entre los
cambios de concentracion de hierro sérico en mujeres con reservas de hierro superiores

y hombres con reservas de hierro superiores.

Se encontré que no existe un efecto significativo de las reservas de hierro sobre la

concentracién de hierro sérico, en mujeres.

Se determindé que existe un efecto significativo de las reservas de hierro sobre la
concentracion de hierro sérico, en hombres. Indicando un comportamiento esperado

seguln sus reservas de hierro en hombres.

Se concluye que no existe ningun efecto significativo del sexo ni de las reservas de
hierro sobre la concentracién de NTBI. Aln asi se observan tendencias interesantes que

se deben corroborar con estudios posteriores.

Existe asociacion positiva y alta entre las dos variables analizadas concentracion de
hierro sérico y concentracion de NTBI, indicando que un cambio en hierro sérico va a

causar un cambio en NTBI

Los grupos con reservas de hierro superiores tienen una correlacion mas baja que los
grupos con reservas de hierro inferiores. La alta correlacién observada en los grupos con
reservas de hierro inferiores se debe a que conforme aumenta la concentracion de hierro
sérico se forma mas NTBI; por el contrario los grupos con reservas de hierro superiores
no necesitan un cambio alto en la concentracion de hierro sérico para formar NTBI

causando una correlacion baja.

Los hombres con reservas superiores de hierro forman NTBI mas rapidamente que los
hombres con reservas inferiores, esto probablemente porque los primeros no tienen
necesidad del hierro y muy poco de lo que absorben es realmente utilizado causando

formacién rapida de NTBI.
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Las mujeres con reservas de hierro superiores forman aproximadamente 2.33 veces
menos NTBI que sus contrapartes masculinas. Lo que indica que existe algin

mecanismo protector en mujeres con reservas de hierro superiores



VIl. RECOMENDACIONES

Trabajar con agua doble desionizada, evitar utilizar Unicamente agua destilada pues

afecta los resultados de los analisis.

Verificar que los sujetos no padezcan de ninguna patologia que altere los niveles de
hierro como hematocromatosis o bien tener un intervalo de 2 sujetos de estudio extra por
si se comprueba la existencia de una patologia en alguno de los sujetos iniciales, no se
afecte el nUmero de sujetos de estudio.

Repetir el estudio o realizar un estudio complementario con un nimero de muestra
mayor en medida de lo posible, para determinar si las tendencias observadas con

respecto a la formacioén de NTBI son estadisticamente significativas.

Tratar de disminuir el factor de edad entre los grupos de estudio para evitar que esto

afecte los resultados.

Realizar un estudio complementario con nifios para determinar si la diferencia de sexo

comprobado en esta investigacion esta presente desde tempranas edades.
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IX. ANEXOS

Consentimiento informado mujeres fase tamizaje

CENTRO DE ESTUDIOS EN SENSORIOPATIAS, SENECTUD E
IMPEDIMENTOS Y ALTERACIONES METABOLICAS -CESSIAM
17 Av. 16-89 (interior) zona 11
Teléfono /Fax 24733942
CeSSIAM@guate.net.net

CONSENTIMIENTO INFORMADO
TITULO DE LA INVESTIGACION

Respuesta Comparativa del NTBI al Tratamiento con Sulfato Ferroso en Mujeres con
Reservas Bajas y Elevadas de Hierro

FASE TAMIZAJE

INTRODUCCION

En estudios que hemos llevado a cabo en los Ultimos afios en Guatemala, hemos encontrado
gue al tratar a hombres y mujeres con las mismas dosis de hierro, similares a las que se usan
para tratar la anemia, no obtenemos los mismos resultados. Esto puede deberse a que los
hombres no tienen anemia y por no tener menstruacion tienen buenas reservas de hierro, en
cambio las mujeres, debido a la menstruacion frecuentemente tienen anemia y su reserva de
hierro es pobre.

Para tener una mejor idea de como responde el cuerpo al tratamiento de hierro, queremos
comparar los resultados de las pruebas de laboratorio que nos indican como estan los depdésitos
de hierro en el cuerpo y cuanto hierro se libera a la sangre después de tomar tratamiento con
hierro, pero esta vez en dos grupos de mujeres, uno con reservas de hierro bajas y otro grupo de
mujeres con reservas buenas. Esto lo mediremos por medio de una prueba de laboratorio que
se llama NTBI o sea hierro no ligado a transferrina; esta es una sustancia que se ocupa de
transportar el hierro a todos los lugares donde su cuerpo pueda necesitar hierro, pero algunas
veces hay tanto hierro que no hay suficiente transferrina para llevarla y a ese hierro si su
transporte es a lo que se llama NTBI.

Propo6sitos del Estudio.

1. Determinar si el FeSO4 en dosis de 100 mg en dosis Unica produce una respuesta de
NTBI por arriba del basal en un grupo de mujeres con niveles de ferritina bajos y normales.

2. Comparar las areas bajo la curva obtenidas para NTBI en un intervalo de 270 minutos
después de la ingesta de hierro entre el grupo de mujeres con ferritina baja y normal.

3. Comparar el patron de respuestas del hierro sérico del grupo de mujeres con estado
marginal y normal de hierro.
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Procedimientos a seguir:

El estudio en su totalidad durard 2 dias no consecutivos. En el primer dia, durante la fase de
tamizaje, se le pedird que nos permita sacarle una muestra de sangre de 5 ml, o sea una
cantidad igual a una cucharada, para poder determinar su nivel de ferritina. La ferritina es una
prueba de laboratorio que nos dice como esta su reserva de hierro. Si sus niveles de ferritina
caen dentro de los limites de reservas de hierro en los extremos inferior y superior de todo el
grupo que esta siendo tamizado, entonces usted podra participar voluntariamente en el resto del
estudio, si no le agradeceremos su intencion de ayudarnos y le daremos su resultado de
hemoglobina que le dice si tiene anemia o no.

Es posible que también llevemos a cabo otros dos analisis en su muestra de sangre inicial: el
analisis de Receptores de Transferrina y/o Saturacion de Transferrina.

Después de la extraccidn de sangre usted recibira un pequefio desayuno.

Molestias y riesgos:

Un riesgo menor es el de la extraccion de sangre, ya que si sus venas son fragiles puede quedar
un morete. Las molestias serdn que se comprometerd a estar disponible el dia asignado para la
toma de la muestra, lo cual puede afectar su horario y que ademas debera estar en ayunas hasta
después de la toma de la muestra.

Alternativas terapéuticas:

Ya que usted es una persona aparentemente sana, no hay una alternativa terapéutica que
ofrecerle. Pero si los resultados de las pruebas demuestran que usted estd anémico, pero no
deficiente de hierro, es decir su ferritina no esta baja nosotros le ofreceremos un tratamiento
terapéutico similar al que se dara en el estudio.

Exclusiones:

Usted no podra patrticipar en el estudio si tiene alguno de los siguientes inconvenientes: alguna
enfermedad crénica diagnosticada (diabetes, problemas circulatorios, etc.); si no puede
comprometerse a participar durante los dias del estudio; si después de recibir el sulfato de hierro
manifiesta que no tolera el jarabe o si ha tenido malas experiencias previas con el sulfato de
hierro; si sus venas presentan demasiada fragilidad a la extraccion de sangre, si estd tomando
otros tratamientos con hierro y otros oxidantes y si no firma el consentimiento informado.
Tampoco podra participar si no garantiza poder presentarse a la extraccién de sangre sin haber
consumido bebidas alcohdlicas 24 horas antes del estudio.

Beneficios:

Usted esta ayudando a que se entiendan mejor los efectos que los tratamientos con hierro tienen
sobre nuestra poblacion, especificamente en aquellas mujeres que tienen reservas bajas y
superiores de hierro. Los resultados de este estudio podrian en el futuro ayudar entender el
efecto que tienen las reservas de hierro de una persona en la forma de manejar el hierro
suplementado.

Remuneracion:

Por su participacibn en el tamizaje para determinar ferritina y hematologia, no recibird
compensacion econdmica, Unicamente los resultados de sus pruebas de laboratorio. Sin
embargo si usted es invitada a participar en el estudio de cuatro semanas, por las molestias
causadas usted recibira una remuneracién de aproximadamente 75.0 USA $ el dltimo dia del
estudio.
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Indemnizaciones:

Si usted necesita algin medicamento para contrarrestar los efectos secundarios del tratamiento,
el estudio cubrird el costo de los mismos. Si usted necesita un tratamiento para efectos no
asociados con el tratamiento suministrado no nos hacemos responsables por los mismos.

Compensacion por lesiones:

Desafortunadamente en Guatemala no existen seguros con cobertura para extracciones de
sangre, por lo que no le podemos ofrecer compensaciones por esta causa. No se espera que un
tratamiento con sulfato de hierro incurra en lesiones secundarias que requieran tratamiento
médico, por lo que no se ofrece cobertura médica.

Gastos:

Usted no tiene que incurrir en ningun gasto por concepto de pruebas de laboratorio en sangre, ni
pagar el jarabe o el tratamiento de hierro que se le pueda ofrecer en caso de estar anémico. Los
alimentos que recibiran también son cortesia del proyecto.

Confidencialidad:

La informacién obtenida en el estudio sera codificada numéricamente, su nombre solo seri
conocido por los investigadores en contacto con usted. Los resultados seran publicados
eventualmente pero codificados, nunca apareceran los nombres. Tampoco se le haran otras
pruebas de laboratorio que usted no nos autorice en este documento.

Contactos: Si usted tiene alguna pregunta sobre los procedimientos o cambios de citas
realizadas con nosotros puede contactar a Licda. Maria Eugenia Romero Abal al teléfono
24733942. Si usted tiene dudas sobre cualquier aspecto de derechos humanos de los
participantes en este estudio, por favor contacte al Dr. Fernando Beltranena (Director del Comité
de Derechos Humanos) al teléfono 23310928. La direccion de nuestra oficina donde también
puede contactarnos esta en el membrete de este documento.

Participacién voluntaria:

Los investigadores estamos en libertad de dar por terminada la participacion de usted si el
consentimiento no esta firmado, si no cumple con su cita, si es imposible tomar muestras de
sangre adecuadas o si se consume bebidas alcohdlicas antes de cualquier dia de evaluacion.

Consentimiento:

Yo he conocido los
objetivos de este estudio, entiendo que es un estudio de investigacion y entiendo sus riesgos y
beneficios asi como la confidencialidad que me ofrecen. Sé que el estudio es gratuito y que no
debo pagar un solo centavo por participar pero recibiré los resultados de la prueba de
hematologia y consejo médico en caso padezca de alguna anormalidad hematolégica. Entiendo
gue no hay seguro que cubra ninguna eventualidad médica no relacionada con el tratamiento
gue se me dara. Voluntariamente quiero participar en el estudio y entiendo que en cualquier
momento que yo quiera me puedo retirar del estudio sin represalias de ningun tipo.

Nombre del Participante
Numero de Cédula Fecha
Direccion

Investigador

Firma Cedula
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Consentimiento informado mujeres fase experimental

CENTRO DE ESTUDIOS EN SENSORIOPATIAS, SENECTUD E
IMPEDIMENTOS Y ALTERACIONES METABOLICAS -CESSIAM
17 Av. 16-89 (interior) zona 11
Teléfono /Fax 24733942
CeSSIAM@guate.net.net

CONSENTIMIENTO INFORMADO
TITULO DE LA INVESTIGACION

Respuesta Comparativa del NTBI al Tratamiento con Sulfato Ferroso en Mujeres con
Reservas Bajas y Elevadas de Hierro

FASE EXPERIMENTAL

INTRODUCCION

En estudios que hemos llevado a cabo en los Ultimos afios en Guatemala, hemos encontrado
que al tratar a hombres y mujeres con las mismas dosis de hierro, similares a las que se usan
para tratar la anemia, no obtenemos los mismos resultados. Esto puede deberse a que los
hombres no tienen anemia y por no tener menstruacion tienen buenas reservas de hierro, en
cambio las mujeres, debido a la menstruacion frecuentemente tienen anemia y su reserva de
hierro es pobre.

Para tener una mejor idea de como responde el cuerpo al tratamiento de hierro, queremos
comparar los resultados de las pruebas de laboratorio que nos indican como estan los depoésitos
de hierro en el cuerpo y cuanto hierro se libera a la sangre después de tomar tratamiento con
hierro, pero esta vez en dos grupos de mujeres, uno con reservas de hierro bajas y otro grupo de
mujeres con reservas buenas. Esto lo mediremos por medio de una prueba de laboratorio que
se llama NTBI o sea hierro no ligado a transferrina; esta es una sustancia que se ocupa de
transportar el hierro a todos los lugares donde su cuerpo pueda necesitar hierro, pero algunas
veces hay tanto hierro que no hay suficiente transferrina para llevarla y a ese hierro si su
transporte es a lo que se llama NTBI.

Propo6sitos del estudio.

1. Determinar si el FeSO4 en dosis de 100 mg en dosis Unica produce una respuesta de
NTBI por arriba del basal en un grupo de mujeres con niveles de ferritina bajos y normales.

2. Comparar las areas bajo la curva obtenidas para NTBI en un intervalo de 270 minutos
después de la ingesta de hierro entre el grupo de mujeres con ferritina baja y normal.

3. Comparar el patron de respuestas del hierro sérico del grupo de mujeres con estado
marginal y normal de hierro.

Procedimientos a seguir:
El estudio durara 1dia durante el cual se le pedira que tome una dosis de 100 mg de hierro en
forma de FeSO, o sea el tratamiento que dan en los puestos de salud para tratar la anemia.
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Coleccion de muestras de sangre: Los estudios se llevaran a cabo cualquier dia de la semana
en el que sea de su conveniencia; ese dia usted debera presentarse en ayunas al laboratorio de
CESSIAM, el ayuno debera ser de al menos 12 horas. Se le extraera sangre Unicamente un dia 'y
luego se extraeran 4 muestras cada 90 minutos después de haber ingerido el suplemento, es
decir en tiempos 0, 90, 180 y 270 minutos. Durante los primeros 180 minutos solo podra tomar
agua, después de este periodo se le ofrecera un desayuno y al colectar la siguiente muestra de
sangre se le ofrecera un almuerzo.

En la sangre se haran las siguientes pruebas: hierro no ligado a transferrina (NTBI) y
hematologia completa incluyendo ferritina. El andlisis de NTBI se llevara a cabo fuera del pais,
por lo que no le ofrecemos los resultados inmediatamente en el caso de que usted los quiera
conocer, sin embargo no son pruebas comunes de laboratorio, por lo que carecen de valor para
usted o su médico como diagndsticas. Excepto en el caso de la hematologia completa y ferritina,
ya que estas si le ayudan al médico a hacer diagnéstico de su estado de hierro.

Experiencia anterior con el tratamiento: Los suplementos de hierro que usted tomara una vez
por semana son un tratamiento comdn usado en Guatemala para tratar la anemia de nifios y
mujeres embarazadas principalmente, por o que no representan un riesgo para su salud ya que
es un tratamiento comun y conocido en Guatemala y el mundo.

Molestias y riesgos: La dosis de hierro puede provocar en algunas personas problemas
gastricos, como nausea, vomitos en el peor de los casos. El color de las heces se pondra oscuro
pero esto es normal y no representa sefial de peligro. Otro riesgo menor es el de la extraccién de
sangre, ya que si sus venas son fragiles puede quedar un morete. Las molestias seran que se
comprometera a estar disponible para la toma de muestras y del jarabe, lo cual puede afectar su
horario y que ademas debera estar en ayunas hasta después de la toma de muestras. Ademas
debera permanecer en las instalaciones de CESSIAM asignadas para el proyecto para asegurar
el correcto intervalo de extraccion de sangres, durante las cuatro horas y medio que dura el dia
de trabajo.

Alternativas terapéuticas: Ya que usted es una persona aparentemente sana, no hay una
alternativa terapéutica que ofrecerle. Pero si los resultados de las pruebas demuestran que usted
estad anémico, pero no deficiente de hierro, es decir su ferritina no esta baja nosotros le
ofreceremos un tratamiento terapéutico similar al que se dara en el estudio.

Exclusiones: Usted no podra participar en el estudio si tiene alguno de los siguientes
inconvenientes: alguna enfermedad cronica diagnosticada (diabetes, problemas circulatorios,
etc.); si no puede comprometerse a participar durante los dias del estudio; si después de recibir
el sulfato de hierro manifiesta que no tolera el jarabe o si ha tenido malas experiencias previas
con el sulfato de hierro; si sus venas presentan demasiada fragilidad a la extraccion de sangre, si
esta tomando otros tratamientos con hierro y otros oxidantes y si no firma el consentimiento
informado. Tampoco podra participar si no garantiza poder presentarse a la extraccion de
sangre sin haber consumido bebidas alcohdlicas 24 horas antes del estudio.

Beneficios: Usted esta ayudando a que se entiendan mejor los efectos que los tratamientos con
hierro tienen sobre nuestra poblacion, especificamente en aquellas mujeres que tienen reservas
bajas y superiores de hierro. Los resultados de este estudio podrian en el futuro ayudar entender
el efecto que tienen las reservas de hierro de una persona en la forma de manejar el hierro
suplementado.
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Remuneracion: Por su participacion y por las molestias causadas usted recibird una
remuneracion de aproximadamente 75.0 USA $ el Gltimo dia del estudio.

Indemnizaciones: Si usted necesita algin medicamento para contrarrestar los efectos
secundarios del tratamiento, el estudio cubrira el costo de los mismos. Si usted necesita un
tratamiento para efectos no asociados con el tratamiento suministrado no nos hacemos
responsables por los mismos.

Compensacion por lesiones: Desafortunadamente en Guatemala no existen seguros con
cobertura para extracciones de sangre, por lo que no le podemos ofrecer compensaciones por
esta causa. No se espera que un tratamiento con sulfato de hierro incurra en lesiones
secundarias que requieran tratamiento médico, por lo que no se ofrece cobertura médica.

Gastos: Usted no tiene que incurrir en ningln gasto por concepto de pruebas de laboratorio en
sangre. Los alimentos que recibiran también son cortesia del proyecto.

Confidencialidad: La informacién obtenida en el estudio sera codificada numéricamente, su
nombre solo sera conocido por los investigadores en contacto con usted. Los resultados seran
publicados eventualmente pero codificados, nunca apareceran los nombres. Tampoco se le
haran otras pruebas de laboratorio que usted no nos autorice en este documento.

Contactos: Si usted tiene alguna pregunta sobre los procedimientos o cambios de citas
realizadas con nosotros puede contactar a Licda. Maria Eugenia Romero Abal al teléfono
24733942. Si usted tiene dudas sobre cualquier aspecto de derechos humanos de los
participantes en este estudio, por favor contacte al Dr. Fernando Beltranena (Director del Comité
de Derechos Humanos) al teléfono 23310928. La direccion de nuestra oficina donde también
puede contactarnos esta en el membrete de este documento.

Participacién voluntaria: Los investigadores estamos en libertad de dar por terminada la
participacion de usted si el consentimiento no esta firmado, si no cumple con su cita, si es
imposible tomar muestras de sangre adecuadas o si se consume bebidas alcohdlicas antes de
cualquier dia de evaluacion.

Consentimiento:

Yo he conocido los
objetivos de este estudio, entiendo que es un estudio de investigacion y entiendo sus riesgos y
beneficios asi como la confidencialidad que me ofrecen. Sé que el estudio es gratuito y que no
debo pagar un solo centavo por participar. Sé que no estoy expuesto/a a recibir ningdn
tratamiento diferente al del sulfato de hierro. Entiendo que no hay seguro que cubra ninguna
eventualidad médica no relacionada con el tratamiento que se me dara. Voluntariamente quiero
participar en el estudio y entiendo que en cualquier momento que yo quiera me puedo retirar del
estudio sin represalias de ningun tipo.

Nombre del Participante
Nuamero de Cédula Fecha
Direccion

Investigador

Firma Cedula
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Consentimiento informado hombres fase tamizaje

CENTRO DE ESTUDIOS EN SENSORIOPATIAS, SENECTUD E
IMPEDIMENTOS Y ALTERACIONES METABOLICAS -CESSIAM
17 Av. 16-89 (interior) zona 11
Teléfono /Fax 24733942
CeSSIAM@guate.net.net

CONSENTIMIENTO INFORMADO
TITULO DE LA INVESTIGACION

Respuesta Comparativa del NTBI al Tratamiento con Sulfato Ferroso en Hombres con
Reservas Bajas y Elevadas de Hierro

FASE TAMIZAJE

INTRODUCCION

En estudios que hemos llevado a cabo en los Ultimos afios en Guatemala, hemos encontrado
gue al tratar a hombres y mujeres con las mismas dosis de hierro, similares a las que se usan
para tratar la anemia, no obtenemos los mismos resultados. Esto puede deberse a que los
hombres no tienen anemia y por no tener menstruacion tienen buenas reservas de hierro, en
cambio las mujeres, debido a la menstruacién frecuentemente tienen anemia y su reserva de
hierro es pobre.

Para tener una mejor idea de como responde el cuerpo al tratamiento de hierro, queremos
comparar los resultados de las pruebas de laboratorio que nos indican como estan los depdésitos
de hierro en el cuerpo y cuanto hierro se libera a la sangre después de tomar tratamiento con
hierro, pero esta vez en dos grupos de hombres, uno con reservas de hierro bajas y otro grupo
de hombres con reservas buenas. Esto lo mediremos por medio de una prueba de laboratorio
gue se llama NTBI o sea hierro no ligado a transferrina; esta es una sustancia que se ocupa de
transportar el hierro a todos los lugares donde su cuerpo pueda necesitar hierro, pero algunas
veces hay tanto hierro que no hay suficiente transferrina para llevarla y a ese hierro si su
transporte es a lo que se llama NTBI.

Propoésitos del estudio.

1. Determinar si el FeSO4 en dosis de 100 mg en dosis Unica produce una respuesta de
NTBI por arriba del basal en un grupo de hombres con niveles de ferritina bajos y normales.

2. Comparar las areas bajo la curva obtenidas para NTBI en un intervalo de 270 minutos
después de la ingesta de hierro entre el grupo de hombres con ferritina baja y normal.

3. Comparar el patrén de respuestas del hierro sérico del grupo de hombres con estado
marginal y normal de hierro.

Procedimientos a seguir:
El estudio en su totalidad durard 2 dias no consecutivos. En el primer dia, durante la fase de
tamizaje, se le pedird que nos permita sacarle una muestra de sangre de 5 ml, o sea una
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cantidad igual a una cucharada, para poder determinar su nivel de ferritina. La ferritina es una
prueba de laboratorio que nos dice como esta su reserva de hierro. Si sus niveles de ferritina
caen dentro de los limites de reservas de hierro en los extremos inferior y superior de todo el
grupo que esta siendo tamizado, entonces usted podra participar voluntariamente en el resto del
estudio, si no le agradeceremos su intencion de ayudarnos y le daremos su resultado de
hemoglobina que le dice si tiene anemia o no.

Es posible que también llevemos a cabo otros dos analisis en su muestra de sangre inicial: el
andlisis de Receptores de Transferrina y/o Saturacién de Transferrina. Después de la extraccion
de sangre usted recibira un pequefio desayuno.

Molestias y riesgos: Un riesgo menor es el de la extraccion de sangre, ya que si sus venas son
fragiles puede quedar un morete. Las molestias serdn que se comprometera a estar disponible el
dia asignado para la toma de la muestra, lo cual puede afectar su horario y que ademas debera
estar en ayunas hasta después de la toma de la muestra.

Alternativas terapéuticas: Ya que usted es una persona aparentemente sana, no hay una
alternativa terapéutica que ofrecerle. Pero si los resultados de las pruebas demuestran que usted
estid anémico, pero no deficiente de hierro, es decir su ferritina no esta baja nosotros le
ofreceremos un tratamiento terapéutico similar al que se dara en el estudio.

Exclusiones: Usted no podra participar en el estudio si tiene alguno de los siguientes
inconvenientes: alguna enfermedad cronica diagnosticada (diabetes, problemas circulatorios,
etc.); si no puede comprometerse a participar durante los dias del estudio; si después de recibir
el sulfato de hierro manifiesta que no tolera el jarabe o si ha tenido malas experiencias previas
con el sulfato de hierro; si sus venas presentan demasiada fragilidad a la extracciéon de sangre, si
estq tomando otros tratamientos con hierro y otros oxidantes y si no firma el consentimiento
informado. Tampoco podrd participar si ho garantiza poder presentarse a la extraccion de
sangre sin haber consumido bebidas alcohdlicas 24 horas antes del estudio.

Beneficios: Usted esta ayudando a que se entiendan mejor los efectos que los tratamientos con
hierro tienen sobre nuestra poblacién. Los resultados de este estudio podrian en el futuro ayudar
entender el efecto que tienen las reservas de hierro de una persona en la forma de manejar el
hierro suplementado.

Remuneracién: Por su participacion en el tamizaje para determinar ferritina y hematologia, no
recibira compensacion econodmica, Unicamente los resultados de sus pruebas de laboratorio. Sin
embargo si usted es invitada a participar en el estudio de cuatro semanas, por las molestias
causadas usted recibird una remuneracién de aproximadamente 75.0 USA $ el dltimo dia del
estudio.

Indemnizaciones: Si usted necesita algin medicamento para contrarrestar los efectos
secundarios del tratamiento, el estudio cubrir4 el costo de los mismos. Si usted necesita un
tratamiento para efectos no asociados con el tratamiento suministrado no nos hacemos
responsables por los mismos.

Compensacion por lesiones: Desafortunadamente en Guatemala no existen seguros con
cobertura para extracciones de sangre, por lo que no le podemos ofrecer compensaciones por
esta causa. No se espera que un tratamiento con sulfato de hierro incurra en lesiones
secundarias que requieran tratamiento médico, por lo que no se ofrece cobertura médica.
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Gastos: Usted no tiene que incurrir en ningdn gasto por concepto de pruebas de laboratorio en
sangre, ni pagar el jarabe o el tratamiento de hierro que se le pueda ofrecer en caso de estar
anémico. Los alimentos que recibirdn también son cortesia del proyecto.

Confidencialidad: La informacién obtenida en el estudio sera codificada numéricamente, su
nombre solo sera conocido por los investigadores en contacto con usted. Los resultados seran
publicados eventualmente pero codificados, nunca apareceran los nombres. Tampoco se le
haran otras pruebas de laboratorio que usted no nos autorice en este documento.

Contactos: Si usted tiene alguna pregunta sobre los procedimientos o cambios de citas
realizadas con nosotros puede contactar a Licda. Maria Eugenia Romero Abal al teléfono
24733942. Si usted tiene dudas sobre cualquier aspecto de derechos humanos de los
participantes en este estudio, por favor contacte al Dr. Fernando Beltranena (Director del Comité
de Derechos Humanos) al teléfono 23310928. La direccion de nuestra oficina donde también
puede contactarnos esta en el membrete de este documento.

Participacién voluntaria: Los investigadores estamos en libertad de dar por terminada la
participacion de usted si el consentimiento no esta firmado, si no cumple con su cita, si es
imposible tomar muestras de sangre adecuadas o si se consume bebidas alcohdlicas antes de
cualquier dia de evaluacién.

Consentimiento:

Yo he conocido los
objetivos de este estudio, entiendo que es un estudio de investigacion y entiendo sus riesgos y
beneficios asi como la confidencialidad que me ofrecen. Sé que el estudio es gratuito y que no
debo pagar un solo centavo por participar pero recibiré los resultados de la prueba de
hematologia y consejo médico en caso padezca de alguna anormalidad hematolégica. Entiendo
gue no hay seguro que cubra ninguna eventualidad médica no relacionada con el tratamiento
gue se me dard. Voluntariamente quiero participar en el estudio y entiendo que en cualquier
momento que yo quiera me puedo retirar del estudio sin represalias de ningun tipo.

Nombre del Participante
Numero de Cédula Fecha
Direccion

Investigador

Firma Cedula
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Consentimiento informado hombres fase experimental

CENTRO DE ESTUDIOS EN SENSORIOPATIAS, SENECTUD E
IMPEDIMENTOS Y ALTERACIONES METABOLICAS -CESSIAM
17 Av. 16-89 (interior) zona 11
Teléfono /Fax 24733942
CeSSIAM@guate.net.net

CONSENTIMIENTO INFORMADO
TITULO DE LA INVESTIGACION

Respuesta Comparativa del NTBI al Tratamiento con Sulfato Ferroso en Hombres con
Reservas Bajas y Elevadas de Hierro

FASE EXPERIMENTAL

INTRODUCCION

En estudios que hemos llevado a cabo en los Ultimos afios en Guatemala, hemos encontrado
gue al tratar a hombres y mujeres con las mismas dosis de hierro, similares a las que se usan
para tratar la anemia, no obtenemos los mismos resultados. Esto puede deberse a que los
hombres no tienen anemia y por no tener menstruacion tienen buenas reservas de hierro, en
cambio las mujeres, debido a la menstruacién frecuentemente tienen anemia y su reserva de
hierro es pobre.

Para tener una mejor idea de como responde el cuerpo al tratamiento de hierro, queremos
comparar los resultados de las pruebas de laboratorio que nos indican como estan los depdésitos
de hierro en el cuerpo y cuanto hierro se libera a la sangre después de tomar tratamiento con
hierro, pero esta vez en dos grupos de hombres, uno con reservas de hierro bajas y otro grupo
de hombres con reservas buenas. Esto lo mediremos por medio de una prueba de laboratorio
gue se llama NTBI o sea hierro no ligado a transferrina; esta es una sustancia que se ocupa de
transportar el hierro a todos los lugares donde su cuerpo pueda necesitar hierro, pero algunas
veces hay tanto hierro que no hay suficiente transferrina para llevarla y a ese hierro si su
transporte es a lo que se llama NTBI.

Propdésitos del estudio.

1. Determinar si el FeSO4 en dosis de 100 mg en dosis Unica produce una respuesta de
NTBI por arriba del basal en un grupo de hombres con niveles de ferritina bajos y normales.

2. Comparar las &reas bajo la curva obtenidas para NTBI en un intervalo de 270 minutos
después de la ingesta de hierro entre el grupo de hombres con ferritina baja y normal.

3. Comparar el patrén de respuestas del hierro sérico del grupo de hombres con estado
marginal y normal de hierro.

Procedimientos a seguir:
El estudio durara ldia durante el cual se le pedira que tome una dosis de 100 mg de hierro en
forma de FeSO, o sea el tratamiento que dan en los puestos de salud para tratar la anemia.
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Coleccion de muestras de sangre Los estudios se llevaran a cabo cualquier dia de la semana
en el que sea de su conveniencia; ese dia usted debera presentarse en ayunas al laboratorio de
CESSIAM, el ayuno debera ser de al menos 12 horas. Se le extraera sangre Unicamente un dia 'y
luego se extraerdn 4 muestras cada 90 minutos después de haber ingerido el suplemento, es
decir en tiempos 0, 90, 180 y 270 minutos.

Durante los primeros 180 minutos solo podra tomar agua, después de este periodo se le ofrecera
un desayuno y al colectar la siguiente muestra de sangre se le ofrecera un almuerzo.

En la sangre se haran las siguientes pruebas: hierro no ligado a transferrina (NTBI) y
hematologia completa incluyendo ferritina. El andlisis de NTBI se llevara a cabo fuera del pais,
por lo que no le ofrecemos los resultados inmediatamente en el caso de que usted los quiera
conocer, sin embargo no son pruebas comunes de laboratorio, por lo que carecen de valor para
usted o su médico como diagnésticas. Excepto en el caso de la hematologia completa y ferritina,
ya que estas si le ayudan al médico a hacer diagnéstico de su estado de hierro.

Experiencia anterior con el tratamiento: Los suplementos de hierro que usted tomara una vez
por semana son un tratamiento comidn usado en Guatemala para tratar la anemia de nifios y
mujeres embarazadas principalmente, por o que no representan un riesgo para su salud ya que
es un tratamiento comun y conocido en Guatemala y el mundo.

Molestias y riesgos: La dosis de hierro puede provocar en algunas personas problemas
gastricos, como nausea, vomitos en el peor de los casos. El color de las heces se pondra oscuro
pero esto es normal y no representa sefial de peligro. Otro riesgo menor es el de la extracciéon de
sangre, ya que si sus venas son fragiles puede quedar un morete. Las molestias seran que se
comprometera a estar disponible para la toma de muestras y del jarabe, lo cual puede afectar su
horario y que ademas debera estar en ayunas hasta después de la toma de muestras. Ademas
debera permanecer en las instalaciones de CESSIAM asignadas para el proyecto para asegurar
el correcto intervalo de extraccion de sangres, durante las cuatro horas y medio que dura el dia
de trabajo.

Alternativas terapéuticas: Ya que usted es una persona aparentemente sana, no hay una
alternativa terapéutica que ofrecerle. Pero si los resultados de las pruebas demuestran que usted
estad anémico, pero no deficiente de hierro, es decir su ferritina no esta baja, nosotros le
ofreceremos un tratamiento terapéutico similar al que se dara en el estudio.

Exclusiones: Usted no podra participar en el estudio si tiene alguno de los siguientes
inconvenientes: alguna enfermedad cronica diagnosticada (diabetes, problemas circulatorios,
etc); si no puede comprometerse a participar durante los dias del estudio; si después de recibir
el sulfato de hierro manifiesta que no tolera el jarabe o si ha tenido malas experiencias previas
con el sulfato de hierro; si sus venas presentan demasiada fragilidad a la extraccion de sangre, si
esta tomando otros tratamientos con hierro y otros oxidantes y si no firma el consentimiento
informado. Tampoco podra participar si no garantiza poder presentarse a la extraccion de
sangre sin haber consumido bebidas alcohélicas 24 horas antes del estudio.

Beneficios: Usted esta ayudando a que se entiendan mejor los efectos que los tratamientos con
hierro tienen sobre nuestra poblacién. Los resultados de este estudio podrian en el futuro ayudar
entender el efecto que tienen las reservas de hierro de una persona en la forma de manejar el
hierro suplementado.



91

Remuneracion: Por su participacion y por las molestias causadas usted recibird una
remuneracion de aproximadamente 75.0 USA $ el dltimo dia del estudio.

Indemnizaciones: Si usted necesita algin medicamento para contrarrestar los efectos
secundarios del tratamiento, el estudio cubrira el costo de los mismos. Si usted necesita un
tratamiento para efectos no asociados con el tratamiento suministrado no nos hacemos
responsables por los mismos.

Compensacion por lesiones: Desafortunadamente en Guatemala no existen seguros con
cobertura para extracciones de sangre, por lo que no le podemos ofrecer compensaciones por
esta causa. No se espera que un tratamiento con sulfato de hierro incurra en lesiones
secundarias que requieran tratamiento médico, por lo que no se ofrece cobertura médica.

Gastos: Usted no tiene que incurrir en ningln gasto por concepto de pruebas de laboratorio en
sangre. Los alimentos que recibiran también son cortesia del proyecto.

Confidencialidad: La informacién obtenida en el estudio sera codificada numéricamente, su
nombre solo sera conocido por los investigadores en contacto con usted. Los resultados seran
publicados eventualmente pero codificados, nunca apareceran los nombres. Tampoco se le
haran otras pruebas de laboratorio que usted no nos autorice en este documento.

Contactos: Si usted tiene alguna pregunta sobre los procedimientos o cambios de citas
realizadas con nosotros puede contactar a Licda. Maria Eugenia Romero Abal al teléfono
24733942. Si usted tiene dudas sobre cualquier aspecto de derechos humanos de los
participantes en este estudio, por favor contacte al Dr. Fernando Beltranena (Director del Comité
de Derechos Humanos) al teléfono 23310928. La direccion de nuestra oficina donde también
puede contactarnos esta en el membrete de este documento.

Participacién voluntaria: Los investigadores estamos en libertad de dar por terminada la
participacion de usted si el consentimiento no esta firmado, si no cumple con su cita, si es
imposible tomar muestras de sangre adecuadas o si se consume bebidas alcohdlicas antes de
cualquier dia de evaluacion.

Consentimiento:

Yo he conocido los
objetivos de este estudio, entiendo que es un estudio de investigacion y entiendo sus riesgos y
beneficios asi como la confidencialidad que me ofrecen. Sé que el estudio es gratuito y que no
debo pagar un solo centavo por participar. Sé que no estoy expuesto/a a recibir ningdn
tratamiento diferente al del sulfato de hierro. Entiendo que no hay seguro que cubra ninguna
eventualidad médica no relacionada con el tratamiento que se me dara. Voluntariamente quiero
participar en el estudio y entiendo que en cualquier momento que yo quiera me puedo retirar del
estudio sin represalias de ningun tipo.

Nombre del Participante
Numero de Cédula Fecha
Direccion

Investigador

Firma Cedula




Caracteristicas de los sujetos de estudio

Cuadro No. 14. Caracteristicas de los sujetos de estudio perteneciente al grupo de
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hombres con reservas de hierro superiores. Se presentan las caracteristicas relevantes de

los sujetos de estudio, todas estas formaron parte de los criterios de inclusion.

Edad (afios)

Hemoglobina

inicial (ng/dL)

Concentracion de

ferritina inicial (ng/dL)

Proteina C

reactiva (ng/dL)

estandar

HO-11-001 36 1.50 x 107 14 <500
HO-11-002 25 1.51 x 107 9.2 <500
HO-11-005 26 1.64 x 107 6.9 <500
HO-11-009 34 1.46 x107 8.3 745
HO-11-010 32 1.48 x 107 13.7 <500
HO-11-011 31 1.53 x 107 16 <500
HO-11-012 23 1.59 x 107 17.3 <500
HO-11-013 22 1.58 x 107 29.5 <500
HO-11-014 23 1.68 x 107 20.3 <500
HO-11-015 50 1.61 x 107 13 <500
Media 30.2 1.56 x 107 14.82 -
Desviacion 8.56 0.73 6.63 -




Cuadro No. 15. Caracteristicas de los sujetos de estudio perteneciente al grupo de
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hombres con reservas de hierro inferiores. Se presentan las caracteristicas relevantes de los

sujetos de estudio, todas estas formaron parte de los criterios de inclusion.

Edad (afios) Hemoglobina Concentracién de Proteina C
inicial (ng/dL) ferritina inicial (ug/dL) reactiva (ug/dL)

HO-11-016 21 7.4 x 108 0.2 <500
HO-11-017 21 1.43 x 107 2.5 <500
HO-11-018 48 7.4 x 108 0.21 <500
HO-11-019 35 1.46 x 107 2.9 <500
HO-11-020 28 5.9 x 10° 0.04 <500
HO-11-021 37 1.42 x 107 2.9 <500
HO-11-022 27 1.46 x 107 2.7 <500
HO-11-023 49 1.42 x 107 3.1 <500
HO-11-024 25 1.56 x 107 7.0 <500
HO-11-025 22 1.43 x 107 1.2 <500

Media 30.2 1.23 x 107 22.75 -
Desviacion 10.57 0.37 2.07 -

estandar
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Cuadro No. 16. Caracteristicas de los sujetos de estudio perteneciente al grupo de
mujeres con reservas de hierro superiores. Se presentan las caracteristicas relevantes de los

sujetos de estudio, todas estas formaron parte de los criterios de inclusion.

Edad (afios) Hemoglobina Concentracién de Proteina C
inicial (ng/dL) ferritina inicial (ug/dL) reactiva (ug/dL)

MU-11-011 44 1.4x 10’ 8.7 721
MU-11-012 40 1.31x 10’ 16.2 <500
MU-11-013 40 1.39 x 10’ 10 <500
MU-11-014 55 1.43x 10" 8.6 <500
MU-11-015 47 1.40 x 107 9.8 <500
MU-11-016 57 1.37 x 10’ 12.1 718
MU-11-017 - 1.21 x 10’ 16 <500
MU-11-018 40 1.54 x 10’ 10 <500
MU-11-019 -- 1.36 x 10’ 9.8 <500
MU-11-020 -- 1.37 x 10’ 10.9 <500

Media 46.1* 1.38 x 10’ 11.21 -
Desviacion 7.2 0.84 2.76 -

estandar

* La media y desviacion estandar presentadas en edad toma en cuenta Unicamente los siete valores que
se conocian para dicho grupo, razén por la cual los valores pueden presentar discrepancias con lo

esperado.



Cuadro No. 17. Caracteristicas de los sujetos de estudio perteneciente al grupo de
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mujeres con reservas de hierro inferiores. Se presentan las caracteristicas relevantes de los

sujetos de estudio, todas estas formaron parte de los criterios de inclusion.

Edad (afios) Hemoglobina Concentracién de Proteina C
inicial (ng/dL) ferritina inicial (ug/dL) reactiva (ug/dL)

MU-11-001 56 1.31x 10’ 2 <500
MU-11-002 46 1.35x 10’ 2 <500
MU-11-003 40 1.29 x 10’ 1.4 <500
MU-11-004 42 1.29 x 10° 0.3 <500
MU-11-005 43 1.16 x 10’ 1.7 814
MU-11-006 40 1.38 x 10’ 1.2 <500
MU-11-007 36 1.38 x 10’ 1.7 927
MU-11-008 35 1.39 x 10’ 2.3 <500
MU-11-009 30 1.27 x 10’ 2.5 1000
MU-11-010 51 1.41 x 10’ 2 <500

Media 41.9 1.32 x 10’ 1.71 -
Desviacién 7.68 0.75 0.63 -

estandar
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Cuadro No. 18. Resumen de las caracteristicas de los sujetos de estudio de la presente

investigacion. Se presentan para cada grupo la media, desviacién estandar, mediana y rango.

Hombres con

reservas de hierro

Hombres con

reservas de hierro

Mujeres con

reservas de

Mujeres con

reservas de

superiores inferiores hierro superiores* | hierro inferiores
Edad (afios) 30.2+8.56 31.3 £10.57 46.1+7.2 41.9+7.68
28.5 27.5 44 41
22-50 21-49 40-57 30-56

Hemoglobina

1.56 x 10'+0.07
1.56 x 10’

1.23x 10"+0.37
1.43x 10"

1.38 x 10'+0.084
1.38 x 107

1.32 x 10'+0.075
1.33 x 107

(ng/dL)
1.46x107-1.68x 10" | 5.9x10%1.56x10" | 1.21x10™-1.54x 10" | 1.16 x 10"-1.41 x 10’
[Ferritina] inicial 14.8+6.63 2.28+2.08 11.2+2.76 1.71+0.63
(ng/dL) 13.85 2.6 10 1.85
6.9-29.5 0.04-7 8.6-16.2 0.3-2.5
Proteina C reactiva 9de 10 10 de 10 8 de 10 7 de 10
(ng/dL) <500 <500 <500 <500

* La media y desviacion estandar presentadas en la casilla de edad para el grupo de mujeres con reservas

de hierro superiores toma en cuenta Unicamente los siete valores que se conocian para dicho grupo,

razon por la cual los valores pueden presentar discrepancias con lo esperado.




Cuadro No. 19. Caracteristicas de los sujetos de estudio perteneciente al grupo de
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hombres con reservas de hierro superiores de un estudio previo realizado por CeSSIAM

en Utrecht. Se presentan las caracteristicas relevantes de los sujetos de estudio de dicho grupo.

Edad (afios) Hemoglobina Concentracién de Proteina C
inicial (ng/dL) ferritina inicial (ug/dL) reactiva (ug/dL)

A 23 1.73 x 10’ 6.2 <500

B 18 1.67 x 10’ 14.7 <500

C 36 1.61 x 10" 9.2 <500

D 26 1.57 x 10’ 5.1 <500

E 31 1.75 x 10° 13 <500

F 55 1.51 x 10’ 8 500

G 25 1.85 x 10’ 11.6 <500

H 23 1.63 x 10’ 24.1 <500

[ 21 1.69 x 10° 164 <500

J 32 1.81 x 10’ 8.9 500
Media 29 1.68 x 10" 26.48 -
Desviacion 10.6 0.11 48.62 -

estandar




Cuadro No. 20. Caracteristicas de los sujetos de estudio perteneciente al grupo de
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mujeres con reservas de hierro inferiores de un estudio previo realizado por CeSSIAM en

Utrecht. Se presentan las caracteristicas relevantes de los sujetos de estudio de dicho grupo.

Edad (afios) Hemoglobina Concentracién de Proteina C
inicial (ng/dL) ferritina inicial (ug/dL) reactiva (ug/dL)

A 49 1.31 x 10’ 2.86 <500

B 30 1.37 x 10’ 0.88 <500

C 26 1.35 x 10’ 1.03 <500

D 22 1.30x 10’ 1.13 <500

E 27 1.31x 10’ 1.4 <500

F 32 1.30 x 10’ 1.92 500

G 23 1.26 x 10" 2 <500

H 35 1.35 x 10’ 2.4 <500

[ 30 1.43 x 10’ 2.7 <500

J 28 1.25 x 10’ 2.86 <500
Media 30.2 1.32 x 10’ 1.92 -
Desviacién 7.68 0.05 0.77 -

estandar
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Cuadro No. 21. Resumen de las caracteristicas de los sujetos de estudio pertenecientes a

estudios previos realizados por CeSSIAM en Utrecht. Se presentan para cada grupo la

media, desviacion estandar, mediana y rango.

Hombres con reservas de

hierro superiores.

Mujeres con reservas de

hierro inferiores

Edad (afios)

29+10.65
255
18-55

30.2+7.68
29
22-49

Hemoglobina (ug/dL)

1.68 x 10°+ 0.10
1.68 x 107
1.51x107-1.85 x 10’

1.32x 10+ 0.05
1.31 x 107
1.25 x 10°-1.43 x 10’

[Ferritina] inicial (ng/dL) 26.48+48.62 1.92+0.77
10.4 1.96
5.1-164 0.88-2.86
Proteina C reactiva (ug/dL) 8 de 10 9de 10
<500 <500
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Graficas de comparacion con estudio anterior de
CeSSIAM en Utrecht

Hierro sérico

Figura No. 26. Cambio de concentracion hierro sérico en el tiempo de hombres con

reservas de hierro superiores de dos diferentes estudios. Se presentan las curvas de

cambios de concentracién de hierro sérico en un intervalo de 270 minutos de hombres con
reservas de hierro superiores. Se incluyen dos curvas la del estudio actual y la de un estudio

anterior realizado en Utrecht, esto con el fin de poder comparar los resultados obtenidos.
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Figura No. 27. Cambio de concentracion hierro sérico en el tiempo de mujeres con
reservas de hierro inferiores de dos diferentes estudios. Se presentan las curvas de cambios
de concentracion de hierro sérico en un intervalo de 270 minutos de mujeres con reservas de
hierro inferiores. Se incluyen dos curvas la del estudio actual y la de un estudio anterior realizado

en Utrecht, para comparar los resultados obtenidos.
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NTBI

Figura No. 28. Cambio de concentracion NTBI en el tiempo de hombres con reservas de
hierro superiores de dos diferentes estudios. Se presentan las curvas de cambios de
concentracion de NTBI en un intervalo de 270 minutos de hombres con reservas de hierro
superiores. Se incluyen dos curvas la del estudio actual y la de un estudio anterior realizado en

Utrecht, con el fin de poder comparar los resultados obtenidos.
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Figura No. 29. Cambio de concentracion NTBI en el tiempo de mujeres con reservas de

hierro inferiores de dos diferentes estudios. Se presentan las curvas de cambios de

concentracion de NTBI en un intervalo de 270 minutos de mujeres con reservas de hierro

inferiores. Se incluyen dos curvas la del estudio actual y la de un estudio anterior realizado en

Utrecht, para comparar los resultados obtenidos.
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Analisis estadistico

Cuadro No. 22. Comprobacion de supuestos de normalidad de distribucion de los datos y
homocedasticidad de las varianzas para poder realizar una prueba paramétrica para los

resultados de hierro sérico.

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Estadistico df Significancia
Reservas de hierro 0.921 20 0.102
superiores
Reservas de hierro 0.910 20 0.064
inferiores
Sexo femenino 0.959 20 0.521
Sexo masculino 0.970 20 0.756

Prueba de homocedasticidad de varianzas de Levene

F dfl df2 Significancia
0.452 3 36 0.718
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Cuadro No. 23 ANOVA de cambio méaximo para ver efecto de las reservas de hierro, sexo e

interaccién reservas de hierro*sexo sobre la concentracién de hierro. Se realiza dicho

andlisis para comprobar las hipétesis planteadas en metodologia.

Fuente Sumade df Media de F Significancia
cuadrados cuadrados
(tipo IlI)
Modelo corregido 70254.63 3 23418.211 4.608 0.008
Intercepto 1291537.688 1 1291537.688 254.118 | 0.000
Reservas de hierro 13053.986 1 13053.986 2.568 0.118
Sexo 14249.795 1 14249.795 2.804 0.103
Reservas de hierro * 42950.853 1 42950.853 8.451 0.006
sexo
Error 182967.443 36 5082.429
Total 1544759.764 40
Total corregido 253222.076 39

Cuadro No. 24 ANOVA de areas bajo la curva para ver efecto de las reservas de hierro,

sexo e interaccién reservas de hierro*sexo sobre la concentracién de hierro. Se realiza

dicho analisis para comprobar las hipétesis planteadas en metodologia.

Fuente Suma de df Media de F Significancia
cuadrados cuadrados
(tipo IlI)
Modelo corregido 390377.743 3 130125.914 4.039 0.014
Intercepto 7130239.416 1 7130239.416 221.321 0.000
Reservas de hierro 142425.726 1 142425.726 4.421 0.043
Sexo 66620.611 1 66620.611 2.068 0.159
Reservas de hierro * 181331.405 1 181331.405 5.628 0.023
sexo
Error 1159801.484 36 32216.708
Total 8680418.643 40
Total corregido 1550179.227 39
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Cuadro No. 25 Analisis POST- HOC de cambio méaximo de comparacién multiple de

diferencia minima significativa (LSD) para determinar si existe diferencia entre la media de los

4 grupos.
Clasificacién (I) | Clasificacion (J) Diferencia Error Significancia | Intervalo de confianza
media(l-J) estandar al 95%
Inferior Superior
Masculino Femenino reservas | -101.6672 31.88237 | 0.003 -166.3277 | -37.0067
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -103.2858 31.88237 | 0.003 -167.9463 -38.6253
inferiores
Femenino reservas | -73.8792 31.88237 | 0.026 -138.5397 | -9.2187
inferiores
Femenino Masculino reservas | 101.6672 31.88237 | 0.003 37.0067 166.3277
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -1.6186 31.88237 | 0.960 -66.2791 63.0419
inferiores
Femenino reservas | 27.7880 31.88237 | 0.389 -36.8725 92.4485
inferiores
Masculino Masculino reservas | 103.2858 31.88237 | 0.003 36.6253 167.9463
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | 1.6186 31.88237 | 0.960 -63.0419 66.2791
superiores
Femenino reservas | 29.4066 31.88237 | 0.362 -35.2539 94.0671
inferiores
Femenino Masculino reservas | 73.8792 31.88237 | 0.026 9.2187 138.5397
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | -27.7880 31.88237 | 0.389 -92.4485 36.8725
superiores
Masculino reservas | -29.4066 31.88237 | 0.362 -94.0671 35.2539
inferiores
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Cuadro No. 26 Analisis POST- HOC de area bajo la curva de comparacion multiple de

diferencia minima significativa (LSD) para determinar si existe diferencia entre la media de los

4 grupos.
Clasificacion (1) Clasificacion (J) Diferencia | Error Significancia | Intervalo de confianza
media (I-J) | estandar al 95%
Inferior Superior
Masculino Femenino reservas | -216.2808 80.27043 | 0.011 -379.0768 | -53.4848
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -254.0016 80.27043 | 0.003 -416.7976 -91.2056
inferiores
Femenino reservas | -200.9637 | 80.27043 | 0.017 -363.7597 | -38.1677
inferiores
Femenino Masculino reservas | 216.2808 80.27043 | 0.011 53.4848 379.0768
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -37.7208 80.27043 | 0.641 -200.5168 125.0752
inferiores
Femenino reservas | 15.3171 80.27043 | 0.850 -147.4789 178.1131
inferiores
Masculino Masculino reservas | 254.0016 80.27043 | 0.003 91.2056 416.7976
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | 37.7208 80.27043 | 0.641 -125.0752 | 200.5168
superiores
Femenino reservas | 53.0379 80.27043 | 0.513 -109.7581 | 215.8339
inferiores
Femenino Masculino reservas | 200.9637 80.27043 | 0.017 38.1677 363.7597
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | -15.3171 80.27043 | 0.850 -178.1131 147.4789
superiores
Masculino reservas | -53.0379 80.27043 | 0.513 -215.8339 | 109.7581
inferiores
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Cuadro No. 27. Comprobacion de supuestos de normalidad de distribucién de los datos y

homocedasticidad de las varianzas para poder realizar una prueba paramétrica a los resultados

de NTBI
Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
Estadistico df Significancia

Reservas de hierro 0.976 20 0.864

superiores

Reservas de hierro 0.955 20 0.451

inferiores

Sexo femenino 0.964 20 0.633

Sexo masculino 0.973 20 0.826
Prueba de homocedasticidad de varianzas de Levene

F dfl df2 Significancia
0.484 3 36 0.695
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Cuadro No. 28 ANOVA de cambios maximos para ver efecto de las reservas de hierro,
sexo e interaccién reservas de hierro*sexo sobre la concentracién de NTBI. Se realiza

dicho analisis para comprobar las hipotesis planteadas en metodologia.

Fuente Sumade df Media de F Significancia
cuadrados cuadrados
(tipo 1II)
Modelo corregido 5.318 3 1.773 0.918 0.442
Intercepto 333.130 1 333.130 172.468 0.000
Reservas de hierro | 3.907 1 3.907 2.023 0.164
Sexo 0.469 1 0.469 0.243 0.625
Reservas de hierro | 0.942 1 0.942 0.488 0.489
* sexo
Error 69.536 36 1.932
Total 407.984 40
Total corregido 74.854 39

dicho analisis para comprobar las hipétesis planteadas en metodologia.

Fuente Suma de df Media de F Significancia
cuadrados cuadrados
(tipo 1II)
Modelo corregido 53.355 3 17.785 1.356 0.272
Intercepto 1994.503 1 1994.503 152.037 0.000
Reservas de hierro | 50.353 1 50.353 3.838 0.058
Sexo 1.790 1 1.790 0.136 0.714
Reservas de hierro | 1.211 1 1.211 0.092 0.763
* sexo
Error 472.266 36 13.119
Total 2520.124 40
Total corregido 525.621 39

Cuadro No. 29 ANOVA del area bajo la curva para ver efecto de las reservas de hierro,

sexo e interaccién reservas de hierro*sexo sobre la concentracién de NTBI. Se realiza
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Cuadro No. 30 Analisis POST- HOC de cambio méaximo de comparacion multiple de

diferencia minima significativa (LSD) para determinar si existe diferencia entre la media de los

4 grupos.
Clasificacién | Clasificacion (J) Diferencia Error Significancia | Intervalo de
0} media(l-J) estandar confianza al 95%
Inferior Superior
Masculino Femenino reservas | -0.5233 0.62154 0.405 -1.7839 0.7372
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -0.9320 0.62154 0.142 -2.1925 0.3286
inferiores
Femenino reservas | -0.8415 0.62154 0.184 -2.1021 0.4190
inferiores
Femenino Masculino reservas | 0.5233 0.62154 0.408 -0.7372 1.7839
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -0.4086 0.62154 0.515 -1.6692 0.8519
inferiores
Femenino reservas | -0.3182 0.62154 0.612 -1.5787 0.9423
inferiores
Masculino Masculino reservas | 0.9320 0.62154 0.142 -0.3286 2.1925
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | 0.4086 0.62154 0.515 -0.8519 1.6692
superiores
Femenino reservas | 0.0904 0.62154 0.885 -1.1701 1.3510
inferiores
Femenino Masculino reservas | 0.8415 0.62154 0.184 -0.4190 2.1021
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | 0.3182 0.62154 0.612 -0.9423 1.5787
superiores
Masculino reservas | -0.0904 0.62154 0.885 -1.3510 1.1701
inferiores
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Cuadro No. 31 Andlisis POST- HOC del area bajo la curva de comparacion multiple de

diferencia minima significativa (LSD) para determinar si existe diferencia entre la media de los

4 grupos.
Clasificacion (1) Clasificacion (J) Diferencia | Error Significancia | Intervalo de
media(l-J) estandar confianza al 95%
Inferior Superior
Masculino Femenino reservas | -0.7711 1.61978 0.637 -4.0562 2.5139
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -2.5920 1.61978 0.118 -5.8771 0.6931
inferiores
Femenino reservas | -2.6671 1.61978 0.108 -5.9521 0.6180
inferiores
Femenino Masculino reservas | 0.7711 1.61978 0.637 -2.5139 4.0562
reservas superiores
superiores Masculino reservas | -1.8208 1.61978 0.268 -5.1059 1.4642
inferiores
Femenino reservas | -1.8959 1.61978 0.249 -5.1810 1.3891
inferiores
Masculino Masculino reservas | 2.5920 1.61978 0.118 -0.6931 5.8771
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | 1.8208 1.61978 0.268 -1.4642 5.1059
superiores
Femenino reservas | -0.0751 1.61978 0.963 -3.3602 3.2100
inferiores
Femenino Masculino reservas | 2.6671 1.61978 0.108 -0.6180 5.9521
reservas superiores
inferiores Femenino reservas | 1.8959 1.61978 0.249 -1.3891 5.1810
superiores
Masculino reservas | 0.0751 1.61978 0.963 -3.2100 3.3602
inferiores
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