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RESUMEN

La anemia es un problema de salud publica. Por ello muchos paises recomiendan la
suplementacion preventiva de hierro en formulaciones orales en poblaciones con y sin
anemia. No se tiene claro cudles son las posibles ventajas en suplementar a sujetos
sanos. Objetivo: Evaluar el peso, la morfologia y la histologia del higado y ciego, asi como
los niveles de la glucemia y hematocrito frente a diferentes dosis de sulfato ferroso
administrados por via oral en ratones no obesos y obesos adultos. Metodologia: Se
utilizaron ratones macho de la especie Mus musculus, de la cepa BALB-C no obesos y un
grupo sometido a obesidad. Grupo 1 (n= 20). El grupo de ratones no obesos (n=20) y
obesos (n=20) esta conformado por los siguientes subgrupos. Los ratones (obesos o no
obesos) recibieron 0, 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg durante 30 dias. La Medicién de Glucosa y
Hematocrito se realizd a los 0, 15 y 30 dias del tratamiento. Los pesos y la histologia del
ciego y el higado se llevaron a cabo a los 30 dias de tratamiento. Resultados: El peso
corporal incrementd mads en obesos con mayor dosis de sulfato ferroso que en no obesos
(p<0.05). El peso del higado (p<0.05) y del ciego como marcador de la morfologia fue
mayor en el grupo de obesos a diferencia de los no obesos. El higado presenté mayores
alteraciones histoldgicas en ratones obesos que en ratones no obesos. El ciego presentd
mayores alteraciones histoldgicas en ratones obesos respecto a ratones no obesos. Los
niveles de la glucemia frente a diferentes dosis de sulfato administrados por via oral
fueron mayores en ratones obesos que en ratones no obesos (p<0.05). Los niveles de
hematocrito se incrementaron en el grupo obeso a comparacién del grupo no obeso
(p<0.05). La dosis minima a partir del cual se altera el peso del ratén y de los érganos al
final del tratamiento con Sulfato Ferroso en ratones no obesos fue de 5 mg Fe/Kg y en
obesos machos fue de 2 mg Fe/Kg peso corporal. La dosis minima a partir del cual se
altera la glucemia al final del tratamiento con sulfato ferroso en controles fue de 5 mg
Fe/Kg y en obesos machos fue de 2 mg Fe/Kg. Conclusiones: La dosis 4 y 5 mg Fe/Kg
producen alteracién en la morfologia, peso, histologia de higado y ciego y en los niveles
de la glucemia y hematocrito en mayor proporcién en los ratones obesos que en los
controles no obesos.

Palabras claves: Sobrecarga de hierro, Hepcidina, Obesidad, Sobre ingesta de hierro.
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ABSTRACT

Anemia is a public health problem, so many countries recommend preventive iron
supplementation in oral formulations in both anaemic and non-anaemic populations.
The potential advantages of supplementation in healthy subjects are unclear. Objective:
To evaluate the weight, morphology and histology of the liver and cecum, as well as
blood glucose and haematocrit levels against different doses of orally administered
sulphate in non-obese adult mice, as well as in obese adult mice. Methodology: Non-
obese BALB-C strain male Mus musculus mice and a group subjected to obesity were
used. The non-obese (n= 20) and obese (n=20) mice group consisted of the following
subgroups. The mice (obese or non-obese) received 0, 1, 2, 4 and 5 mg Fe/kg for 30 days.
Glucose and haematocrit were measured 0, 15 and 30 days after treatment. Weights and
histology of the cecum and liver were performed at 30 days of treatment. Results: Body
weight increased more in obese patients with higher doses of ferrous sulfate than in non-
obese patients (p<0.05). The weight of the liver (p<0.05) and the cecum as a marker of
morphology was higher in the obese group than in the non-obese group. Liver showed
greater histological alterations in obese mice than in non-obese mice. Cecum showed
greater histological alterations in obese mice compared to non-obese mice. Blood
glucose levels versus different doses of sulfate administered orally were higher in obese
mice than in non-obese mice (p<0.05). Hematocrit levels were increased in the obese
group compared to the non-obese group (p<0.05). The minimum dose from which
mouse and organ weight is altered at the end of Ferrous Sulfate treatment in non-obese
mice was 5 mg Fe/kg and in obese males was 2 mg Fe/kg body weight. The minimum
dose from which blood glucose is altered at the end of treatment with ferrous sulfate in
controls was 5 mg Fe/kg and in obese males it was 2 mg Fe/kg. Conclusions: Doses of 4
and 5 mg Fe/kg produced alterations in morphology, weight, liver and cecum histology,
and blood glucose and hematocrit levels in a higher proportion in obese mice than in

non-obese controls.

Key words: Iron overload, Hepcidin, Obesity, Iron over intake.



I. INTRODUCCION

La anemia es una condicidn de alta prevalencia pues afecta al 30% en la poblacion
mundial [1]. Se estima que en el mundo el 29.9% y 36.9% de las mujeres en edad fértil
y gestantes respectivamente tienen anemia [2][3]. En el caso de los infantes entre 6 y 59

meses de edad se reporta una cifra de 39.8% [4].

Segun la OMS, la deficiencia de hierro (DH) es la causa mas comun de anemia (ADH)
seguido de la anemia inflamatoria (Al) [5]. La OMS reporta que el 50% de los casos
relacionados a anemia tienen DH, 42% tiene Al y 8% tiene deficiencia de otros

micronutrientes y hemoglobinopatias hereditarias [6].

Basado en la descripcidn de causas de anemia por la OMS, la mayoria sino todos los
paises del orbe hacen intervenciones con suplementacién con hierro (SH) o fortificacién
de alimentos para contrarrestar la DH y la ADH. Los paises que han implementado estas
normativas de suplementacion complementaria de hierro son los paises de América
Latina incluido el Perd. La suplementacién a la poblacién se hace con fortificaciones
orales, como sales ferrosas, micronutrientes o jarabes. La implementacién de soluciones
o férmulas comestibles esta dirigido a nifios, gestantes y mujeres en edad fértil como un

tratamiento preventivo [7][8].

En un estudio sistematico se encontrd que la fraccion de anemia atribuible a Ia
deficiencia de hierro no es el 50% de los casos, sino que tiene una cifra que no supera el

25%, lo cual no coincide con lo reportado por la OMS [9].

En las poblaciones alto andinas que se encuentran ubicadas a gran altura, la OMS
recomienda corregir el punto de corte de hemoglobina por cada 1000 msnm, debido a
gue la hemoglobina aumenta con la altura [10]. Sin embargo, en un estudio en la regién
alto andina de Puno, con nifios suplementados con formulaciones ferrosas vy
micronutrientes, se reportd que el 21.97% era atribuible a la deficiencia de hierro y el

50% a otras causas [11].

La situacion de anemia en el Peri no ha cambiado en los ultimos 10 afios y es

preocupante; debido a que se ha incrementado la prevalencia de anemia en nifios y
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nifas; asi, la prevalencia en infantes de 6 a 35 meses de edad y de 6 a 59 meses en el
afio 2022 es de 42.4% y 33.6% superior 3 p.p.p a lo reportado afos atrds [12]. La
suplementacidn con hierro no estd siendo una solucidn a la anemia en el Perq, debido a
la baja adherencia, a errores en los criterios para el diagnéstico de la anemia, o debido

a que la anemia es un problema multicausal.

El hierro es un elemento esencial que se oxida facilmente, y que se encuentra en forma
férrica o en forma ferrosa. En un escenario de carga de hierro por via oral, el ion ferroso
ingresa facilmente al enterocito lo cual al ser requerido ingresa a la circulaciéon donde
cumple sus funciones [13]. Se requiere 1 mg de hierro diario en el organismo para suplir
las pérdidas que pueden ocurrir por la descamacion entérica, pérdida en el sudor y en el
caso de las mujeres por la menstruacién [14]. El hierro que se encuentra en exceso es
almacenado en los tejidos dado que no existe un sistema de excrecién activa en
mamiferos. Cuando el hierro almacenado en los tejidos supera un cierto nivel
(sobrecarga de hierro) genera estrés oxidativo en las células e inflamacién

comprometiendo la correcta funcién organica [15].

En ratas suplementadas con hierro en agua potable por via oral, generé la acumulacion
de hierro y estrés oxidativo en las mitocondrias con la liberacién de radicales hidroxilos
por la reaccién tipo Fenton, y desarrollo de patologias como hepatomegalia y disfuncidn

del bazo [16].

Asi como existen alteraciones morfolégicas de érganos como en el higado y bazo, se va
a alterar la histologia en los tejidos. En el higado, los niveles altos en hierro hacen que
la secreciéon de las vesiculas extracelulares (VE), de los hepatocitos se incrementen de
hierro y que se origine una DH en los hepatocitos debido al sistema regulador de las
células de Kupffer; sin embargo genera una sobrecarga de hierro en células vecinas como
las células estrelladas del higado; esta sobrecarga de hierro produce en el organismo
especies reactivas de oxigeno. Este incremento de hierro en VE esta relacionado al

sindrome metabdlico [17].

En situaciones criticas de crecimiento como en la etapa de la infancia y en la etapa de la

gestacion, se produce una alta demanda de absorcién de hierro por lo cual es crucial



evitar el exceso de hierro en la dieta, de lo contrario esto puede conducir a una

sobrecarga de hierro que se va a manifestar en la vida futura [18].

Cuando hay un exceso de hierro en la dieta, y si una buena cantidad del mismo no es
absorbida en el duodeno, pasan al intestino grueso donde son utilizados por

enteropatégenos que alteran la microbiota intestinal produciendo disbiosis [19].

La absorcién de hierro en el organismo es regulada por una hormona importante; la
hepcidina, la hormona es producida en el higado y tiene un papel regulador en la
homeostasis del hierro ya que impide su paso desde el enterocito duodenal a la
circulacion. Para esta regulacion al incrementarse los niveles de la hepcidina se envia una
sefial a la ferroportina, Unico exportador de hierro, que inactiva su funcién [20][21]. Por
el contrario, al disminuir los niveles circulantes de hepcidina aumenta la absorcién de

hierro al activarse la ferroportina.

En ratas, un alto nivel de hepcidina impide el paso de hierro y genera ferroptosis en las

células [22].

En situaciones normales de eritropoyesis, el eritroblasto produce la eritroferrona,
hormona que inhibe la secrecion de la hepcidina, y permite el paso del hierro exportado
por la ferroportina que se ubica en la membrana basolateral del enterocito duodenal;
este hierro es transportado al eritroblasto por la transferrina y con ello el proceso de

eritropoyesis continta [18].

En un estudio de revisidn, se evidencid los efectos secundarios de la suplementacidn con
formulaciones ferrosas. Estos efectos secundarios infieren en que las sales ferrosas
tienen efectos negativos en el tracto gastrointestinal. Las dosis del tratamiento fueron
de 20-222 mg Fe/dia y 400 mg Fe/dia y en ambas dosis se describen efectos adversos de

la suplementacion con hierro [23].

El eje hepcidina-ferroportina se encarga de la correcta homeostasis de hierro, y en
situaciones de exceso de hierro este mecanismo se agrava. Este eje pierde su equilibrio
cuando se genera una sobrexpresidon o una resistencia a la hepcidina por la inflamacién

sistémica [24]. En escenarios de enfermedades como hemocromatosis hereditaria,



talasemia y anemia falciformes, hay una interrupcién del eje Hepcidina - ferroportina
[25]. La sobrecarga de hierro se asocia a patologias como enfermedades
cardiovasculares, esteatosis hepatica no alcohélica, obesidad, diabetes y enfermedades

neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson [26][27].

La obesidad es una de las pandemias del siglo XXI. Se estima que para el 2030 en el
mundo 650 millones de personas adultas padeceran de obesidad, y en los nifios la cifra
superard los 39 millones [28]. En el Perd el tema de obesidad es una enfermedad

preocupante, los adultos presentan una prevalencia de 25.6% de obesidad [29].

La inflamaciéon de bajo grado también puede afectar la disposicion de hierro en los
tejidos. La obesidad es un estado de inflamacidon de bajo grado y se ha sugerido que
puede afectar la homeostasis de hierro. Esta inflamacion va a sobreexpresar la hepcidina
lo que va a generar una menor accion de esta y afectando la correcta homeostasis del

hierro [30].

La obesidad estd asociada a diabetes mellitus tipo Il [31], y en los Ultimos afos se ha
sugerido una asociacidén entre una mayor reserva de hierro en los tejidos y la presencia
de diabetes mellitus tipo Il. Se sugiere que el estado inflamatorio de la obesidad debe
producir una elevacién de la hepcidina sérica y con ello inhibir la absorciéon intestinal de

hierro de una dieta normal.

Se ha demostrado que las células beta del pancreas son dependientes de hierro para un
correcto mantenimiento de la homeostasis, pero debido a que el sistema se encuentra
en una condicién de sindrome metabdlico, algunas proteinas encargadas del transporte
de hierro se vuelven deficientes, lo cual provocara una acumulaciéon de hierro en los
drganos y un efecto perjudicial en la secrecion de la insulina lo que puede desencadenar

la diabetes mellitus tipo Il [32].

En ratas alimentadas con una dieta alta en grasas (AG) e inducidas a una sobrecarga de
hierro, con un tratamiento de Sulfato ferroso (10 gr Fe por Kg de dieta) se evalué cuales
son los efectos de la sobrecarga de hierro y qué relacién existe con la enfermedad del

Higado graso no-alcohdlico (EHGNA); es asi que a una mayor AG y una sobrecarga de



hierro; se exacerba la acumulacién de lipidos y genera un dafio oxidativo en el higado
[33]. El articulo menciona que reduciendo los niveles de hierro y con el control de una
DAG; se evitara la disfuncion metabdlica de los lipidos y reducira las probabilidades de
generar EHGNA. La dieta y la cantidad de grasa que se consume a diario también es un

factor relevante para exacerbar la sobrecarga de hierro.

El incremento de hierro en el organismo puede ocasionar la desregularizacion en el
control de la grasa intestinal. El eje adipocito-enterocito interviene en el control de la
grasa intestinal cuando existen niveles bajos de hierro. Los ratones que carecen del
receptor 1 de transferrina (RT) se encuentran protegidos de los desérdenes metabdlicos
inducidos por la dieta alta en grasa. Niveles bajos de hierro celular tienen un impacto
positivo en la salud del tejido adiposo blanco y puede disminuir absorcion de lipidos del

intestino a pesar de una dieta alta en grasa [34].

Las concentraciones séricas como los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol se
incrementan a una mayor ingesta del hierro en la dieta, ademas de afectar la histologia
del higado y rifidn. En un estudio con ratas macho inducidos a una sobrecarga de hierro
por sulfato ferroso la histologia del rifién se vio comprometida; con la presencia de
congestion capilar del glomérulo moderada y congestion vascular de los tubulos
medulares. En el higado se encontré infiltracion de células inflamatorias en la vena porta,
balonamiento de hepatocitos y vacuolizacidn del citoplasma. El extracto hidroalcohdlico

de jengibre atenud los danos histolégicos producidas por el sulfato ferroso [35].

En un estudio de sobrecarga de hierro, las ratas fueron inducidas a una sobrecarga de
hierro por sulfato ferroso, (30 mg FESO4/Kg) por via intraperitoneal, otro grupo fue el
control que recibié agua destilada 1 ml agua/dia, y un tercer grupo recibio sulfato ferroso
(30 mg/Kg) y lisinopril (1 mg/Kg). En comparacidn entre grupos, fue el grupo tratado con
sulfato ferroso el que tuvo efectos criticos en los marcadores hepaticos y una alteracién
en la histologia del higado. En las secciones del higado se encontré nucleos agrandados
e hinchazén, vacuolacién citoplasmatica, y apoptosis celular. Se encontraron la

infiltracién de células inflamatorias en la vena portal [36].



En modelos animales de ratones knockout deficiente de transferrina de hepatocitos
(TFR), la alimentados con una dieta alta en hierro indujo a la acumulacién de este metal
en el higado y a desarrollar esteatosis hepatica. La modulacién del mecanismo del
inhibidor de ferroptosis ferrostatina-1 y la eliminacion de la expresién hepatica de
Slc39a14 logra revertir los efectos de la acumulacién de hierro y por tanto no se

desarrolla la esteatosis hepatica [37].

En animales, se evalud los posibles agentes quelantes del hierro, por ello se indujo a
ratas adultas a una sobrecarga de hierro (0.5 g de sulfato ferroso/Kg de peso corporal) y
el agente quelante en este estudio fue el té verde que se le administré 500 g/Kg de peso
corporal; dicho tratamiento fue 2 horas antes al tratamiento de Sulfato ferroso. Ambos
tratamientos fueron por via oral por un mes. En este estudio se evidencid que el agente
guelante de Té verde bajd ligeramente los niveles de amilotransferasa mas no los niveles
de hierro en sangre [38]. Aqui, podemos inferir que la acumulacién de hierro no
necesariamente podra ser controlado con un agente quelante del hierro y que estos
dafios y acumulacion de hierro en los drganos como el higado dificilmente se pueda

revertir.

A medida que avanza la edad en animales y humanos los niveles de hierro corporal
aumentan, por ello se realizé6 una evaluacién en ratones jévenes y viejos alimentados
con una dieta alta en hierro para observar si los marcadores de 3 amiloide se alteran. El
estudio concluyd que los ratones viejos presentaron cambios degenerativos en la
expresion de AP y fosfo-t a diferencia de los ratones jovenes. Se puede inferir con este
estudio que el nivel de hierro corporal a medida que avanza la edad mas Ia
administracién de hierro en la dieta va a generar una sobrecarga de hierro y afectar el

correcto funcionamiento de marcadores como los de beta amiloides [39].

Se ha estudiado los efectos de las dosis maximas de hierro 4 mg/Kg Fe y 5 mg/Kg Fe en
ratas jévenes, sin embargo, no se ha estudiado cuales son las posibles dosis minimas que

pueden causar el exceso de hierro en el organismo [40].



No se conoce cual seria la situacion frente a la obesidad de la administracion creciente
de dosis de hierro elemental en la dieta sobre el nivel de hematocrito, la glicemia y la

histologia de ciertos érganos en un modelo de ratones.

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Planteamiento del problema

Ante la alta prevalencia de anemia en el Peru y en el mundo, las normas de los diferentes
gobiernos obligan a suplementar con hierro a nifios y gestantes anémicos y no anémicos
y ello puede exponer a un riesgo de sobrecarga de hierro particularmente en la poblacidn
no anémica. Mas auln, muchos paises incluidos el Peru tienen programas de fortificacién

de alimentos con hierro.

La suplementacion preventiva con hierro consiste en formulaciones orales ya sean
jarabes, polvos multi-micronutrientes o tabletas de hierro. La cantidad que se utiliza para
suplementar a nifios es de 27 a 40 mg de hierro por dia; y en el caso de madres gestantes
supera los 180 mg de hierro por dia, lo que excede en demasia la cantidad que se

requiere para suplir los requerimientos diarios para absorcién duodenal [12].

No se conocen los posibles efectos de la suplementacion de hierro en pacientes no
anémicos. El sulfato ferroso es uno de los suplementos de hierro mas utilizados, por su
facil disponibilidad y su bajo costo en sus presentaciones tanto en tabletas como en
jarabe. Las sales ferrosas son de baja tolerabilidad oral; causantes de problemas
gastrointestinales y genera el aumento de especies reactivas de oxigeno en personas

anémicas y no-anémicas.

Un ensayo aleatorizado evalud los efectos del sulfato ferroso vs el gluconato ferroso en
nifios de 6 a 24 meses suplementados con 2 mg/Kg/dia. Los niveles de hemoglobina y

ferritina fueron mayores en el grupo de gluconato ferroso, por tanto, los autores



concluyen que el gluconato ferroso funcioné para prevenir la ADH, sin embargo, se
presentaron efectos secundarios en ambos grupos, como estrefiimiento, nduseas y

vomitos [41].

Segun Gambaro y col. la suplementacién con sulfato ferroso por una semana alterd la
variabilidad citomolecular y generé peroxidacion lipidica en el higado. Dicho estudio fue
en pacientes pediatricos donde evaluaron que la suplementacién con vitamina E tuvo

algun efecto protector y que atenué algunos efectos del sulfato ferroso [42].

Por otro lado, las tasas de sobrepeso y de obesidad estan en constante aumento en
nuestro pais tanto en infantes como en mujeres adultas, lo que puede ser un factor de
riesgo para sobrecarga de hierro en los tejidos. En un inicio se postuld [43] acerca de
que los nifios que padecian obesidad tenian ADH por no cuidar su estilo de alimentacién,

lo cual atribuia la deficiencia de hierro a una dieta alta en alimentos procesados.

La obesidad estd ligada a un ambiente inflamatorio crénico de bajo grado, esto puede
mediar al incremento de la hepcidina lo cual va a evitar la absorcién del hierro, pero a su
vez reteniendo hierro en los tejidos lo que lo expone a estrés oxidativo y la inflamacién

tisular [15].

El incremento de hierro en la dieta y en un estado de obesidad, la hepcidina va a evitar
la salida de hierro de los tejidos de almacenamiento, lo cual va a conducir a una
sobrecarga de hierro en los érganos diana. En una revisién sistematica donde buscaron
una relacién entre obesidad y ADH, la interleucina 6 (IL-6) se relaciona con la
sobreexpresion de la hepcidina por tanto se desarrolla una anemia inflamatoria mas no

una ADH [44].

Por lo anteriormente expuesto la problematica detectada es que hay una tendencia a

aumentar las tasas de sobrepeso y obesidad no solo en el Peru sino en el mundo, y que

hay una alta exposicién a nivel mundial a exceso de hierro en la ingesta oral lo que podria
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afectar la disponibilidad de hierro en los tejidos particularmente cuando se administra a

una poblacién que inicialmente no es anémica.

La presente tesis evalUa la ingesta de dosis crecientes de hierro oral en un modelo
murino que servird como antecedente para estudiar mds a fondo las consecuencias de

una sobreingesta de hierro en un estado inflamatorio como es la obesidad.

1. JUSTIFICACION

El presente estudio se justifica que en un escenario de inflamacién de bajo grado como
es el caso de la obesidad, la ingesta de hierro en diferentes dosis puede afectar mucho
mas que animales no obesos, la funcionalidad de los tejidos como el higado y el colon

ambos que interactian normalmente con el hierro.

En la actualidad, el Peru es uno de los paises que tiene una alta prevalencia de anemia
por deficiencia de hierro (ADH) en nifios de 6 a 35 meses de edad con 42.4% [12]. El
gobierno Peruano ha realizado programas de suplementacién preventiva de hierro para
tratar esta problematica. Sin embargo estos esfuerzos no han logrado controlar la
anemia, es mas se reporté que en el 2022 la prevalencia de anemia en nifios en el Peru

aumento 6 puntos porcentuales.

Esta suplementacién preventiva de hierro no evalla cuales son los posibles efectos en
suplementar a nifios con anemia o en aquellos que se encuentran sin anemia; ademas
de no tener en cuenta una correcta evaluacion si es que requieren el hierro. En la
actualidad se sigue suplementando con formulaciones orales como el Sulfato Ferroso

(FESOa) a niflos y a madres gestantes.

Hsu (2022) ha encontrado que la sobre ingesta de hierro estd relacionada a una
sobrecarga de hierro a nivel sistémico [26]. También Rochette 2022 ha reportado que
el hierro libre genera especies reactivas de oxigeno (ROS) lo que puede causar un dafio

a macromoléculas y al ADN [45].
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El incremento de una dieta desequilibrada, alta en grasas y azlcares incrementara la
grasa visceral, que se encuentra asociado a la cascada de inflamacién, lo que activara las
interleucinas pro inflamatorias. Estas citoquinas se comportan como moduladores de la

secrecién de hepcidina [46].

En una revisidn sobre la sobrecarga de hierro y el riesgo de padecer diabetes mellitus
tipo Il, se reporta que la acumulacién de hierro en los tejidos puede ocasionar una
disfuncidn en los adipocitos y con ello aumenta la masa grasa; esto genera la obesidad y
un estado inflamatorio. Dicha cascada de inflamacién estd relacionada a la diabetes

mellitus tipo Il [47].

En un estudio aleatorizado simple ciego en humanos, evaluaron Ila
suplementacion con hierro en mujeres con obesidad y sobrepeso. Este estudio tuvo un
grupo control y un grupo con intervencidn para la pérdida de peso. Los pardmetros
evaluados fueron hemoglobina, hierro sérico, proteina C reactiva, ferritina sérica y
Hepcidina. Se encontré una correlacion de la pérdida de peso con la disminucion de los

marcadores de hierro en el grupo de intervencion [48].

La sobrecarga de hierro afecta a personas sanas sin anemia. En un escenario de
inflamacién crénica de bajo grado como lo es la obesidad se quiere investigar cuales
serian los posibles efectos y en qué dosis de hierro afectaria mas al hematocrito y a los
niveles de glucemia y la histologia en tejidos de higado y ciego en animales de

experimentacién frente a animales no obesos que actuarian como grupo control.

La sobre ingesta de hierro en los animales esta relacionada con una sobrecarga de hierro
en los tejidos, no se conoce a qué dosis podra afectar la caracteristica de los tejidos como

ciego e higado.

Por ello el presente estudio tiene como objetivo principal evaluar la histologia de higado
y ciego, ademas de evaluar cédmo se alteran los niveles de glucosa en sangre y
hematocrito. Este efecto dosis-respuesta va a depender de las diferentes dosis utilizadas

por un tiempo de 30 dias en ratones machos adultos obesos y no obesos.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El sulfato ferroso administrado a diferentes dosis altera la morfologia, peso e histologia
de higado y ciego, asi como los niveles de glucosa sanguinea y del hematocrito en un

grupo de ratones adultos sanos y en ratones adultos obesos?

V. HIPOTESIS

La dosis 4 y 5 mg Fe/Kg produce alteracion en la morfologia, peso, histologia de higado
y ciego y en los niveles de la glucemia y hematocrito en mayor proporcién en los ratones

obesos que en los controles no obesos.

VI. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el peso, la morfologia y la histologia del higado y ciego, asi como los niveles de
la glucemia y hematocrito frente a diferentes dosis de sulfato ferroso administrados por

via oral en ratones no obesos adultos, asi como en ratones adultos obesos.

VII. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la dosis minima a partir del cual se altera el peso del ratén y de los
organos al final del tratamiento con sulfato ferroso en no obesos y en obesos.
- Evaluar la dosis minima a partir del cual se altera la glucemia al final del

tratamiento con sulfato ferroso en ratones no obesos y en obesos.
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- Evaluar la dosis minima de sulfato ferroso a partir del cual se altera el

hematocrito en ratones macho adultos no obesos y en obesos.

VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Animales de experimentacion

Para el presente trabajo de investigacion se utilizaron ratones de la especie Mus
musculus, de la cepa BALB-C machos de tres meses de edad. Los animales se obtuvieron
del bioterio central de la Universidad Peruana Cayetano Heredia ubicado en el LID

(Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia).

Los ratones se dividieron en cinco grupos de cuatro ratones cada uno, donde se
mantuvieron a condiciones de temperatura (18°C-26°C) y humedad estandar (30% -
70%). El ciclo de luz-oscuridad se controlé con un temporizador respetando las 12 horas
luz-oscuridad. Para el mantenimiento de los ratones, se tuvo en cuenta la cantidad

maxima de ratones por jaula.

En el estudio se colocd 4 ratones por jaula; estos fueron ubicados en jaulas de
polipropileno con un drea de piso de 76.78 cm?, con una altura de 12.7cm para ratones

con peso promedio de 25 gr.

Los ratones fueron alimentados con agua y alimento balanceado (ad libitum) para

roedores (Alimento de la Universidad Agraria)

El estudio experimental se llevd a cabo desde el mes de febrero hasta abril de 2023, para
la ejecucién del proyecto (cédigo SIDISI 209691) y procedimientos como la eutanasia se
contd con la aprobacién (Carta N° 001-01-23) por parte del comité de ética de animales

(CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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8.2 Diseiio experimental

El estudio tuvo una muestra de 40 ratones de la cepa BALB/C. Se formaron dos grandes
grupos de 20 ratones cada uno, con el primer grupo conformado de ratones no obesos

(S)(no obesos) y el segundo grupo de ratones obesos (OB) (anexo°3: Figura N°1).

Grupo 1 (n= 20). El grupo de ratones no obesos esta conformado por los siguientes

subgrupos.

Sub-grupo 1 (n=4), el grupo control que recibié 1 ml de agua destilada por 30 dias

Sub-grupo 2 (n=4), que recibié una dosis minima de 1 mg Fe/Kg (Fe elemental de sulfato

ferroso por Kg de peso corporal), con un volumen de 0.01 ml Fe por 30 dias.

Sub-grupo 3 (n=4): que recibié una dosis de 2 mg Fe/kg (Fe elemental de sulfato ferroso

por Kg de peso corporal), con un volumen de 0.02 ml Fe por 30 dias.

Sub-grupo 4 (n=4), que recibié una dosis de 4 mg Fe/kg (Fe elemental de sulfato ferroso

por Kg de peso corporal), con un volumen de 0.04 ml Fe por 30 dias.

Sub-grupo 5 (n=4), que recibié una dosis de 5mg Fe/kg (Fe elemental de sulfato ferroso

por Kg de peso corporal), con un volumen de 0.05 ml Fe por 30 dias

Grupo 2 (n=20). Para inducir el estado de obesidad se utilizé una dieta alta en grasa
(DAG) compuesta por 33% dieta estandar, 33% leche Nestlé, 7% sacarina (aditivo

edulcorante artificial) y 27% de agua.

Esta dieta alta en grasa se prepard para este estudio, fue administrada por via oral [49].
La induccién a obesidad se determind a partir de los 40 dias del aumento de peso >40gr

y con el control del nivel de colesterol.

Sub-grupo 1 (n=4) Obesidad (OB) El grupo control recibié 1 ml de agua destilada por 30

dias.

Sub-grupo 2 (n=4) OB + 1 mg Fe/Kg (Fe elemental de sulfato ferroso por Kg de peso

corporal), recibié 0.01 ml Fe por 30 dias.
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Sub-grupo 3 (n=4) OB + 2 mg Fe/Kg (Fe elemental de sulfato ferroso por Kg de peso

corporal), recibié 0.02 ml Fe por 30 dias.

Sub-grupo 4 (n=4) OB + 4 mg Fe/Kg (Fe elemental de sulfato ferroso por Kg de peso

corporal), recibié 0.04 ml Fe por 30 dias.

Sub-grupo 5 (n=4) OB + 5 mg Fe/Kg (Fe elemental de sulfato ferroso por Kg de peso

corporal), recibié 0.05 ml Fe por 30 dias.

La administracion de sulfato ferroso se realizd por via orogastrica. Los volimenes se

aplicaron por las mafianas de 9 a 10 am para ambos grupos.

Tabla N°1 Alimento balanceado para ratones sanos (no obesos).

Valor nutricional Mcal/Kg
Proteinas 17
Lisina 0.92
Met-Cis 0.98
Grasa 6
Calcio 0.63
Fésforo disponible 0.37
Fibra 4
Humedad 13

Valor nutricional del alimento balanceado para ratones.

Tabla N°2: Alimento preparado para induccion a obesidad.

Tipo de Dieta: Cal/Kg
Hipercaldrica
% Proteinas 27.60%
% Grasas 25.20%
% Hidratos de carbono 32.70%

Valor nutricional del alimento hipercalérico preparado
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Figura 1. Fases de experimentos de ambos grupos de ratones no obesos e inducidos a obesidad.
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8.3 Tamano de muestra

El tamafio de muestra fue calculado con la férmula para grupos independientes: [50].

-~

Z  +7 | *8?
( rx/E ﬁ)

>
d~

=

©

Donde:

Za = nivel de significancia 95%

ZB = poder del estudio 80%

S2 = varianza del grupo de referencia
d = diferencia que se desea detectar

Tomando los datos de un articulo que evaluaron glucosa e histologia [51], vy

reemplazando en la férmula:
$=2.20
d=3 n=((1.96+0.84)2 * (2.20)2) / (3)*= 4
Por lo tanto: 4 animales por grupo

Total, serian 4 x 10 (grupos) = 40 ratones
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8.4 Variables

Tabla 3. Variables, definicion operacional, valores, tipos de variables y escala para el estudio de ratones normales y obesos.

Variables Definicién conceptual Definicién operacional Valores. [52] Tipo de variable Escala
Peso del animal Peso del animal Peso con la balanza Peso (gramos) en el dia | Dependiente De razén
peso de organos 1aldia30 cuantitativa-continua
Peso de érganos peso del higado y ciego Peso con la balanza Peso (gramos) en el dia | Dependiente De razén
milimétrica de precisidon 30 cuantitativa- continua
Glucosa basal Medicién de glucosa en Niveles de glucosa en sangre | 97 mg/dl Dependiente De razén
(Ayuno de 12 sangre venosa de la cola Dias 0, 15, 30. cuantitativa- continua
horas) luego de un periodo de
ayuno de 12 horas
Niveles de Porcentaje de gldbulos rojos | Porcentaje de glébulos rojos/ | 43% Dependiente De razén
hematocrito en sangre total de sangre cuantitativa- continua
Dias 0, 15, 30.
Desorden de histologia del higado Presencia de desorden enla | Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal
cordones arquitectura histoldgica
radiados de
hepatocitos
Nucleos centrales | Histologia del higado Presencia de desorden enla | Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal

vesiculares
agrandados

arquitectura histolégica
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Vena central de Histologia del higado Presencia de desorden enla | Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal

hepatocitos arquitectura histolégica

congestionada

Infiltracion de Histologia del higado Presencia de células Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal

células inflamatorias

inflamatorias en

el higado

Estructura de Histologia del higado Presencia de desorden en la | Presente-Ausente Dependiente, Nominal

lobulillo hepatico arquitectura histolégica cualitativa

desintegrado

Lesion de la cripta | Histologia del ciego Presencia de desorden enla | Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal
arquitectura histolégica

indice de lesién Histologia del ciego Presencia de desorden en la | Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal

del ciego arquitectura histolégica

Células Histologia del ciego Presencia de células Presente-Ausente Dependiente, cualitativa | Nominal

inflamatorias del inflamatorias del ciego

ciego

Suplementacion Formulacion oral en Si: “1”. Recibe 0 a 5 mg de hierro Independiente, continua [ Nominal

con sulfato
ferroso

presentacién de jarabe

suplementacién
No: “0”. No recibe
suplementacién

elemental en sulfato
ferroso/Kg

discreta
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8.5 Dosis de tratamiento y modo de suplementacion

La dosis utilizada para el tratamiento para los animales fue la dosis
maxima recomendada (5 mg Fe/Kg peso corporal), que es una dosis proporcional a la
dosis que usan los humanos (250-300 mg Fe /kg PC.). En este experimento usamos las

dosis crecientes de 1 a 5 mg Fe/Kg [40] [53].

El FeSO4 utilizado en el experimento fue el jarabe con lote N° 87441833 Y RS EN-04557;
la dosificacion del jarabe de FeSOa4 por cada 100 ml equivale a 300 mg de Fe elemental,

se encontré descrito en el inserto del farmaco.

El tratamiento con sulfato ferroso se realizé por via orogdstrica con una sonda de ratén
reusable de 15G y una jeringa descartable. Se utilizaron dos sondas distintas con
diferentes jeringas reusables. Una sonda para administrar el sulfato ferroso y la otra para

administrar agua.

El tratamiento de FeSO4 se dio todos los dias hasta cumplir el mes del tratamiento. Con
este experimento se evalud el efecto de la dosis respuesta en un tiempo corto de
tratamiento. Antes de iniciar el experimento se pesd a todos los animales de ambos
grupos para identificar el peso inicial, para posteriormente recibir la suplementacién de

hierro en el horario de 10 am a 12 horas.

8.6 Medida de glucemia basal y hematocrito

Para la toma de sangre se mantuvo un mismo horario para todos los grupos. Se siguio el
procedimiento de Donovan y col 2016., donde se extrajo la sangre venosa de la cola del
raton. Este procedimiento se realizé al inicio, a la mitad y al final del tratamiento (dia
0,15 y 30). Para extraer sangre se uso una jaula de restriccion para insertar al ratén e
impedir que realice movimientos, con la ayuda de un bisturi se le realizé un pequefio
corte en la ultima porcién de la cola, se estimuld la salida de la sangre y para poder

detener el sangrado se hizo presion en la zona del corte.
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Se colecté 0.5 ml de sangre con ayuda de un capilar, se obtuvieron dos capilares, para
después ser centrifugados en la centrifuga de capilares. Finalizando en la toma de

lectura de hematocrito [54].

Sélo para la medida de glucemia basal se dejé a los animales en ayunas la noche anterior
por 12 horas, para realizar el procedimiento se siguid los pasos de la extraccién de la
sangre venosa de la cola y con la ayuda de un capilar se insertd una gota de sangre a la
tira reactiva insertada al glucometro de la serie 000667777. Se calibré la medida de
glucosa por cada uso y al momento de insertar la gota de sangre se detuvo el sangrado
de la cola con la ayuda de una gasa estéril [55]. Se tomé lectura del resultado y

finalizando el procedimiento se devolvié a los animales a sus jaulas con agua y comida.

Se extrajo sangre venosa al inicio, a la mitad y final del tratamiento (dia 0, dia 15 y dia

30) para evitar manipular la zona muy seguido evitando posibles danos.

8.7 Procesamiento de 6rganos y tejidos

Al término del tratamiento los animales fueron anestesiados con una dosis de Halatal de
acuerdo al peso del animal. Fueron anestesiados por la via intraperitoneal con 40
mg/Kg, de peso. En el procedimiento se evalud constantemente el estado del animal
siguiendo los parametros de reclinado, pérdida de reflejo de enderezamiento y la

evaluacion de la frecuencia respiratoria. [56].

Al momento de ser sacrificados, se les administré a los animales una dosis letal que
es una dosis de doble anestésico Halatal (45 mg/Kg). Después del sacrificio los érganos
de higado y ciego fueron extirpados. Los drganos fueron pesados en una balanza
analitica SERIE 0000112 para posteriormente ser colocados para el procedimiento de

fijacion en formol tamponado al 10%.

El proceso de fijacién durd 24 horas. A temperatura ambiente se procedid a realizar la
inclusion y bloque en parafina, para después cortar porciones con longitudes de 5 a 7
pum de espesor. Para el proceso de desparafinado se colocd las muestras en una placa a

temperatura de 58°C por cinco minutos. Se realizé el procedimiento de aclarado con la
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muestra por tres minutos. Al culminar el proceso de rehidratacidon se procedid a la
tincién de las laminas con el portaobjetos. La tincidon usada fue la de hematoxilina y

eosina (H & E) [57].

8.8 Lectura y analisis histoldgico

El analisis histologico se llevd a cabo con el uso de un microscopio NIKON serie
000001551, conectado a una cdmara acoplada al microscopio. Las laminas fueron vistas

a una resolucion de 10X y 40X, siendo observadas en el computador.

Se determiné en el drgano del ciego caracteristicas cualitativas en la morfologia de la
célula del ciego, ausencia de lesidn; superficial; lesiones hemorragicas submucosas con

pequefiias erosiones; y lesiones hemorragicas severas y algunas lesiones invasivas.

En cuanto a la lesién de la cripta se evalué cambios cualitativos como: cripta intacta;
pérdida del tercio inferior de la cripta; pérdida de los dos tercios inferiores de la cripta;
pérdida de toda la cripta con el epitelio superficial intacto; pérdida de toda la cripta y

epitelio superficial (erosidn) [40].

En el higado se determind caracteristicas cualitativas como cordones radiados de
hepatocitos, nucleos centrales ventriculares, vena central, infiltracion de células

inflamatorias y estructura del lobulillo hepatico [58].

En la figura A se observa secciones histolédgicas tefiidas con Hematoxilina y Eosina (H &
E) del articulo de Das y col 2014. Diferencian el grupo control del grupo tratado con

hierro.
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Tabla N°4. Histologia del higado

Histologia del higado

Figura A. Se muestra la estructura de células ordenadas de hepatocito normal, con
una vena central descongestionada (normal) (Amplificacion a 40X). Fuente: Das y col,

2014.
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Figura B. Tratamiento de sobrecarga de hierro con 100 mg de Hierro dextrano/Kg.
Muestra necrosis (N), inflamacién (I) y la pérdida de la forma de los hepatocitos

(Amplificacién a 40X). Fuente: Das y col, 2014.

Figura C Tratamiento de sobrecarga de hierro con 100 mg de Hierro dextrano/Kg.

Muestra Inflamacidn Portal (PI). (Amplificacién a 40X). Fuente: Das y col, 2014.
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Tabla N°5. Histologia del ciego.

Histologia del ciego

D) Histologia representativa del ciego: Uniformidad de la capa muscular (a),

submucosa (b) y mucosa (c) [59].

E) Histologia del ciego con agentes de contraste portadores de gas (ACG): Las puntas

de flecha indican edema y engrosamiento de la submucosa (b) y congestién,
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dilatacién de vasos, hemorragia e inflamacién de la mucosa (c). La capa muscular (a)

es normal [59].

IX. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se tomd en cuenta las variables independiente como 0, 1, 2,
4 y 5 mg Fe/Kg de peso corporal y las variables dependientes (Peso del animal a
diferentes tiempos, peso de érganos al final del experimento, glucosa a diferentes
tiempos, hematocrito a diferentes tiempos, desorden de cordones radiados de
hepatocitos, Nucleos centrales vesiculares agrandados, vena portal congestionada,
infiltracion de células inflamatorias en el higado, estructura del lobulillo hepatico
desintegrado, lesién de la cripta, indice de lesidn del ciego, células inflamatoria en el

ciego y suplementacion con sulfato ferroso.

Los datos se ingresaron a una base de Excel para después realizar el analisis en un
paquete estadistico Stata V.17. Cuando se comparan mds de dos grupos se uso el andlisis
de varianza (ANOVA). Para la evaluacion de resultados de efectos significativos se usaron

pruebas post-hoc de Scheffé.
Cuando se evalian dos muestras (ej. obesos vs no obesos) se usé la prueba t de Student.

Las correlaciones entre tratamiento y las variables peso corporal, glucemia vy

hematocrito se hicieron con la prueba de analisis de correlacién de Pearson.

Se tomaron como significativo el valor de P<0.05 y se utilizaron variables continuas como

la media * error estandar: (X +EE).
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X. CONSIDERACIONES ETICAS

Para el inicio del estudio, se obtuvo la aprobacién por el Comité de Etica del uso de
animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia DC: 001-01-2023. Para asegurar
el bienestar de los animales, todas las evaluaciones y procedimientos en animales
tuvieron que cumplir el requisito de aprobacién segun la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (Consejo Nacional de Investigacion, 1996); por ello se tuvo en
cuenta el entrenamiento de trabajar con animales previo al estudio.

Al culminar el estudio los animales fueron sometidos a eutanasia; siguiendo la guia para

el cuidado y uso de animales de laboratorio.
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XI. RESULTADOS

11.1 Peso de los animales

Los animales de ambos grupos (obesos y no obesos) que recibieron la dosis creciente de
hierrode 0, 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg de peso corporal, aumentaron de peso al final de los

treinta dias de tratamiento. (Tabla 6).

El delta del peso corporal (Peso final menos peso inicial) se incrementa
proporcionalmente a la dosis de hierro administrada, siendo menor cuando se inocula 0
mg Fe/Kg de peso corporal y mayor cuando se inocula 5 mg Fe/Kg de peso corporal

(p<0.05). El delta de peso fue similar en normales como en obesos (figura 3).

Tabla 6: Pesos iniciales y finales en ratones controles no obesos y obesos segun nivel de

hierro inoculado.

Grupo mg Fe/Kg Peso inicial Peso final
Gramos Gramos
M = EE M+ EE
Obesos 0 40.75+0.47 41+0.57
1 40.75+0.47 42+0.81
2 40.5+0.28 42.5+0.5
4 41.75+0.25 44.25+0.345
5 41.25+0.47 46.25+0.24*
No- 0 28+0.47 28.25+0.25
Obesos
1 28.25+0.64 29.75+0.25
2 34.25+0.25 35.25+0.25
4 33£1.29 36+1.08
5 32.25+0.85 36+0.81

Los datos son medias (M) y error estandar (EE).
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El peso final se mide después de treinta dias de tratamiento. * p<0.05 respecto a la dosis
control no obeso vs la dosis 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg del grupo obeso.

Hubo una diferencia entre las dosis 1 mg Fe/kg vs 2 mg Fe/Kg, 2mg Fe/Kg vs 4 mg Fe/Kg
y 4mg Fe/Kg vs 5 mg Fe/Kg del grupo de obesos. En el grupo no obeso, P<0.05 respecto

a la dosis control no obeso vs la dosis 1, 2, 4 mg Fe/kg y 5 mg Fe/Kg del grupo no obeso.

Delta del peso de los animales

inicial) gr.
[

g 5
A
-
e 4
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E_: h .F B Ingfkg Fe
: Z l B &g E Fe
1= ]
a d e B Smgg Fe
51

o I_T_I I_I_I

Grupn obeds Grupa o
Grupas de tratamienta

Figura 3. Delta del peso de los animales (g) de grupo de obesos y no obesos en el
tratamiento con hierro. Los valores son expresados como media y error estandar. Delta

del peso es peso final menos peso inicial.

El peso corporal final de los animales corresponde al peso observado luego de los 30
dias de tratamiento tanto en obesos como en no obesos. *P<0.05 respecto al delta de
pesos con 0 (agua destilada), 1, 2 y 4 mg Fe/Kg. Las dosis b, ¢, d y 5 mg Fe/Kg del grupo
obesos es P<0.05 respecto a (a). La dosis (b) es P<0.05 respecto a ¢, ¢ es P<0.05 respecto
a (dy d) es P<0.05 respecto a 5 mg Fe/Kg. Las dosis f, g, h y 5 mg Fe/Kg del grupo no
obeso es P<0.05 respecto a e. f es P<0.05 respecto a (g), g es P<0.05 respecto a (h) y h

es P<0.05 respecto a 5 mg Fe/Kg.
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Diferencia entre pesos de ratones obesos y no obesos para cada tratamiento

El peso del grupo Control OB (agua destilada) no es diferente al peso del grupo control
(agua destilada) de no obesos (P>0.05). Los ratones obesos tratados con la dosis 1 mg
Fe/Kg tiene un peso similar respecto a 1 mg Fe/Kg en no obesos (P>0.05). Los ratones
obesos que recibieron la dosis 2 mg Fe/Kg OB aumentaron mas de peso con respecto a

los ratones no obesos que la dosis 2 mg Fe/Kg (P<0.05).

La dosis 4 mg Fe/Kg en no obesos es no significativo (P>0.05) respecto a 4 mg Fe/Kg en
OB. Los ratones obesos que recibieron la dosis de 5mg Fe/Kg en OB aumentaron mas de

peso con respecto a los ratones no obesos que recibieron 5 mg Fe/Kg (P<0.05).

11.2 Niveles de hematocrito

El hematocrito al inicio del estudio fue igual en obesos que en controles (P>0.05).

El hematocrito entre grupos de obesidad y no obesos varid significativamente al final del
tratamiento (p<0.05). A dosis altas de hierro se incrementé los niveles de hematocrito
en ambos grupos (Tabla 7) siendo mayor el incremento en obesos; asi en ratones obesos
con 5 mg Fe/Kg tuvo un valor de 64.55% y en ratones no obesos con la misma dosis de

hierro, un hematocrito de 59.5% (p<0.05).

Tabla 7: Niveles de hematocrito expresados en media, error estandar.

Grupo mg Fe/Kg Hematocrito Hematocrito
inicial final
M+ EE M+ EE
Obesos 0 55.75+1.58 56.5%+3.10
1 56.5+3.69 59.25+0.95
2 55.5+3.78 59.75+2.87
4 57.25+1.70 61+1.15
5 56.5£1.91 64.5£1.73 *
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No- 0 55+1.58

Obesos
1 54.75+1.75
2 55+1.08
4 55.2510.85
5 54.5+1.04

Los datos son expresados en media y error estandar

p<0.05 respecto a la dosis control no obeso vs la dosis 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg del grupo
obeso. Hubo una diferencia entre las dosis 1 mg Fe/Kg vs 2 mg Fe/Kg, 2mg Fe/Kg vs 4
mg Fe/Kg y 4mg Fe/Kg vs 5 mg Fe/Kg del grupo de obesos. P<0.05 respecto a la dosis

control no obeso vs ladosis 1,4 y 5 mg Fe/Kg del grupo de no obesos.

54.75%3.10

56.25+2.49

58.25+0.85

59.25+1.10

59.5+0.64

En la tabla 7 Los niveles de hematocrito (%) en el grupo obeso es mayor *P<0.05

respecto al grupo de no obesos.

Delta de hematocrito
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Figura 4. Valores de hematocrito expresados en delta. Niveles de hematocrito (%) de

los grupos experimentales (obeso y no obeso).

Los valores expresados son medias y error estandar. *p<0.05 respecto a las otras dosis.
Las dosis 1 (b), 2 (c), 4 (d) y 5 mg Fe/Kg del grupo obesos es P<0.05 respecto al control
del grupo obesos. La dosis 1 mg Fe/Kg (b) es P<0.05 respecto a 2 mg Fe/Kg (c); 2 mg
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Fe/Kg (c) es P<0.05 respecto a 4 mg Fe/Kg (d); 4 mg Fe/Kg (d) es P<0.05 respecto a 5 mg
Fe/Kg. Las dosis 1 (f), 2 (g), 4 (h) y 5 mg Fe/Kg del grupo no obeso es P<0.05 respecto al
control (e). La dosis 1 (f) es P<0.05 respecto a 2 mg Fe/Kg (g); 2 mg Fe/Kg (g) es P<0.05
respecto a 4 mg Fe/Kg (h); 4 mg Fe/Kg (h) es P<0.05 respecto a 5 mg Fe/Kg.

Los niveles de hematocrito en la dosis 5 mg Fe/Kg en los ratones no obesos es

significativamente mayor (P<0.05) respecto a dosis menores (1,2,4 mg Fe/Kg; f, g, h).

Diferencia entre hematocritos de ratones obesos y no obesos para cada tratamiento.

Los ratones obesos (OB) que recibieron la dosis (b) aumentaron mas el hematocrito

respecto a los ratones no obesos (S) que recibieron la dosis (f) (P<0.05).

Los ratones obesos (OB) que recibieron la dosis (c) aumentaron mas el hematocrito

respecto a los ratones no obesos (S) que recibieron la dosis g (P>0.05)

Los ratones obesos (OB) que recibieron la dosis (d) es P>0.05 respecto a la dosis (h)

Los ratones obesos (OB) que recibieron la dosis de 5mg Fe/Kg OB aumentaron mas el
hematocrito respecto a los ratones no obesos (S) que recibieron la dosis de 5mg Fe/Kg

(P<0.05).

11.3 Niveles de glucosa en ayunas

En los diferentes tratamientos se incrementd los niveles de glucosa al final del estudio.

(Tabla 8)

Tabla 8: Niveles de glucosa (mg/dl) expresados en media y error estandar en ratones

no obesos y obesos que reciben dosis diferentes de hierro.

Grupo mg/Kg Fe Glucosa inicial Glucosa final
mg/dl mg/dl
M = EE M = EE
Obesos 0 75.254+2.49 80.25+3.98
1 77+2.67 85+4.14

34



2 84.75+1.08 97.65+4.11

4 79.25+2.16 100+2.73

5 80.75+2.56 111.75+6.16 *
No- 0 75.25+1.10 81+1.29

Obesos
83+2.67 85.5+1.04

2 84.75+1.88 86.25+1.03

4 86.25+1.31 91.75+1.31

5 87+1.47 96+1.82

Los valores son media, error estandar.

p<0.05 respecto a la dosis control no obeso vs la dosis 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg del grupo
obeso. Hubo una diferencia entre las dosis 1 mg Fe/Kg vs 2 mg Fe/Kg, 2mg Fe/Kg vs 4
mg Fe/Kg y 4mg Fe/Kg vs 5 mg Fe/Kg del grupo de obesos. P<0.05 respecto a la dosis

control no obeso vs la dosis 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg del grupo no obeso.

En la tabla 8 los niveles de glucosa en ayunas del grupo obeso que recibieron 5 mg Fe/Kg

son significativamente mayores (*P<0.05) con respecto al grupo no obeso.
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Figura 5. Valores de Glucosa expresados en delta
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Figura 5: Delta de los Niveles de glucosa en ayunas (mg/dL) de los grupos de ratones
obesos y controles segln nivel de hierro elemental recibido durante 32 dias. Los valores

expresados son media y error estandar.

El incremento en los niveles de glucosa en ayunas del grupo no obeso es
significativamente menor (P<0.05) con respecto al grupo de ratones con obesidad.

Las dosis b, ¢, d y 5 mg Fe/Kg del grupo obesos es P<0.05 respecto al control (a). La dosis
(b) es P<0.05 respecto a (c), ¢ es P<0.05 respecto a (d) y d es P<0.05 respecto a 5 mg
Fe/Kg.

Las dosis f, g, h y 5 mg Fe/Kg del grupo no obeso es P<0.05 respecto al control del grupo
no obeso. La dosis (f) es P<0.05 respecto a (g), g es P<0.05 respecto a (h) y h es P<0.05
respecto a 5 mg Fe/Kg.

11.4 Peso del ciego

El peso del ciego varid al final del estudio entre grupos. El peso de ciego en la dosis 5

mg/Kg fue significativamente mayor en ambos grupos (P<0.05).
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Figura 6. Peso de ciego (gr) en diferentes grupos.
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Los valores son expresados en media y error estandar. En el grupo no obeso *P<0.05 a

grupo control, 1mg Fe/Kg, 2 mg Fe/Kg, 4 mg Fe/Kg. En el grupo Obesos *P<0.05 a grupo

control, Img Fe/Kg, 2 mg Fe/Kg y 4 mg Fe/Kg.

11.5 Peso del higado

El peso del higado varié de manera significativa en el grupo de obesidad. Se observa

un incremento del peso de higado de manera consecutiva dependiendo de las dosis

crecientes de tratamiento.

15

peso [gr)

Peso del higado en el dia 30

Grupa oheéso

Grupo sang

Grupas de tratamienta

Odgua destilad s
Ol Fe
W 2mgg Fe
Wamg g Fe
W SmgKg Fe

Figura 7. Peso de higado (gr).

Los valores son expresados en media y error estandar. En el grupo de no obeso, la dosis

5mg Fe/Kg es *P<0.05 respecto a grupo control, 1,2,4 mg Fe/Kg. El grupo de obesidad,

la dosis 5mg Fe/Kg es *P<0.05 respecto al grupo control, 1, 2 y 4 mg Fe/Kg.
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Glucemia en ratones Obesos y normales
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Figura N°8: Correlacion de Dosis de FESO4 con % de incremento de glucemia en ratones

obesos en el tiempo 0, 15y 30

Incremento porcentual en glucosa en ratones obesos (Superior) y no obeso (inferior) que
recibieron sulfato ferroso por via oral en dosis de 0,1,2,4y5 mg/kg Fe por 15 a 30

dias. Tiempo 0: 100%

En el tiempo 15, el grupo de obesidad es P<0.01 respecto al tiempo 0. En el tiempo 30,

el grupo de obesidad es P<0.01 respecto al tiempo 0
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Hematocrito en ratones Obesos y no obeso
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Figura N°9: Correlacién de Dosis de FESO4 con % de incremento de hematocrito en

ratones obesos y no obeso en el tiempo 0, 15y 30

Incremento porcentual del hematocrito en ratones obesos (superior) y no obesos

(inferior) que recibe sulfato ferroso por via oral en dosis de 0,1,2,4 y 5 mg/Kg Fe por 15

0 30 dias. Tiempo 0: 100%

En el tiempo 15, el grupo no obesos es P >0.05 respecto al tiempo O.

el grupo no obesos es P<0.01 respecto al tiempo 0.
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X1l. ANALISIS HISTOLOGICO

En el andlisis histoldgico del higado en los grupos de no obesos y obesos, se encontrd
en el grupo de obesidad diferencias en la arquitectura y un desarreglo en la histologia

del higado respecto al grupo de ratones no obeso.

a. Anadlisis histoldgico del higado

12.1.1Andlisis Histoldgico en grupo no obeso (S)

En el grupo de ratones no obeso (S), el sub grupo control, 1mg/Kg Fe, 2mg/Kg Fe
presentan una histologia de higado normal; presentan una vena portal normal, triada

portal normal, vena central normal, y cordones radiados normales.

En el grupo de ratones no obeso en el subgrupo de 4 mg Fe/Kgy 5 mg Fe/Kg, presentan

cambios en su histologia con respecto al subgrupo control, 1 mg Fe/Kg y 2 mg Fe/Kg.

En el sub grupo 4 mg Fe/Kg y 5 mg Fe/Kg la histologia presenta vena portal parcialmente
congestionada, triada portal congestionado, vena central parcialmente congestionada y

cordones radiados normales.
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A. Control S 10x

B. Control S 40x

Figura N°10. Histologia del subgrupo control: A) Flecha azul: Presenta células ordenadas.

B) flecha azul: presenta vena central y C) vena portal normales.

D. S 1mg Fe/Kg 10x

E. S 1mgFe/Kg 40x

F. S 1mg Fe/Kg 40x

Figura N°11. Histologia del subgrupo 1 mg Fe/Kg D) Flecha azul: Presenta células

ordenadas, E) Vena central y F) Triada portal y vena portal normales.
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G. S2mg Fe/Kgl0x H. S 2mg Fe/Kg 40x I. S 2mg Fe/Kg 40x

Figura N°12. Histologia del subgrupo 2 mg Fe/Kg: Flecha azul G) Presenta células

ordenadas, H) vena central triada portal y 1) Vena portal normales.

J. S4 mgFe/Kgl0x K. S4 mg Fe/Kg 40x L. S4 mg Fe/Kg 40x

Figura N°13. Histologia del subgrupo 4 mg Fe/Kg: Flecha azul J) Presenta células
desordenadas, vena central congestionada, K) triada portal y L) Vena portal

congestionada.
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LL) S 5 mg Fe/Kg 10x M. S 5mg Fe/Kg 40x N. S 5mg Fe/Kg 40x

Figura N°14. Histologia del subgrupo 5 mg Fe/Kg: Flecha azul LL) Presenta células y triada
portal desordenadas y congestionada, M) vena portal congestionada y N) vena central

congestionada.

12.1.2 Analisis Histoldgico en grupo obeso (OB)

La histologia del grupo Obesidad (OB) respecto a la dosis control, 1mg Fe/Kg presenta
una vena central y portal normales. La vena central y los cordones de Remak se

encuentran en disposicion radial.

En el grupo obesidad en las dosis 2, 4 y 5 mg Fe/Kg, presenta vena central, triada portal
y vena portal congestionada. La disposicién radial de los cordones de Remak se ha
perdido. Se presentan células inflamatorias, pérdida de la forma de los hepatocitos y

acumulacién de grasa.
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A. Control OB 10x B. Control OB 40x C. Control OB 40x

Figura N°15. Flecha azul A) y B) Vena central normal y C) disposicion de cordones

radiados normales.

D. OB 1mg Fe/Kgl10x E. OB 1mg Fe/Kg 40x F. OB 1mg Fe/Kg 40x

Figura N°16. Flecha azul: D)y E) Vena central con congestion parcial , F) vena portal con

congestion parcial.
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G. OB 2mg Fe/Kg10x H. OB 2mg Fe/Kg 40x I. OB 2mg Fe/Kg 40x

Figura N°17. Fecha azul: G) Vena central congestionada, H) Triada portal congestionada,

[) Presencia de acumulacion de grasa.

J. OB 4mg Fe/Kg 10x K. OB 4mg Fe/Kg 40x L. OB 4mg Fe/Kg 40x

Figura N°18. Fecha azul: J) Vena central y vena portal congestionada, k) Triada portal
congestionada, L) disposiciéon de cordones radiados desordenados, presencia de

acumulacién de grasa y de inflamacién portal.
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LL) OB 5mg Fe/Kg 10x M. OB 5 mg Fe/Kg 40x N. OB 5 mg Fe/Kg 40x

Figura N°19. Flecha azul: LL) Vena central, vena portal y triada portal severamente
congestionada. Desarreglo de la arquitectura histoldgica, M) Rotura de vena central y
vena portal, presencia de células inflamatorias, O) Estructura de la triada portal alterada,
disposicidn radial alterada, presencia de acumulacién de grasa e infiltracidon de células

inflamatorias.
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12.2 Analisis histoldgico del ciego

En la descripcidn de la histologia del ciego se encontré cambios en la estructura del

ciego en el grupo de obesos con respecto al grupo no obesos.

12.2.1 Analisis Histoldgico en grupo no obeso(S) no obesos.

En el grupo de ratones no obesos, en el sub grupo control, 1,2 y 4 mg Fe/Kg, se encuentra
estructuras normales de las criptas de Lieberkuhn, células de la mucosa, capa muscular
circular y capa muscular longitudinal, en el intersticio se encuentran células redondas

normales.

En el grupo de ratones no obesos, en el sub grupo 5 mg Fe/Kg presenta alteracion en el

epitelio de la mucosa y un desordenamiento del epitelio.

A. S Control 10X B. S Control 40x

— 2002 —]

Figura N°20. Flecha: A) Estructura de ciego ordenada, B) Criptas, mucosa, lamina propia

y submucosa organizadas.
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C. S Dosis 1mg Fe/Kg 10X

D. S Dosis 1 mg Fe/Kg40x
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Figura N°21. Flecha: C) Presenta una histologia normal, D) Estructura de las criptas, capa

muscular lisa y capa muscular circular normales.

E. S Dosis 2mg/Kg Fe 10x

F. S Dosis 2mg/Kg Fe 40x

|— 20008 —|

Figura N°22. Flecha: E) Ordenamiento normal del ciego F) Epitelio de la mucosa normal

con algunas formaciones vacuolares. Criptas y ldmina de la submucosa normales.
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G. S4mg/Kg Fe 40x H. S4mg/Kg Fe 40x

Figura N°23. Flecha: G) Histologia normal de ciego, H) Epitelio de la mucosa normal con

formaciones vacuolares. Criptas y lamina muscular circular y liso normales.

I. S5 mg/Kg Fe 10x J. S5 mg/Kg Fe 40X

Figura N°24. Flecha: I) Estructura del ciego normal, J) Pérdida de estructura del epitelio

de la mucosa, alteracién de la estructura en las criptas.
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12.2.2 Analisis Histoldgico en grupo obeso (OB)

En el grupo control y las dosis 1 mg/Kg Fe se encontré una arquitectura normal,
conservando las estructuras de criptas de Lieberkuhn, células de la mucosa, capa

muscular circular y capa muscular longitudinal.

En el grupo de ratones obesos, sub grupo 2, 4 y 5 mg/Kg Fe podemos encontrar pérdida
de la estructura de la cripta, incremento de grosor de la capa muscular longitudinal y

circular.

Grupo control OB 10x B. Grupo control OB 40 x

Figura N°25 Flecha: A) Histologia de ciego normal B) Criptas, lamina propia y capa de la

mucosa normales.
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C. OB 1mg/Kg Fe 10x D. OB 1mg/Kg Fe 40x

Figura N°26. Flecha: C) Histologia del ciego normal, D) Criptas, lamina propia y capa de

la mucosa normales.

E. OB 2mg/Kg Fe 10x F. OB 2mg/Kg Fe 40x

Figura N°27. Flecha: E) Histologia del ciego normal, F) Displasia de las criptas y edema de

la submucosa.
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G. OB 4mg/Kg Fe 10x

H. OB 4mg/Kg Fe 40x

LT
a0l

—— 20002 —|

— 4007 —]

Figura N°28. Flecha: G) Histologia del ciego alterada, H) Denudacion del epitelio

superficial, infiltrado inflamatorio celular denso en la [dmina propia y pérdida de

estructuras de criptas.

I. OB 5mg/Kg Fe 10x

J. OB 5mg/Kg Fe 40x

—— 20002 —|

Figura N°29. Flecha. 1) Histologia del ciego alterada, J) Mucosa duodenal se muestra

ligeramente homogenizada, pérdida de estructuras de criptas. Se observa epitelio
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mucoso con nucleos sueltos e incremento de grosor de la capa muscular longitudinal y

circular.

XI11.DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que la ingesta de hierro particularmente
a dosis mayores (4-5 mg Fe/Kg peso corporal) si afecta la glicemia y el hematocrito y la
histologia del ciego y del higado indicando que el hierro a mayor dosis probablemente
ingresa a los tejidos lo que podria llevar a una sobrecarga de hierro. Esta situacién parece

ser de mayor gravedad en condiciones de obesidad.

La obesidad se asocia a inflamacién crénica de bajo grado [60], por lo que se asume que
esta inflamacién mantiene el hierro en los tejidos de reserva y al parecer la dieta
continda contribuyendo con mayor hierro para dicha reserva aumentando la carga del
metal. Esto sin embargo no ha podido ser medido en esta tesis, por lo que en futuros

estudios se deberia evaluar la carga de hierro en los tejidos.

El peso de los 6rganos es mayor en ratones inducidos a obesidad o sobrepeso,
alimentados con una dieta alta en grasas, que en los grupos de ratones con una dieta
estandar y calificados como ratones sanos o no obesos. Esta acumulacién de grasa

exacerba los pesos del higado, generado por una inflamaciéon metabdlica [61].

En esta tesis se trabajé ratones obesos y no obesos, a quienes se les administrd dosis
crecientes de sulfato ferroso (0, 1, 2, 4 y 5 mg Fe/Kg). Los resultados del efecto dosis
respuesta del sulfato ferroso en un ambiente inflamatorio como la obesidad sugieren
una sobreingesta de hierro en érganos como el higado y ciego tal como lo ha evidenciado

Toblliy col. 2015. Ello sin embargo debe ser confirmado en estudios posteriores.
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EFECTOS EN EL CIEGO

Nuestro estudio demuestra que el peso del ciego aumenta conforme se incrementa la
dosis de Fe administrada a los ratones. Esto ocurre en obesos y no obesos pero mayor
en obesos. Lo mismo se aprecia cuando se hace el estudio histoldgico, en el grupo de
ratones inducidos a obesidad a altas dosis de 4 y 5 mg/kg de Fe hay mas cambios
histoldgicos como el engrosamiento de la capa submucosa y mucosa y la desintegracién
de las criptas de Lieberkihn. Cuando hay exceso de hierro en la dieta y parte importante
no es absorbida a nivel duodenal, el exceso de hierro llega a nivel del colon y puede estar
afectando su funcién [62]. Igualmente se sabe que, a nivel del colon, el hierro en exceso

puede ser utilizado por las bacterias enteropatégenas produciendo una disbiosis [63].

En un estudio experimental se estudio la deficiencia y la sobrecarga de hierro en ratones
y como la suplementacion con hierro produce enterocolitis. Los resultados encontrados
explican que la sobrecarga de hierro produce colitis (inflamacién del colon) y alteré la
histologia con una acumulacion de hierro en las células del ciego. El exceso de hierro
induce a un incremento de interleucinas inflamatorias TNF-alfa e IL-1. Esta sobrecarga
alteré la microbiota intestinal con el incremento de bacterias perjudiciales como
Tuzzerella y Dubosiella [64]. Tal como lo demuestran los resultados en este estudio en el
analisis histoldgico del ciego, hubo la alteracién de la capa submucosa en altas dosis de

hierro en los grupos de 4 y 5mg Fe/kg en el grupo de ratones obesos.

La sobrecarga de hierro indujo a una ferroptosis de las células del ciego que fueron
cargadas con exceso de hierro alterando la histologia de las células [65]. En nuestro
estudio comparamos la histologia del ciego en el grupo inducido a obesidad con

tratamiento de 5 mg hierro/Kg, donde hubo una alteracion en la histologia del ciego.

Liu (2023) en ratones describié que el incremento de la ingesta de hierro generd un
aumento de los niveles de glucosa y esta a su vez aumentd a los marcadores colonoides
tumorales. El paso de hierro va relacionado al transportador de glucosa Glut 1 y Piruvato
deshidrogenasa Kinasa que puede ser causante principal de generar tumores en el ciego.
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El estudio histoldgico mostrd la aparicion de adenomas en las células del ciego a una

mayor sobrecarga de hierro [66].

De este estudio se puede inferir que reduciendo los niveles de hierro va a generar un
control en la glucosa evitando el mayor paso de glucosa por Glut-1, por tanto, no se
generara colonoides tumorales. En nuestro estudio se encontr6 menores niveles de
glucosa del grupo de ratones no obesos a comparacién del grupo de obesidad que
presentan un alto contenido de glucosa luego de la exposicién a las mayores dosis de
hierro. Justamente el grupo de obesos con mayor ingesta de Fe muestra la mayor

alteracién histolégica del colon.

En nuestro estudio se definiéd que con dosis mayores de hierro en el grupo de obesidad
se incrementaron las alteraciones histolégicas a diferencia del grupo de ratones no

obesos donde existiendo la alteracidn, esta fue menor en magnitud.

En estudios experimentales en lechones anémicos, los autores buscaron evaluar los
efectos de la suplementacion de hierro por via oral y parenteral y si ocurria una disbiosis
intestinal. Los resultados resaltan que la sobrecarga de hierro indujo a un desequilibrio
en la microbiota intestinal: Proteobacteria y Escherichia-Shigella y Fusobacterium en
lechones suplementados por via oral y parenteral [67]. Se reportd una correlacion entre
Fusobacterium, Fusobacteria y Proteobacteria con la carga de hierro en los érganos de
ciego y bazo. De la misma manera, en los resultados de nuestro estudio se encuentran

gue la sobreingesta de hierro afecta la estructura del higado y ciego.

Este estudio se compara con el presente trabajo por evidenciar la alteracién de la
arquitectura de las vellosidades intestinales en el colon por una sobrecarga de hierro,
ademas de la correlacion entre la sobrecarga de hierro y el incremento de hierro en

drganos como bazo y colon.
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EFECTOS EN EL HIGADO

El peso del higado se ve afectado en obesos desde antes del tratamiento con hierro y
estos aumentan mucho mas particularmente a 5 mg Fe/Kg. Igualmente, la histologia del
higado se ve afectada, particularmente a mayor dosis de hierro en higado de ratones

obesos.

La suplementacién con 30 mg hierro/Kg en ratas sanas genera sobrecarga de hierro en
el higado, alteracion en la histologia del higado evidenciado por la acumulacién del
hierro que genera el agrandamiento de los hepatocitos, lobulillo hepatico desintegrado,

alteracién de la vena portal e infiltracién de células inflamatorias [37].

Igualmente, se ha reportado que la acumulacion de hierro en el higado generado por el
exceso en la ingesta de hierro propia de las formulaciones orales, esta relacionada con

dislipidemias [68].

Los resultados descritos se han podido confirmar con nuestro estudio, donde el peso
del higado aumenta y hay una alteracién en la histologia del higado de los animales de
experimentacidn en particular durante la obesidad y a dosis de 5 mg Fe/Kg PC menores

a los evaluados previamente [35,68].

Igualmente, en ratas albinas macho que reciben 60 mg/kg de sulfato ferroso [69] se
encontrd un grave dano hepatico, donde la histologia del higado es alterada. En la tincién
de Pearls hay una acumulacion de hierro en las células hepaticas. En la tincion de H&E
aparece una congestion de la vena central, desordenamiento de los cordones hepaticos,
degeneracién hepatocelular y aparicion de células inflamatorias. Los niveles altos de

hierro son perjudiciales y generan acumulacién de hierro en los tejidos.

En la actualidad existen diversos estudios con propuestas de proteccién contra los
efectos negativos del sulfato ferroso. El tratamiento con dos extractos Alnus incana (L.)
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y Moench tuvieron un efecto protector comparado con el grupo de sulfato ferroso. En
el presente estudio se encontré similitud con algunos cambios histolégicos con H&E en
el higado con la suplementacidon de hierro. Sin embargo, no son del todo claro qué
efectos tiene seguir suplementando hierro en un tratamiento prolongado. El uso de

algunos extractos naturales podria proteger a los tejidos danados por la sobreingesta de hierro.

EFECTOS SOBRE LA GLUCOSA

El hierro ingerido en mayores concentraciones generd un incremento de glucosa basal
en sangre. Estos resultados se observaron en las dosis de 4 y 5 mg Fe/Kg de ambos

grupos, siendo mayor el efecto en el grupo de obesos.

La obesidad y el sobrepeso estan asociados a un incremento de hepcidina, que puede
deberse al estado inflamatorio de baja intensidad que genera la obesidad o por la

presencia de valores mas altos de hierro en los tejidos [70].

En ratones deficientes de hepcidina (HAM) y en ratones no obesos suplementados con
una dieta alta en grasas por 24 semanas (6 meses), la tolerancia a la glucosa resulté
afectada en ambos grupos. No hubo una alteracién del peso en el grupo HAM; en el
grupo de ratones no obesos hubo mayor dafio y acumulacidon de lipidos en el higado con
una mayor infiltracion de células inflamatorias [46]. El exceso de grasa produce
inflamacién lo que conlleva a niveles muy bajos o deficientes de hepcidina, por lo tanto,
habria una mayor absorcién de hierro lo que conlleva a una sobrecarga de hierro al

organismo.

El autor infiere que en un estado de inflamacién como es el caso de la obesidad y Ia
diabetes va a generar una alteracion en la homeostasis del hierro, y que por accion de la
hepcidina va a evitar la salida del hierro de los tejidos y va a generar una acumulacién
de hierro en el higado, alterando su histologia y generando inflamacién y estrés oxidativo
a nivel hepdtico. Los niveles de glucosa van a permanecer elevados durante

mayor tiempo en la sangre debido a que el higado es capaz de almacenar este
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carbohidrato en sus hepatocitos, lo cual generara la alteraciéon en la homeostasis de

hierro.

Este hallazgo se contrasta con lo encontrado en nuestro estudio; el incremento de los
niveles de hematocrito y el incremento de los niveles de glucosa fueron uno de los
hallazgos mas importantes, seguido de la alteracidn de la vesicula congestionada y una

inflamacién portal en el higado.

En ratas obesas no diabéticas y ratas diabéticas, se evalud la alteracidn histoldgica y la
homeostasis del hierro. En ambos grupos se presentd una alteracion histoldgica similar,
y se demostrd que la histologia del higado se alteré. Se encontré inflamacién en la vena
portal, y se vio comprometida la arquitectura de los hepatocitos mostrando una forma
moteada en la vena central. En el grupo de ratas con obesidad no diabéticas y de ratas
diabéticas se observd esteatosis y fibrosis hepdatica. Los marcadores de hierro como
ferritina, receptor soluble de transferrina y hepcidina se vieron afectados en ambos

grupos de estudio [71].

Otros estudios han reportado que la sobreingesta de azicar mas la sobrecarga de hierro
por cuatro meses en ratas no interfiere con el aumento de peso ni altera los niveles de
glucosa, ademas tuvieron en cuenta evaluar el dafo al ADN y encontraron que no hubo
diferencia con el grupo control. El autor resalta que el grupo con solo sobrecarga de
hierro tuvo un valor significativo en el incremento del dano al ADN [72].

Este experimento en ratas con sobrecarga de azucar y hierro difiere de los resultados
encontrados en el estudio, cabe resaltar que utilizaron dosis minimas de hierro y el autor
hace énfasis en que controlando las cantidades de hierro puede ayudar a controlar los

niveles de glucosa y el control del peso.

Este es un aspecto a tomar en cuenta para definir que la ingesta de hierro puede ser util

hasta cierto nivel y por encima de ello puede generar carga y sobrecarga de hierro en los

tejidos.
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Las politicas gubernamentales de suplementar con hierro y fortificar alimentos con
hierro pueden resultar contraproducente sobre todo cuando se administra a nifios y a
gestantes no anémicas. La norma del MINSA del 2017 da un mandato imperativo de
suplementar con hierro a todos los nifios y gestantes sean o no anémicos. También la
sobreingesta de hierro puede llevar al incremento de glucosa en sangre sobretodo en

poblaciones de nifios y adultos obesos.

EFECTOS SOBRE EL HEMATOCRITO

La obesidad, una enfermedad inflamatoria puede generar anemia por inflamacion

conocida también como anemia por enfermedad crénica [73].

Sin embargo, en experimentos con ratas inducidas a obesidad, el exceso de peso y el
aumento de la masa grasa, paraddjicamente va a incrementar los niveles de
hematocrito. Se ha sugerido que el tipo de alimentacién también es un factor importante

en el incremento de los niveles de hematocrito [74].

En nuestro estudio los ratones inducidos a obesidad y suplementados con hierro a altas
dosis se incrementan los niveles de hematocrito indicando que el hierro en exceso en la

ingesta oral esta ingresando al organismo favoreciendo la eritropoyesis.

Aunque es posible pensar que el mayor hematocrito en obesos es debido a
hemoconcentracion, también nuestros propios resultados demuestran que el

hematocrito en obesos aumenta a medida que aumenta la dosis de hierro.

En las dosis bajas de hierro se vio tanto en animales no obesos y obesos un menor

incremento del hematocrito luego de 32 dias de tratamiento.

En un estudio aleatorizado los marcadores de hierro como ferritina y la transfusién de
sangre alogénica (TSA) se incrementaron ante un IMC alto [75], lo que confirma nuestros

hallazgos.
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OBESIDAD E INFLAMACION

En un ambiente inflamatorio como en la obesidad, las citoquinas pro inflamatorias
incrementan los niveles de la hepcidina, el regulador principal de la absorcién del hierro
por via del intestino. Esta cascada inflamatoria al activar la hepcidina va a generar la
acumulacién de hierro en las células reticuloendoteliales [76] y evitar su salida a la
circulacion. Igualmente inhibe la absorcién duodenal de hierro. La hepcidina al impedir
el paso del hierro va a generar que las células almacenadoras dependientes de hierro se

saturen de hierro generando dano.

En un estudio de casos y controles los hombres obesos tuvieron mayor expresion de la
hepcidina, proteina C reactiva (PCR) e Interleucina 6 (IL-6). Las citocinas proinflamatorias
como la IL-6 fueron mayores a diferencia del grupo de no obeso y el grupo de mujeres

[77].

En una evaluacién de una dieta muy inflamatoria y una dieta menos inflamatoria, los
resultados evidencian que una dieta muy inflamatoria disminuye la capacidad total de
unidn del hierro. En el estudio se infiere que una dieta inflamatoria puede incrementar
la cantidad de hierro y evita la unién del hierro a la transferrina [78]. En nuestro estudio
utilizamos una dieta hipercalérica para incrementar el peso de los ratones y volverlos
obesos, luego del tratamiento con hierro se observd la alteracién de la histologia y los

niveles de glucosa y hematocrito

Las enfermedades como esteatosis hepatica se han visto afectadas por la acumulacion
de hierro en el higado, por ello investigaron si el hierro en exceso va a afectar a la
enfermedad de higado graso no alcohdlico y que se desarrolle la esteatosis hepatica. En
un estudio en ratas se dividid en grupos por alimentos alto de grasa, alto en hierro y
grasas y alto en hierro (0.50 gramos %) durante 30 semanas. La esteatosis, los
marcadores inflamatorios y la presencia de células inflamatorias y macréfagos en el
higado se incrementaron en el grupo que recibié una dieta alta en grasas y en el grupo

de dieta alta en grasas y en hierro [79]. Este estudio demuestra que el factor de obesidad
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va a incrementar mas los niveles de hierro sistémico y va a alterar la histologia. Nuestro
estudio cuya dosis maxima 5 mg Fe/Kg esta muy por debajo de lo publicado en el estudio
previo [79] no ha mostrado esteatosis hepatica, pero si dafio en el tejido hepdtico

asociado a niveles altos de glucosa en sangre particularmente en el grupo de obesidad.

En un estudio con ratones se evalud los efectos del hierro en ratones obesos, se
administré 9 mg Fe/Kg y se trabajé con un grupo control, hierro, dieta alta en grasa y
dieta alta en grasas mas hierro. Los niveles de glucosa no se alteraron, ademas de que
no hubo un aumento de peso en los grupos de dieta alta en grasas, hierro y dieta alta en
hierro y grasas. En el higado hubo una reduccién de lipidos, lo que causé ferroptosis y
hubo peroxidacién lipidica. Esta sobrecarga evitd la esteatosis hepatica y explica que
hubo una supresion de genes relacionados a la lipogénesis y este ayudd a evitar el
aumento de la adiposidad y por tanto no hubo un aumento de peso [80]. En nuestro
estudio una dosis de 5mg/kg de peso corporal fue suficiente para causar alteracidn, sin
embargo, en este estudio no se aprecia un resultado similar, lo que podria deberse a que
la cantidad administrada a estos animales fue dentro de su dieta estandarizada diaria y

hierro no administrado directamente como en el presente trabajo de investigacion.

El hematocrito se afecta a los 30 dias, pero no a los 15 dias. La glucemia se afecta desde
los 15 dias demostrando que es un efecto asociado mas a la funcién del higado como ha

sido establecido en otros estudios.

En nuestro estudio, en el analisis de la variacién del tiempo en la glucosa vy el
hematocrito, una posibilidad de aumento del hematocrito es a través de la
hemoconcentracién. La hemoconcentracion es un efecto de la obesidad. Sin embargo,
en nuestro estudio se puede descartar este efecto de la obesidad, debido a que el
hematocrito se eleva también en el grupo no obeso. Este efecto obre el hematocrito
podria deberse al efecto en la eritropoyesis que tendria el hierro que ingresa al

organismo.

La dosis utilizada de hierro puede generar un efecto benéfico y no producir alteraciones

en llegar a una esteatosis, a dosis minimas se puede conseguir no agravar la enfermedad
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de obesidad. El estudio es similar a los hallazgos encontrados en nuestro estudio, donde
utilizamos dosis minimas crecientes y se encontrd que en las dosis minimas (1-2 mg
Fe/Kg) no hubo un efecto en la alteracion de la histologia del higado y ciego ademas de

mantener niveles normales de glucosa.

XIV. FORTALEZAS DEL ESTUDIO

El estudio incluye la evaluacidon de un grupo de ratones a quienes se ha generado
obesidad y a partir de ese estadio se ha controlado con un grupo control, y a pesar de
ese estado inflamatorio, el uso de diferentes dosis de hierro muestra un efecto en elevar
el hematocrito y la glucemia y afectar la histologia del ciego y del higado.

El estudio tiene la fortaleza de poder controlar variable que no pueden hacerse en
humanos, y permite observar que la obesidad no estd protegiendo contra un ingreso de

exceso de hierro.

XV. LIMITACIONES

Las limitaciones del estudio es que no se ha podido valorar el estado del hierro midiendo
hepcidina, ferritina sérica, receptor soluble de transferrina, con lo cual nos hubiera dado
mayores luces para determinar los mecanismos de accién por lo que el hierro causa dafio
a nivel de los tejidos hepaticos y del bazo.

Igualmente, se requiere conocer cuanto hierro hay en los tejidos para saber exactamente
cuanto estd ingresando de hierro a los tejidos de acuerdo a cada dosis inoculada durante

el tratamiento a los animales experimentales.
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XVI. CONCLUSIONES

La dosis minima a partir del cual se altera el peso del ratén y de los érganos al final
del tratamiento con Sulfato Ferroso en ratones no obesos fue de 5 mg Fe/Kg y en
obesos machos fue de 2 mg Fe/Kg peso corporal.

La dosis minima a partir del cual se altera la glucemia al final del tratamiento con
sulfato ferroso en controles fue de 5 mg Fe/Kg y en obesos machos fue de 2 mg
Fe/Kg

La dosis minima del sulfato ferroso a partir del cual se altera el hematocrito del
tratamiento con sulfato ferroso en ratones normales es de 5 mg Fe/Kg y obesos es

de 1mg Fe/Kg y 5 mg Fe/Kg.

XVIl. RECOMENDACIONES

Realizar un hemograma completo para futuros trabajos de investigacién.

Evaluar el contenido de hierro en los tejidos de higado y ciego a futuro.

Incluir el método de induccidn a obesidad utilizado en el presente trabajo a futuros
trabajos de investigacién.

Llevar un adecuado control de la ingesta de hierro en el alimento en futuras

investigaciones.
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XIX. ANEXOS

Anexo N°1: Toma de peso de los animales

Anexo N°2: Mecanismo de absorcion del hierro
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Mecanismo de absorcion de hierro [53]
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Anexo N°3: Procedimiento experimentales

Grupo de ratones obesos (n=40)
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Figura N°1: Procedimiento experimental
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Anexo N° 4: Organos extraidos

1.1. Organos extraidos

Figuras de los érganos del grupo obesidad (OB)(S)

Figura N°2: Organo ciego del grupo control OB y S

Figura N°3: Organo higado del grupo control OB

Figura N°4: Organo ciego del grupo 1 mg/Kg Fe OB
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Figura N°6: Organo ciego del grupo 2 mg/Kg Fe OB

Figura N°7: Organo higado del grupo 2 mg/Kg Fe OB

Figura N°8: Organo ciego del grupo 4 mg/Kg Fe OB
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Figura N°9: Organo higado del grupo 4 mg/Kg Fe OB

Figura N°10: Organo ciego del grupo 5 mg/Kg Fe OB

Figura N°11: Organo higado del grupo 5 mg/Kg Fe OB

Figura de los 6rganos del grupo no obeso(S)

Figura N°12: Organo ciego del grupo 1 mg/Kg Fe S
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Figura N°16: Organo ciego del grupo 4 mg/Kg Fe S
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Figura N°17: Organo Higado del grupo 4 mg/Kg Fe S

Figura N°18: Organo ciego del grupo 5 mg/Kg Fe S

Figura N°19: Organo Higado del grupo 5 mg/Kg Fe S
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Anexo N°5: Carta de aceptacion del experimento por Comité de ética de animales
(CIEA)
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»
‘s,

CONSTANCIA 001-01-23

El Presidente del Comité Institucional de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia hace constar que el proyecto de investigacion sefalado a continuacion fue
APROBADO por el Comité de Etica.

Titulo del Proyecto : “Efecto de la sobreingesta de sulfato ferroso sobre la histologia
en ¢l higado y ciego, asi como los niveles de glucosa en ratones
adultos”.

Cddigo de inscripcion : 209691

Investigadores : Rivera Manhualaya, Jeannett Mariela

La aprobacion incluyo los documentos finales descritos a continuacion:
1. Protocolo de investigacion, version recibida en fecha 22 de diciembre del 2022.

La APROBACION considera el cumplimiento de los estandares de la Universidad, los lineamientos
Cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador v la
Confidencialidad de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportara cada seis meses el progreso del estudio y alcanzard un informe al
término de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente documento hasta el 03 de
enero del 2024. Si aplica, los tramites para su renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias
Previos 4 su vencimiento.

Si aplica, los tramites para su renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su
vencimiento.

Lima, 04 de enero del 2023.

Dr. Manuel Gasco Tantachuco
Presidente
Comit¢ Institucional de Etica para el Uso de Animales
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San Martin de Porres
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