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RESUMEN

Introduccion: La anemia por deficiencia de hierro es un problema de salud publica
global. Aunque los suplementos y alimentos fortificados han sido ampliamente
utilizados, el exceso de hierro puede provocar efectos adversos como inflamacion
hepética y dafio oxidativo. Dado que el duodeno es el principal sitio de absorcion
de hierro, su exclusion quirtrgica podria modificar su biodisponibilidad. Objetivo:
Evaluar el efecto de la exclusion duodeno-yeyunal (EDY) sobre la acumulacion de
hierro hepatico en un modelo animal de ratas macho no obesas ni diabéticas
expuestas a altas dosis de hierro. Metodologia: Se emplearon 35 ratas macho
Holtzman (10-12 semanas, 280-320 g). Tras la cirugia, los animales se
distribuyeron en grupos control, sham y EDY. Cada grupo recibid por sonda
orogastrica ya sea una sobrecarga de hierro (6 mg de hierro elemental/20 mg.kg™')
o agua destilada, por 30 dias. Se registro el peso corporal semanal, y al finalizar el
experimento se determinaron los pesos del higado y del ciego. Se obtuvieron
muestras para analisis hematologicos, bioquimicos e histologicos. Resultados: Las
ratas EDY presentaron menor peso corporal que los grupos control y sham. En los
animales con sobrecarga férrica, el peso hepatico fue inferior en el grupo EDY. En
los animales sin sobrecarga férrica, el peso del ciego fue mayor en el grupo EDY
respecto al grupo sham. El contenido hepético de hierro fue significativamente
menor en ratas EDY sin sobrecarga férrica en comparaciéon con los grupos control
y sham del mismo tratamiento, asi como con las ratas EDY con sobrecarga férrica.

Conclusion: La EDY reduce la acumulacion de hierro hepatico y modifica



parametros metabolicos asociados. Este modelo experimental ofrece un enfoque util
para el estudio traslacional de trastornos relacionados con la sobreingesta de hierro,

asi como de otras condiciones fisiopatologicas vinculadas al metabolismo férrico.

PALABRAS CLAVE

metabolismo del hierro; sobrecarga férrica; exclusion duodeno-yeyunal; ratas



ABSTRACT

Introduction: Iron deficiency anemia is a major global public health problem.
Although iron supplementation and food fortification strategies have been widely
implemented, excessive iron intake may lead to adverse effects such as hepatic
inflammation and oxidative damage. Since the duodenum is the primary site of iron
absorption, its surgical exclusion may alter iron bioavailability. Objective: To
evaluate the effect of duodenojejunal bypass (DJB) on hepatic iron accumulation in
a non-obese, non-diabetic male rat model exposed to high iron intake. Methods: A
total of 35 male Holtzman rats (1012 weeks old, 280-320 g) were used. Following
surgery, animals were allocated to control, sham, and DJE groups. Each group
received either an oral iron overload (6 mg elemental iron; 20 mg-kg™) or distilled
water by orogastric gavage for 30 days. Body weight was recorded weekly, and
liver and cecum weights were measured at the end of the protocol. Blood and tissue
samples were collected for hematological, biochemical, and histological analyses.
Results: DJB rats exhibited lower body weight compared with control and sham
groups. In iron-overloaded animals, liver weight was lower in the DJB group. In
animals without iron overload, cecum weight was higher in the DJB group
compared with sham-operated rats. Liver iron content was significantly lower in EDY
rats without iron overload compared to the control and sham groups of the same
treatment, as well as to EDY rats with iron overload. Conclusion: DJB reduces
hepatic iron accumulation and modifies associated metabolic parameters. This

experimental model provides a useful translational approach for the study of



disorders related to iron overconsumption, as well as other pathophysiological

conditions associated with iron metabolism.

KEYWORDS

iron metabolism; iron overload; duodenojejunal bypass; rats



INTRODUCCION

El hierro es un micronutriente esencial para muchos procesos metabdlicos en casi
todos los organismos. La anemia por deficiencia de hierro es un problema de salud
publica en el Pert y el mundo, y para prevenirla se promueve el consumo de hierro

y/o de alimentos fortificados con hierro (1).

El duodeno es el sitio principal de absorcion del hierro no hemo, regulado por
proteinas como el transportador de metales divalente (DMT]1) y ferroportina (2).
La sobrecarga férrica, inducida por la administracion oral de hierro a altas dosis,
provoca una acumulacion preferente en el higado, con dafio oxidativo, inflamacioén
y eventualmente fibrosis (3). La mayoria de los mamiferos no tienen mecanismos
propios de excrecion de hierro, por lo que el principal punto de control es su

absorcion en el intestino (4).

En modelos quirtirgicos de baipas gastrointestinal (como el baipas gastrico o la
exclusion duodeno yeyunal -EDY) se ha observado una reduccion en la absorcion
de hierro (5) y mejoras en enfermedades hepaticas como la esteatosis hepatica no

alcohdlica (6).

Si bien no se ha encontrado evidencia directa en la literatura que demuestre que la
EDY reduzca la acumulacion de hierro hepatico en ratas alimentadas con dosis altas
de hierro (100-300 mg/kg de peso corporal), la fisiologia de absorcion duodenal y
los estudios sobre baipds y restriccion de hierro sugieren fuertemente que la EDY
reduciria la absorcion intestinal, y presumiblemente disminuiria la acumulacion

hepatica de hierro en estos modelos (7,8)



Este estudio busca llenar ese vacio experimental, lo cual puede tener implicancias
para el tratamiento de condiciones como la hemocromatosis, la sobrecarga
secundaria de hierro o enfermedades metabolicas con acumulacion hepatica de

hierro.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los efectos de la EDY sobre la acumulacion de hierro en los tejidos de ratas

macho no obesas ni diabéticas en condiciones de ingesta de dosis altas de hierro.

Objetivos especificos:

1. Cuantificar la acumulacién de hierro hepatico de ratas expuestas a la ingesta
de dosis altas de hierro.

2. Comparar los niveles de hierro hepatico entre ratas sometidas a EDY y ratas
sin intervencion, expuestas a la ingesta de dosis altas de hierro.

3. Comparar pardmetros hematoldgicos y bioquimicos hepaticos entre ratas
sometidas a EDY y ratas sin intervencion, expuestas a la ingesta de dosis
altas de hierro.

4. Caracterizar y comparar los cambios histologicos en el higado y en el ciego
entre ratas sometidas a EDY y ratas sin intervencion, expuestas a la ingesta

de dosis altas de hierro.



MARCO TEORICO

El hierro es esencial para funciones celulares como el transporte de oxigeno, la

sintesis de ADN y el metabolismo energético (9).
Metabolismo del hierro

El hierro (Fe) en la dieta (Figura 1) es predominantemente trivalente (férrico), y en
el borde de absorcion de la célula duodenal el citocromo B duodenal (DcytB) lo
transforma en divalente (ferroso), que es la forma en que ingresa al enterocito por
accion del transportador de metales divalente (DMT1), y la forma en que se
almacena en la célula como ferritina (Ft) (10). En la sangre, el hierro divalente se
transforma en trivalente por accion de la hefaestina (Hf) y la ceruloplasmina (Cp).
El hierro circula unido a la transferrina para ser liberado a todos los drganos y

tejidos a través del receptor de transferrina 1 (11).

El hierro para salir de la célula requiere del transportador ferroportina (Fp). La
ferroportina exporta hierro de los enterocitos duodenales que absorben el hierro de
la dieta, de los macréfagos que reciclan hierro en el bazo y el higado, y de los
hepatocitos que almacenan hierro (12). La hepcidina (HEP) es el tinico modulador

de este proceso al ser capaz de inhibir la ferroportina (13).

La hepcidina es una hormona peptidica sintetizada principalmente por los
hepatocitos y constituye el regulador central de la homeostasis sistémica del hierro

(14). Su funcion bioldgica se ejerce mediante la interaccion directa con la



ferroportina, el Unico exportador conocido de hierro celular, expresado en la
membrana basolateral de los enterocitos duodenales, asi como en macréfagos del

sistema reticuloendotelial y hepatocitos (15).

La union de la hepcidina a la ferroportina induce un cambio conformacional que
desencadena la ubiquitinacidn, internalizacion y posterior degradacion lisosomal de
la ferroportina, lo que resulta en la inhibicion del eflujo de hierro desde las células

hacia la circulacion sistémica (16).

Como consecuencia de este mecanismo molecular, el aumento de los niveles de
hepcidina conduce a una reduccion de la absorcion intestinal de hierro y a una
retencion intracelular del hierro en los compartimentos de almacenamiento y
reciclaje, con la consiguiente disminucion del hierro sérico disponible para la

eritropoyesis (17).

La expresion de la hepcidina estd finamente regulada por multiples senales
fisiologicas y patoldgicas, incluyendo el estado de las reservas de hierro corporal,
la actividad eritropoyética, la hipoxia y los procesos inflamatorios. En particular,
durante la inflamacion, la induccidon de hepcidina mediada por citocinas como la
interleucina-6 activa la via Janus quinasa / transductor de sefial y activador de la
transcripcion (3JAK/STAT3), lo que contribuye al desarrollo de la hipoferremia

inflamatoria y a la fisiopatologia de la anemia de las enfermedades cronicas (18,19).

En modelos experimentales de mamiferos, macrofagos del sistema
reticuloendotelial (especialmente en bazo, higado y médula o6sea) fagocitan

eritrocitos senescentes y reciclan hierro para su reutilizacion en la eritropoyesis.
5



Este proceso estd bien descrito tanto en revisiones como en estudios con modelos
animales, donde macrofagos especializados extraen hierro de la hemoglobina y lo
liberan al plasma a través de ferroportina, contribuyendo a la homeostasis sistémica

del hierro (20,21)

En modelos animales murinos, el hierro liberado por la eritrofagocitosis de
macrofagos es una fuente principal de hierro para la eritropoyesis en la médula 6sea.
Estudios experimentales con macrofagos derivados de médula désea de raton
demuestran que, tras la fagocitosis de eritrocitos envejecidos, el hierro es extraido
del hemo y exportado al plasma, proceso necesario para abastecer a los precursores
eritroides en el hueso (22). Ademas, en ratones con alteraciones en la exportacion
de hierro desde macréfagos, se observa anemia y reduccion de hierro disponible
para la produccion de eritrocitos, lo que confirma que el hierro reciclado por
macrofagos constituye la principal fuente funcional para la eritropoyesis en

condiciones fisiologicas (23).

En modelos animales, la absorcion intestinal de hierro ocurre predominantemente
en el duodeno y yeyuno proximal, mediada por enterocitos especializados que
expresan transportadores especificos de hierro, como DMT1, Dcytb y ferroportina
(12,24). Estudios experimentales en ratones han demostrado que este proceso se
regula dindmicamente de acuerdo con los requerimientos sistémicos y el estado de
las reservas corporales, principalmente a través del eje hepcidina—ferroportina, el
cual controla la exportacion de hierro desde el enterocito hacia la circulacion

(25,26). La absorcion intestinal compensa las pérdidas inevitables de hierro,



asociadas a la descamacion epitelial y a pérdidas sanguineas minimas, dado que los

mamiferos carecen de un mecanismo activo de excrecion de hierro (27,28).

El exceso de hierro no utilizado para la eritropoyesis se almacena principalmente
en el higado y en macréfagos tisulares, en forma de ferritina y hemosiderina,
constituyendo un reservorio metabolicamente regulado. Estudios experimentales en
modelos animales han demostrado que los hepatocitos y los macrofagos hepaticos
(células de Kupffer) desempefian un papel central en el almacenamiento y la
movilizacion del hierro corporal, procesos regulados principalmente por el eje
hepcidina—ferroportina (12,21). En este contexto, las reservas hepaticas de hierro
en animales de experimentacion representan un compartimento clave para evaluar
alteraciones en el metabolismo del hierro inducidas por intervenciones quirtrgicas,
dietarias o genéticas, ya que pueden cuantificarse mediante analisis histoldgicos,

bioquimicos y moleculares (29).
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Figura 1. Absorcion de hierro y transporte a través del enterocito duodenal.
Fe*?: hierro divalente. Fe*®: hierro trivalente. DcytB: citocromo B duodenal.
DMT1: transportador de metales divalentes 1. Ft: ferritina. Fp: ferroportina.
HEP: hepcidina. Hf: Hefaestina. Cp: ceruloplasmina. Tf: transferrina
(adaptado de Bjorklund et al, 2021).
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Homeostasis del hierro

La homeostasis del hierro en los mamiferos es un proceso finamente regulado, ya
que tanto su deficiencia como su exceso pueden causar alteraciones fisiopatologicas

significativas (30).

La deficiencia de hierro compromete procesos esenciales como la eritropoyesis, el
transporte de oxigeno y multiples reacciones enzimaticas dependientes de hierro, lo
que conduce al desarrollo de anemia ferropénica, caracterizada por hipoxia tisular,
disminuciéon del rendimiento metabdlico y alteraciones neurologicas e

inmunologicas (31).



Por el contrario, el exceso de hierro resulta igualmente perjudicial debido a su
capacidad para catalizar la formacion de especies reactivas de oxigeno mediante
reacciones de tipo Fenton, promoviendo estrés oxidativo, dafo lipidico, proteico y
del ADN (32). La acumulacion patologica de hierro puede provocar toxicidad
tisular progresiva, particularmente en 6rganos como el higado, el corazon y el
pancreas, contribuyendo al desarrollo de enfermedades como la hemocromatosis,

insuficiencia hepatica, cardiomiopatia y diabetes mellitus (33).

A diferencia de muchos nutrientes cuya deficiencia produce dano, pero cuyo exceso
suele ser bien tolerado, el hierro presenta una curva de riesgo en forma de U
notablemente mas estrecha, de modo que pequefias variaciones en su dosis pueden
traducirse en cambios significativos en el riesgo fisiologico. Esta caracteristica
evidencia su margen terapéutico limitado y la necesidad de una regulacion estricta
de su absorcion y almacenamiento (34). En este contexto, resulta particularmente
preocupante la suplementacion con hierro en poblaciones con niveles suficientes de

este elemento, dado el potencial riesgo asociado a la sobrecarga férrica (Figura 2).
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Figura 2. Curva de riesgo de deficiencia y sobrecarga de hierro.
La linea azul representa la curva en U caracteristica de la mayoria de los nutrientes,
mientras que la linea roja corresponde al hierro, que presenta un rango de valores
normalesyderiesgo mas estrecho. Los valores normales (columnaroja)y los riesgos
de deficiencia y sobrecarga (flechas rojas) del hierro ocurren en intervalos de dosis
mas reducidos que los observados para otros nutrientes (columnay flechas azules).
Adaptado de Georgieffetal., 2019.

Sobrecarga de hierro y acumulacion hepatica

El exceso de hierro se puede deber a la suplementacién excesiva de hierro,
envejecimiento, factores inflamatorios y genéticos, entre otros. Si bien la
suplementacion usualmente alivia los efectos negativos de la deficiencia de hierro,
los riesgos asociados al exceso de hierro por suplementacién no deben ser
subestimados. El exceso de hierro por suplementacion se puede presentar en nifios
y mujeres gravidas, que es la poblacién con mayor porcentaje de deficiencia de
hierro y anemia ferropénica. El exceso de hierro en nifios puede causar diarrea,

alterar la funcion inmune y alteraciones neurocognitivas irreversibles; y durante el

10



embarazo puede asociarse a diabetes gestacional, estrés oxidativo, inflamacion,
hasta deformidad y muerte fetal (35). También hay relacion del exceso de hierro
con el envejecimiento (36). Las personas mayores tienen una tendencia a acumular
hierro en higado, rifién, cerebro y otros érganos, que los puede llevar a la sobrecarga
de hierro causando alteraciones en la produccion de sangre, falla renal, enfermedad

de Alzheimer y, como consecuencia de esto, muerte (37).

La acumulacion de hierro corporal puede manifestarse con o sin sobrecarga franca
(38). Entre los cuadros sin sobrecarga destacan la obesidad, el sindrome metabolico,
la diabetes mellitus tipo 2, el consumo excesivo de alcohol, algunas infecciones y

enfermedades inflamatorias crdnicas, y algunos tipos de cancer.

Por otro lado, las condiciones con sobrecarga de hierro incluyen la hemocromatosis
hereditaria, el sindrome de sobrecarga férrica dismetabdlica (DIOS), anemias con
depositos elevados de hierro, sobrecargas secundarias por transfusiones excesivas

o uso de hierro parenteral, y enfermedades hepaticas cronicas de larga evolucion.

Hay evidencia que vincula la acumulacion tisular de hierro con intolerancia a la
glucosa, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2, incluso en ausencia de

sobrecarga sistémica (39).

Mecanismos biolégicos implicados en la sobrecarga de hierro

Estudios experimentales en ratas de laboratorio han demostrado que cuando la
absorcion intestinal de hierro excede la capacidad del organismo para regularlo, se
desencadena una serie de reacciones fisiopatoldgicas en cadena. En condiciones de
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sobrecarga férrica, el sistema de transporte de hierro se satura, lo que provoca un
incremento del hierro no unido a la transferrina (NTBI) en el plasma sanguineo.
Modelos animales han evidenciado que este hierro circulante puede ser captado
rapidamente por organos como el higado y el corazon a través de mecanismos
independientes de la transferrina, favoreciendo su acumulacion tisular y

promoviendo el dafio oxidativo (40,41).

Dentro del NTBI, una fraccion particularmente reactiva corresponde al hierro
plasmatico labil (LPI), el cual posee un elevado potencial redox y es capaz de
catalizar la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante reacciones
tipo Fenton. En modelos murinos de sobrecarga de hierro y de hemocromatosis
experimental, el aumento de LPI se ha asociado con un incremento del estrés
oxidativo, disfunciéon mitocondrial y dafo celular en tejidos parenquimatosos,

especialmente en el higado y el miocardio (41,42).

Por otra parte, el hierro no absorbido que permanece en el tracto gastrointestinal
puede actuar como catalizador en la generacion de radicales libres, lo que provoca
dano oxidativo en la mucosa intestinal y alteraciones en la permeabilidad del
epitelio. Estas modificaciones comprometen la integridad de la barrera intestinal y
contribuyen a procesos inflamatorios locales, como ha sido demostrado en diversos

estudios experimentales en animales (42—44).

Cuando la ingesta de hierro supera de manera sostenida la capacidad reguladora del
organismo, este metal se acumula progresivamente en tejidos parenquimatosos,
siendo el higado uno de los 6rganos mas afectados. El higado es particularmente
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vulnerable a los efectos toxicos del hierro debido a su elevada capacidad para captar
NTBI, lo que favorece el desarrollo de sobrecarga hepatica (40,44). En modelos
experimentales con ratas, se ha observado que una exposicion crénica a
concentraciones elevadas de NTBI conduce a citotoxicidad hepatica, consolidando

el papel central del NTBI y del LPI en la toxicidad inducida por hierro (40).

La sobrecarga hepatica de hierro induce un marcado estrés oxidativo y una
respuesta inflamatoria caracterizada por la produccion de mediadores
proinflamatorios, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina
6 (IL-6) (46,47). Ademas, el exceso de hierro puede generar alteraciones
metabolicas  significativas, incluyendo resistencia a la insulina con
hipertrigliceridemia, disfuncion del metabolismo del tejido adiposo visceral y la
activacion de un estado pro-lipogénico que favorece el desarrollo de esteatosis

hepatica (47,48).

En estadios mas avanzados, el dafio hepatico inducido por hierro puede
desencadenar procesos de peroxidacion lipidica que culminan en un tipo especifico
de muerte celular regulada conocida como ferroptosis. Este fendémeno resulta de
una compleja interaccion entre la elevada disponibilidad de hierro, la generacion
excesiva de ROS, el exceso de glutamato y la deplecion de cisteina, condiciones

ampliamente descritas en modelos experimentales animales (49-53).

En conjunto, estas alteraciones hepaticas inducidas por la sobrecarga de hierro
reproducen caracteristicas fisiopatologicas observadas en enfermedades humanas

como la hemocromatosis hereditaria (HH) y la disfunciéon metabdlica asociada a la
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enfermedad hepdatica grasa con componente férrico (MAFLD-F), dentro del

espectro de las esteatosis hepaticas metabdlicas (54,55).

La evidencia disponible muestra que la acumulaciéon de hierro ya sea por
incremento en su absorcidn, por defectos genéticos o por alteraciones metabdlicas,
desencadena mecanismos de dafio oxidativo, inflamacion, disfuncion hepética y
alteraciones metabolicas. Tanto en modelos animales como en humanos se observa
una convergencia de eventos fisiopatologicos, entre ellos la generacion de ROS, la

lipotoxicidad y la ferroptosis.

Este conjunto de alteraciones constituye la base conceptual para comprender la
asociacion entre sobrecarga o acumulacion de hierro y enfermedades metabolicas

complejas como hemocromatosis, MAFLD-F, DIOS y diabetes mellitus tipo 2.

Enfoques terapéuticos en la sobrecarga de hierro

El objetivo principal del tratamiento de la sobrecarga de hierro es la reduccion de
las fracciones circulantes de hierro potencialmente toxicas, en particular NTBI y
LPI, con el fin de minimizar el dafio tisular mediado por procesos oxidativos
dependientes del hierro (57). En la practica clinica, la flebotomia terapéutica
constituye la estrategia de primera linea en la hemocromatosis hereditaria, ya que
la extraccion periddica de sangre estimula la eritropoyesis y promueve la
movilizacion del hierro almacenado hacia la sintesis de hemoglobina; la
eritrocitoaféresis representa una alternativa mas selectiva al permitir la remocion
dirigida de eritrocitos, optimizando la deplecion férrica en determinados pacientes

(57). En individuos con sobrecarga de hierro no asociada a hemocromatosis
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hereditaria, se emplean quelantes de hierro como deferoxamina, deferiprona y
deferasirox, los cuales se unen al hierro tisular y facilitan su excrecion renal o biliar,
reduciendo la disponibilidad de NTBI 'y LP1y, consecuentemente, el dafio oxidativo

sistémico (58-60).

De forma complementaria, han emergido estrategias terapéuticas dirigidas al eje
hepcidina—ferroportina, orientadas a restaurar la homeostasis del hierro mediante la
modulacion de su absorcidon intestinal y su liberacion desde los macrofagos,
constituyendo una linea de investigacion prometedora en el tratamiento de la

sobrecarga férrica (30).

Asimismo, en patologias metabdlicas como la enfermedad hepéatica grasa no
alcoholica (NAFLD) y el sindrome metabdlico, con o sin obesidad, asociados a
DIOS, los cambios en el estilo de vida, incluyendo la restriccion caldrica, la pérdida
de peso y el aumento de la actividad fisica, son fundamentales para mejorar el
metabolismo del hierro y reducir el dafio hepatico (43,44). Finalmente, el uso de
productos naturales con propiedades antioxidantes ha sido propuesto como
estrategia adyuvante para mitigar el estrés oxidativo inducido por el exceso de

hierro, aunque su eficacia clinica requiere alin mayor validacion (45).

Los enfoques terapéuticos para la sobrecarga de hierro han sido extensamente
estudiados en modelos animales, principalmente en ratas y ratones, con el objetivo
de reducir la acumulacion tisular de hierro, limitar la generacion de ROS y prevenir

el dafio organico asociado.
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Uno de los abordajes terapéuticos mas consolidados es el uso de quelantes de hierro,
los cuales se unen al hierro libre o mal regulado, facilitando su excrecion y
disminuyendo su potencial redox. En modelos murinos de sobrecarga férrica, la
administracion de deferoxamina redujo significativamente los niveles de hierro

tisular, asi como el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial (56—61).

En modelos animales de sobrecarga férrica, tanto deferasirox como deferiprona han
demostrado reducir el depdsito de hierro en drganos clave como higado y corazon,
lo que se asocia con la disminucion de formas de hierro altamente toxicas en plasma
(NTBI/LPI) (63). En un modelo gerbil con sobrecarga por hierro dextran,
deferasirox redujo el contenido hepatico de hierro en aproximadamente 51% y
deferiprona en alrededor de 25%, ademas de disminuir el hierro cardiaco,
evidenciando la eficacia de estos quelantes orales para movilizar hierro almacenado
en tejidos susceptibles a dafio oxidativo (63). Estas observaciones respaldan que la
terapia quelante puede limitar la exposicion tisular a NTBI/LPI y proteger 6érganos

vulnerables en escenarios de sobrecarga férrica.

Otro enfoque terapéutico evaluado en experimentos con animales es la modulacion
de la absorcion intestinal de hierro. Estudios en ratas han demostrado que la
restriccion dietaria de hierro induce una disminucion significativa del hierro
corporal y hepatico, acompanada de una regulacion adaptativa de los
transportadores intestinales de hierro, particularmente DMT1 y ferroportina. En
ratas alimentadas con dietas pobres en hierro, se observo una reduccion del

contenido de hierro hepatico junto con modificaciones en la expresion de genes
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clave del metabolismo del hierro, lo que refleja una menor disponibilidad sistémica

de hierro y una limitacioén de su absorcion intestinal (63).

Asimismo, modelos experimentales en ratas con deficiencia de hierro durante el
desarrollo mostraron una regulacion significativa de DMT1 y ferroportina en el
intestino y otros tejidos, evidenciando un control dinamico del transporte de hierro
en respuesta a la carga férrica dietaria (65). De manera complementaria, se ha
demostrado que la expresion de DMTI1 en higado, corazon y pancreas se regula
inversamente a la carga de hierro corporal en ratas sometidas a dietas deficientes o
sobrecargadas en hierro, lo que contribuye a limitar la captacion de hierro por

tejidos parenquimatosos bajo condiciones de exceso (65).

En otras lineas de investigacion, estudios en animales de experimentacion han
demostrado que la administracion exogena de hepcidina o la activacion
farmacoldgica de su via de sefializacion constituyen una estrategia eficaz para
limitar la acumulacion hepatica de hierro. Este efecto se explica principalmente por
la union de la hepcidina a la ferroportina y su posterior internalizacion y
degradacion, lo que restringe la absorcion intestinal de hierro y la liberacion del
metal desde macrofagos, reduciendo asi su disponibilidad para los tejidos
parenquimatosos (67). En modelos murinos de hemocromatosis y sobrecarga
férrica inducida, tanto la sobreexpresion de hepcidina como su mimetizacion
farmacoldgica mediante agonistas especificos se han asociado con una disminucion
significativa del hierro hepatico y con una atenuacion del dafio tisular inducido por
hierro, consolidando el papel protector de la via hepcidina—ferroportina frente a la

acumulacion progresiva de hierro en el higado (68-70).
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Paralelamente, se han explorado estrategias antioxidantes como terapias adyuvantes
con el objetivo de mitigar el dafo tisular inducido por la sobrecarga férrica. En
distintos modelos animales de sobrecarga de hierro, la suplementacion con taurina
(41), vitamina E (70,71) y diversos polifenoles (72), han demostrado un efecto
protector caracterizado por la disminucion de la peroxidacion lipidica y del estrés
oxidativo, generados por el hierro libre, sin modificaciones sustanciales en los

depositos totales de hierro tisular.

Mas recientemente, los estudios experimentales han puesto énfasis en la prevencion
de la ferroptosis, una forma de muerte celular regulada dependiente del hierro (50).
En modelos animales, la inhibicion de la peroxidacion lipidica mediante el
fortalecimiento de los sistemas antioxidantes celulares, como el aumento de
glutation intracelular o la activacion de la glutation peroxidasa 4 (GPX4), ha
demostrado un efecto protector frente al dafio hepatico inducido por sobrecarga
férrica (74,75). Asimismo, se ha observado que la modulacion del metabolismo del
glutamato y la disponibilidad de cisteina reduce la susceptibilidad celular a la

ferroptosis en modelos experimentales de toxicidad por hierro (75,76).

En conjunto, los estudios preclinicos en animales indican que el tratamiento eficaz
de la sobrecarga de hierro requiere un enfoque terapéutico multifactorial que
combine la reduccion directa del hierro corporal mediante quelacion, la limitacion
de la absorcioén intestinal, el control del estrés oxidativo y la prevencion de la muerte
celular inducida por hierro. Estos modelos experimentales han sido fundamentales

para el desarrollo de estrategias terapéuticas actualmente aplicadas o en evaluacion
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clinica para enfermedades humanas como la hemocromatosis hereditaria y las

hepatopatias asociadas a disfuncion metabolica con componente férrico.
Baipas gastrico y EDY

El baipéas gastrico (Figura 3) es un procedimiento quirurgico en el cual el estdmago
se secciona en su porcion superior, generando una pequefia bolsa gastrica que se
anastomosa al intestino delgado, excluyendo una porcion variable del tracto
gastrointestinal segun la técnica empleada. Esta intervencion, ampliamente
utilizada en el tratamiento de la obesidad morbida, reduce el volumen gastrico
funcional, limita la ingesta alimentaria y modifica la absorcion de nutrientes,

constituyendo una de las principales modalidades de la cirugia bariatrica (78).

Reservorio gastrico

X Estodmago excluido
Estomago normal |

Duodeno y yeyuno
balpaseado I

Figura 3. Diagrama del procedimiento quirdrgico del baipas gastrico y las
alteraciones en el tracto gastrointestinal. El alimento pasa del reservorio géstrico al
yeyuno proximal y se junta con los jugos gastrointestinales en el yeyuno distal
(flecha).

La exclusion del intestino proximal lograda mediante el baipas gastrico produce,
ademas, efectos metabolicos independientes de la pérdida de peso, particularmente
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en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, donde se ha observado una mejora
temprana del control glucémico (79). Este conjunto de efectos ha llevado a definir

este tipo de procedimientos como cirugia metabolica (80).

Dentro de este contexto, la exclusion quirurgica del duodeno y el yeyuno proximal,
(EDY), adquiere especial relevancia en la regulacion del metabolismo del hierro.
Estos segmentos intestinales representan la principal zona de absorcion del hierro
dietario; por lo tanto, su exclusion reduce significativamente el contacto del hierro
luminal con la mucosa intestinal, impactando de manera directa sobre el flujo de

hierro hacia la circulacion portal y su posterior almacenamiento hepatico.

El impacto clinico de esta intervencion sobre el metabolismo del hierro ha sido
documentado en patologias caracterizadas por sobrecarga férrica, como la
hemocromatosis hereditaria y DIOS. En pacientes obesos con hemocromatosis
hereditaria sometidos a baipas gastrico se ha reportado una disminucion
significativa de los niveles de ferritina sérica y, en algunos casos, la reduccion o
suspension de la necesidad de flebotomias terapéuticas (81-84). Estos cambios se
acompafian de una mejora global del perfil metabdlico del hierro, ademas de los

beneficios asociados a la pérdida de peso y al control glucémico.

De manera similar, pacientes obesos con sindrome de sobrecarga férrica
dismetabolica (DIOS) intervenidos mediante baipas gastrico han mostrado una
mejora sostenida de los niveles de ferritina sérica, reforzando la nocion de que la
exclusion intestinal proximal contribuye a modular la sobrecarga férrica en
contextos metabdlicos complejos (85).
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La relevancia de la EDY se extiende también al ambito experimental. Estudios en
modelos animales han demostrado que los beneficios metabolicos de la exclusion
duodeno-yeyunal pueden manifestarse incluso en ausencia de restriccion géstrica o
pérdida de peso. En ratas diabéticas no obesas sometidas a EDY, se observo una
mejora inmediata del control glucémico tras la cirugia (86). Asimismo, en modelos
experimentales de obesidad, NAFLD y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), la
EDY ha demostrado efectos beneficiosos sobre la funcion hepatica, reduciendo la

inflamacion y mejorando la resistencia a la insulina (87).

La capacidad de la EDY para inducir cambios metabolicos profundos y sostenidos,
que afectan el peso corporal, la glucemia y el metabolismo del hierro, ha abierto
nuevas perspectivas terapéuticas. En este sentido, se ha propuesto la aplicacion de
técnicas de exclusion duodeno-yeyunal sin reduccion de la cdmara gastrica, como
la gastroyeyunostomia en asa con preservacion del piloro o la
duodenoyeyunostomia en Y de Roux, como potenciales alternativas para sujetos no

obesos con sobrecarga de hierro (82).

Uso de modelos animales en estudios de hierro

El uso de modelos animales resulta fundamental para el estudio de los mecanismos
fisiologicos y patologicos del metabolismo del hierro, ya que permite un control
estricto de variables criticas como la ingesta dietaria, la edad, el sexo, el microbiota
intestinal y las condiciones ambientales. En este contexto, las ratas de laboratorio
han demostrado ser modelos adecuados para el andlisis de la absorcion intestinal de
hierro, su transporte sistémico y su acumulacion hepatica, debido a la alta
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conservacion de las principales vias moleculares involucradas, incluyendo la

regulacion de hepcidina, ferroportina y transferrina (88).

Las cepas Holtzman y Sprague-Dawley (SD), pertenecientes a la especie Rattus
norvegicus, son ampliamente utilizadas en investigaciones de toxicologia,
nutricion, endocrinologia y cirugia experimental. Ambas se clasifican como cepas
outbred, lo que implica una mayor diversidad genética y confiere a los resultados
una mayor relevancia traslacional en comparacidon con cepas consanguineas

(89,90).

En este tipo de estudios experimentales se recomienda la inclusion de un grupo
sham, con el fin de discriminar los efectos especificos de la intervencion quirargica
de aquellos derivados del procedimiento per se, como la anestesia, la manipulacion
quirtrgica o la administracion de farmacos perioperatorios (91). En una cirugia
sham, los animales son sometidos a las mismas etapas del procedimiento

quirtrgico, excepto por la intervencion activa que se desea evaluar (92).

En su conjunto, estos modelos animales de sobrecarga férrica inducida por via oral
permiten generar de manera controlada y reproducible la acumulacion de hierro,
reproduciendo aspectos clave de la fisiopatologia de la sobrecarga férrica. Su
utilizacion proporciona un marco experimental robusto para analizar el impacto
directo de la manipulacion intestinal sobre la absorcion sistémica y el
almacenamiento hepético de hierro. En este contexto, la evidencia disponible

sustenta el estudio de la EDY como una potencial alternativa terapéutica para la
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reduccién de la sobrecarga férrica, particularmente a través de la modulacion del

eje intestino—higado.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Para este experimento se utilizaron 35 ratas macho Holtzman, de 10—12 semanas
de edad y un peso corporal inicial de 280—320 g, obtenidas del Bioterio Central de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Los animales fueron alojados
en el Bioterio del Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion de los
Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la UPCH, mantenidos a una

temperatura controlada de 22 °C y bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.

Durante un periodo de adaptacion de siete dias, y a lo largo de todo el experimento,
las ratas recibieron alimento estandar para roedores (proteina 17%, grasa 3%, fibra
6%, humedad 14%, ceniza 10%), con un contenido de 75 mg de hierro por

kilogramo de alimento, y agua ad libitum.

Al final del experimento, y bajo anestesia profunda, se procedi6 a la obtencion de
las muestras biologicas, produciéndose la muerte del animal por exanguinacion.
Todos los desechos bioldgicos fueron eliminados en areas destinadas a residuos
biologicos y contaminados, de acuerdo con los estdndares internacionales de

bioseguridad.
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Disefio experimental y definicion del tamafio muestral

El tamafio muestral fue definido considerando la complejidad técnica del modelo
quirargico y las tasas de mortalidad previamente reportadas en modelos
experimentales similares de exclusion intestinal en roedores (86,93,94). Dado el

caracter experimental del estudio, no se establecié un tamafio muestral fijo a priori.

Los animales fueron incorporados de manera progresiva al experimento y asignados
secuencialmente a los distintos grupos experimentales. Este enfoque permitid
compensar las pérdidas postoperatorias inherentes al modelo quirurgico y asegurar
un numero minimo de animales viables por grupo para el andlisis de las variables
de interés, en concordancia con las recomendaciones metodologicas para estudios

experimentales en animales sometidos a procedimientos quirtirgicos complejos

(91,95,96).

Criterio de cierre del reclutamiento

El criterio de finalizacion del reclutamiento fue alcanzar un minimo de cuatro
animales viables por subgrupo sometido a EDY, tanto en condiciones con
sobrecarga férrica como sin ella. Los grupos control y sham se constituyeron en

paralelo, utilizando el mismo esquema de asignacion progresiva.

Grupos experimentales
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Los animales se distribuyeron en dos grandes grupos: grupo control y grupo

quirargico, segun el siguiente esquema:

Animales utilizados para el estudio (n = 35)

—— Grupo control (C) (n = 38)
—— Sin sobrecarga férrica (SF) (n=4)
—— Con sobrecarga férrica (CF) (n =4)

—— Grupo quirurgico (n =27)

—— Cirugia sham (S) (n=9) *
— Sin sobrecarga férrica (SF) (n =4)
—— Con sobrecarga férrica (CF) (n =4)

—— Exclusion duodeno-yeyunal (EDY) (n=18) *
— Sin sobrecarga férrica (SF) (n =4)
—— Con sobrecarga férrica (CF) (n =4)

(*) Una rata del grupo sham y 10 del grupo EDY no ingresaron al protocolo por muerte
perioperatoria.

Ingesta de hierro

Las ratas que recibieron las dosis altas de hierro ingirieron 2 ml de sulfato ferroso
(6 mg de hierro elemental, aproximadamente 20 mg/k) por 30 dias. Las demas
recibieron 2 ml de agua destilada por 30 dias. La solucion de sulfato ferroso y el
agua destilada fueron administradas via oral utilizando una sonda orogéstrica a

partir del tercer dia del post operatorio.

Cirugia

26



Ocho horas antes de la cirugia se suspendi6 el alimento s6lido, manteniéndose el
agua ad libitum. La anestesia se realiz6 con pentobarbital sddico 6.5% 1 ml/2.5 kg
via intraperitoneal. El plano anestésico se comprobo con el reflejo de pedal. La
cirugia se realizd sobre una manta térmica. El cirujano y su ayudante estuvieron
adecuadamente vestidos para la cirugia: gorro, mascara, mandil y guantes
quirtrgicos estériles. El cirujano ademas uso lentes de aumento. Todo el material

quirtrgico estuvo estéril.

Después de comprobar que la rata estaba en plano anestésico se realiz6 una incision
mediana abdominal de 3 cm a partir del borde inferior del esternon, con apertura de
los planos hasta la cavidad peritoneal. Las anastomosis se realizaron con sutura no
absorbible prolene 6-0 y la pared abdominal se cerré en un solo plano con hilo
absorbible trenzado de acido poliglicélico 3-0. Terminado el procedimiento
gastrointestinal se aplicé en la pared abdominal xilocaina 0.5% hasta un maximo
de 7 mg/kg como anestésico local, y se administré 10 ml de suero salino fisioldgico
(solucidn de cloruro de sodio al 0.9%) a 37°C intraperitoneal y 10 ml de suero salino
fisiologico a 37°C subcutanea, para prevenir la deshidratacion en el periodo post
operatorio inmediato. La piel se cerrd con hilo absorbible de poliglactina 4-0. Se
aplico una solucion antiséptica a base de i0odo, y se rocid un antibidtico local a base
de rifocina 1%. Luego se administraron meloxicam 1 mg/kg via subcutanea (SC),

y enrofloxacino 10 mg/kg SC.

Después de la cirugia, el animal fue transferido a su caja individual y mantenido
bajo luz infrarroja para preservar la normotermia corporal durante el periodo
postoperatorio inmediato, hasta su recuperacion anestésica completa. Se mantuvo
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el ayuno, iniciandose agua ad libitum en el periodo nocturno. Los dos primeros dias
del post operatorio recibieron 2 ml de solucion polielectrolitica via oral, meloxicam
1 mg/kg SC y enrofloxacino 10 mg/kg SC cada 24 horas. Al tercer dia del post

operatorio se inicio la dieta solida.

En las ratas sham se manipul6 el estobmago y el intestino proximal. Se realizé una
incision puntiforme en el estdmago y en el yeyuno las cuales fueron cerradas con
prolene 6/0 sutura continua. Se retorno el estdbmago a la cavidad y se procedid a
cerrar la pared abdominal después de un tiempo aproximadamente igual que la

cirugia EDY.

Enlacirugia EDY (Figura 4) se expuso el estomago y los intestinos manteniéndolos
hiimedos con gasas empapadas en suero estéril. A nivel de la curvatura mayor del
estomago, entre las dos partes glandulares, se realiz6 una incisiéon de 2 mm hasta
ingresar a la cavidad géstrica. Con un isopo se realizo la limpieza del estomago
retirando los restos de alimento. A partir del angulo de Treitz se contaron 35 cm de
yeyuno, y a ese nivel se realiz6 una incision de 2 mm en la cara antimesentérica.
Se realizé una anastomosis gastroyeyunal laterolateral en asa, sentido horario, con
sutura continua en la cara anterior y puntos separados en la cara posterior. El
duodeno se secciono a nivel inmediatamente post pilorico y ambos cotos se cerraron
con prolene 6/0 sutura continua. Se retornaron los 6rganos a la cavidad peritoneal

y se cerrd la cavidad peritoneal (97).
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Esofago

Estomaso membranoso

Coto duodenal

Estomaso membranoso

Yeyuno-ileo distal
(60-85 cm)

Duodeno y yeyuno excluidos (35 cm)

Figura 4. Diagrama de la EDY en ratas. La flecha indica la zona de la anastomosis
gastroyeyunal. La longitud del segmento excluido en ratas simula la EDY en humanos
(150-200 cm).

Registro de variables operatorias

Durante las cirugias se realizd el registro cualitativo de variables operatorias
relevantes. El tiempo quirrgico total se clasifico como corto, intermedio o
prolongado segiin su duracidon relativa entre animales. Las complicaciones
intraoperatorias se consignaron de forma descriptiva, incluyendo sangrado leve o
moderado y dificultad técnica ocasional durante la anastomosis, sin observarse

lesiones de 6rganos vecinos.
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Para la cirugia EDY, se verifico la homogeneidad del segmento excluido,
confirmandose la medicion constante de 35 cm de yeyuno desde el angulo de Treitz
en todos los animales. La reproducibilidad del procedimiento se asegur6 mediante
la ejecucion de todas las cirugias por el mismo operador entrenado, siguiendo un

protocolo estandarizado.

Se registraron también la mortalidad intraoperatoria, incluyendo muertes ocurridas
durante la anestesia, y la mortalidad postoperatoria inmediata durante las primeras

48 horas.

Toma de muestras

Los controles del peso se realizaron antes de la cirugia y a cada tres dias. Al final
del experimento, bajo anestesia general, se procedio a tomar las muestras de sangre
por puncion cardiaca. Se procediod a infundir una solucion de fosfato neutra a través
de la puncion del ventriculo izquierdo hasta conseguir aclarar la coloracion de la
cornea. Se procedio a la extraccidon y pesaje del higado y ciego (sin contenido

luminal).

Las muestras de sangre total se colocaron en tubos capilares y en tubos para suero.
Los capilares heparinizados fueron sellados por un extremo con cera especial y
centrifugados a 11,000 rpm por cinco minutos. Los tubos para suero fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos y el suero obtenido fueron guardados en
—4° C, para las pruebas bioquimicas. Una porcion de higado y el ciego fueron
guardados en formol para los estudios histopatoldgicos. Otra porcion del higado fue
desecada en un horno microondas mediante ciclos controlados de calentamiento
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durante varios dias, hasta obtener un peso constante que confirmara la eliminacion
estable de humedad. Tras alcanzar el peso final, las muestras se almacenaron a —4

°C hasta su procesamiento posterior.

Pruebas Sanguineas

El hematocrito se determind mediante el método de microhematocrito con tubos
capilares, a partir de la sangre total. Después de centrifugarlos, se midid por
duplicado el porcentaje del hematocrito como la relacion entre la altura de la
columna de eritrocitos y la altura total de la muestra, utilizando una regla lectora

para microhematocrito. El valor final fue la media de los dos valores obtenidos (98).

La glucemia se determin6é mediante el método de glucocinta con tiras reactivas
(glucosa oxidada), utilizando un glucometro portatil marca Accu-Chek Instant. Una
gota de sangre fue depositada directamente sobre la cinta reactiva, y el valor de la
glucemia se obtuvo luego de algunos segundos segin las instrucciones del
fabricante del equipo. Los resultados se expresaron en miligramos por decilitro

(mg/dL) (99).

Las concentraciones séricas de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) se determinaron en suero de rata mediante un método
cinético UV sin piridoxal fosfato, segun las recomendaciones de la International
Federation of Clinic Chemistry. Las mediciones se realizaron utilizando un
espectrofotometro automatizado a una longitud de onda de 340 nm, a 37° C segiin
el manual del fabricante (GESAN Productions SRL, Italia). Los resultados se

expresaron en unidades por litro (U/L) (98).
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Las concentraciones séricas de colesterol total y triglicéridos se determinaron
mediante un método enzimatico colorimétrico utilizando kits comerciales (GESAN
Productions SRL, Italia). Las mediciones se realizaron en un espectrofotdmetro a

una longitud de onda de 500 nm, y los resultados se expresaron en mg/dL (98).

Kaneko et al. (98) fue citada unicamente como referencia metodologica de las
determinaciones bioquimicas, dado que los principios analiticos descritos son
aplicables de forma general, sin emplearse para la comparacion de resultados ni

para valores de referencia en ratas de laboratorio.

Determinacion del hierro hepatico

Las fracciones de higado desecadas en microondas y guardadas a -4°C se
reconstituyeron rehidratandolas. La concentracion de hierro total en tejido hepatico
se determind mediante espectrometria de emision Optica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) utilizando el método EPA 6010D (100). Para la
preparacion de las muestras, el tejido hepatico fue sometido a digestion acida con
acido nitrico (HNO3) y perdxido de hidrogeno (H203), siguiendo el protocolo del
método EPA 200.3 (101). Se utilizé un estandar certificado de hierro (Inorganic
Venture, EEUU) para la calibracion del equipo Las mediciones se realizaron en un
espectrofotometro ICP-OES, y los resultados se expresaron en microgramos de

hierro por gramo de tejido humedo (png/g).

Estudios histopatologicos

Se recolectaron muestras de higado y ciego de las ratas al momento de la eutanasia.

Los tejidos fueron fijados en formol al 10% tamponado durante al menos 24 horas,
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luego procesados mediante técnicas histologicas estdndar, incluidos deshidratacion

en alcoholes de concentracidon creciente, aclaramiento en xilol e inclusion en

parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5 um de espesor con micrétomo y

se montaron en laminas portaobjetos.

Dos tipos de tincion se aplicaron a los cortes:

Tincion de Hematoxilina-Eosina (HE): se utiliz6 para la evaluacion general
de la arquitectura tisular, incluyendo la morfologia hepatica (hepatocitos,
sinusoides, nucleos, infiltrados inflamatorios, degeneracion o necrosis) y la
estructura del ciego (mucosa, submucosa, muscular, serosa). Las
observaciones se realizaron bajo microscopia Optica convencional (102).

Tincion de Azul de Prusia (tincion de Perls): Para detectar depdsitos de
hierro férrico, se aplico la tincion de Azul de Prusia, mediante la incubacion
de los cortes en una solucidon de ferrocianuro potasico y acido clorhidrico.
Los depdsitos de hierro se visualizaron como granulos de color azul intenso
en el citoplasma de los hepatocitos o en células del sistema fagocitico

mononuclear (103).

Las laminas tefiidas fueron examinadas con un microscopio de luz, y las imdgenes

representativas fueron capturadas con camara digital acoplada al microscopio. El

analisis histologico fue realizado de forma independiente por un patodlogo

veterinario.
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Aspectos Eticos

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para el uso de
Animales de la UPCH con carta de aprobacion 003-11-23, y siguid las normas éticas
para el cuidado y bienestar de los animales de acuerdo a la guia del National

Research Council (2011) (104).
Plan de Analisis

Software utilizado: Stata version 19 (105). Verificacion de normalidad (Shapiro-
Wilk). ANOVA de dos vias, con prueba post hoc de Tukey para comparar los
subgrupos dentro de cada grupo; Nivel de significancia p < 0.05. Datos expresados

como media * error estandar (EE).
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RESULTADOS

La mortalidad total del estudio fue del 34% (12 de 35 ratas), y ocurrid
exclusivamente en el grupo quirurgico. Tres ratas murieron durante la induccién
anestésica (una asignada a cirugia sham y dos asignadas a cirugia EDY). De las 16
ratas sometidas a EDY, ocho murieron en el postoperatorio inmediato (50%), y una

durante la segunda semana del tratamiento experimental.

El tiempo quirtrgico se mantuvo dentro de rangos similares entre animales, sin
diferencias apreciables entre los grupos. Las complicaciones intraoperatorias fueron
escasas y de caracter leve, consistiendo principalmente en sangrado discreto o
dificultad transitoria durante la confecciéon de la anastomosis, sin registrarse

lesiones de 6rganos adyacentes.

En todas las ratas sometidas a EDY, el segmento excluido (35 cm desde el angulo
de Treitz) se mantuvo constante, confirmando la homogeneidad del modelo
quirtrgico. Asimismo, la técnica mostrd buena reproducibilidad, sin variaciones

relevantes durante las intervenciones.

Los resultados relacionados a la variacidon del peso corporal, peso del higado, peso
del ciego, hematocrito, glucemia, transaminasas, colesterol total, triglicéridos, y

hierro hepéatico, se muestran en la tabla 1 y en las figuras 5 y 6.
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Tabla 1. Resultados de las variables en los grupos experimentales con y sin sobrecarga férrica.

Sin sobrecarga férrica (SF) Con sobrecarga férrica (CF)

CONTROL (C) SHAM (S) EDY Prueba CONTROL (C) SHAM (S) EDY Prueba
X=EE X=EE X=EE ANOVA X=EE X=EE X=EE ANOVA
[IC 95%] [IC 95%] [IC 95%] p [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%] p
Variacién de peso 71.75+8.87 53.5+4.94 20.6+13.1* 111+13.54 102.0+16.5 33.2+4.76*
() [43.5; 99.9] [37.8;69.2] [0; 76.7] 0.0126 [67.9; 154.1] [49.5; 154.5] [18.0; 48.3] 0.0035
Glucemia (mg/dL) 117.2+3.49 121.7+2.78 119+ 9.86 128 +4.38 131.75+4.92 118.25+1.93
[106.1; 128.3] [112.8;130.] [76.5;161.4] 0.823 [114.1;141.9] [100.0; 163.3] [112.0; 0.3471
124.3]
Hematocrito (%) 46 +1.08 47.5+2.21 46.67 £ 0.88 52.25+1.25 50+2.2 47.5+1.26
[42.5; 49.4] [40.4; 54.5] [42.9;50.4] 0.7977 [48.2; 56.2] [43.0; 56.9] [43.5;51.5] 0.1757
Peso del ciego (gr) 1.43+0.13 1.2+0.07 1.74 +0.09* 1.89+0.28 2.06+0.36 2.01+0.18
[1.03;1.82] [0.97; 1.42] [1.36;2.11] 0.0204 [0.99; 2.78] [0.91; 3.20] [1.43;2.58] 0.9123
Peso higado (gr) 11.04+0.63 12.37+0.38 11.66+0.28 14.61+0.8 15.81+0.86 10.64 =
[9.0; 12.9] [11.2;13.6] [10.4; 12.9] 0.1914 [12.1;17.1] [13.1;18.5] 0.69** 0.0030
[8.4; 12.8]
ALT (U/L) 34.5+7.19 40.5+5.42 58.67 £14.19 31.5+4.27 33.5+3.52 56.5+17.0
[11.6;57.4] [23.2;57.7] [0; 119.6] 0.1483 [17.9; 45.1] [22.3; 44.7] [2.4;110.6] 0.2186
AST (U/L) 133.75+21.9 204.75+35.5 123.3+19.3 124.7+16.5 139+23.0 131.5+16.5
[64.0; 203.4] [91.8;317.7] [40.2; 206.4] 0.1398 [72.1;177.3] 65.7;212.3] [79.1;183.9] 0.8697
Colesterol 89.25+2.69 97 £3.24 78.33+10.17 72+4.8 75.75+2.69 71+6.49
(mg/dL) [80.7;97.8] [86.7;107.3] [34.6;122.0] 0.1151 [56.7; 87.3] [67.1; 84.3] [50.9; 92.2] 0.8323
Triglicéridos 73.25+7.12 84.25+7.58 70.67 £2.96 97.75+23.79 127.5+12.45 63.5+8.5
(mg/dL) [50.5; 96.0] [60.1; 108.4] [0; 172.9] 0.3670 [22.0; 173.5] [87.9; 167.1] [36.4;90.5] 0.0610
Fe hepatico (ug/gr 299.11£22.0 326.3+19.0 129.1= 402.7 £154.7 315.3+41.5 246.9 = 20.5%
tejido) [229.1; 369.1] [265.8; 386.8] 18.5%* 0.0004 [0; 895.0] [183.4; 447.2] [181.8; 0.5211
[49.7; 208.5] 311.9]

Prueba post-hoc Tukey. Grupo SF: Variacion del peso: *C vs EDY: p=0.010, S vs EDY: p=0.079; Peso del ciego: *S vs EDY: p=0.016; Fe hepatico: *C vs EDY p=0.001; 'S vs EDY p=0.0001. Grupo
CF: Variacién del peso: *C vs EDY: p=0.005; *S vs EDY: p=0.010. Peso higado: *C vs EDY: p= 0.015; *S vs EDY: p= 0.003; Triglicéridos: S vs EDY: p=0.051. Fe hepatico: *CF vs SF p=0.009.
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Variacion del peso corporal, peso hepatico y peso del ciego

La variacion del peso corporal oscild entre 20,6+£13,1 g y 109,5+11,9 g. Esta
variacion de peso corporal mostrd diferencias significativas entre los grupos tanto
en ausencia como en presencia de sobrecarga férrica. En el grupo sin sobrecarga
férrica, el ANOVA evidencio diferencias significativas (p = 0.0126), observandose
una menor ganancia de peso en el grupo sometido a exclusion duodeno-yeyunal
(EDY) en comparacién con el grupo control (20,66 = 13,14 g vs 71,75 + 8,87 g; p
= 0.010), mientras que la diferencia respecto del grupo sham no alcanzé
significacion estadistica (20,66£13,14 g vs 53,5+4,94 g; p = 0.079). En el grupo
con sobrecarga férrica, el ANOVA también mostr6 diferencias significativas (p =
0.0035), con una reducciéon marcada de la ganancia ponderal en el grupo EDY
respecto de los grupos control (33,244,76 g vs 111£13,54 g; p = 0.005) y sham
(33,25+4,76 gvs 102 £ 16,5 g; p = 0.010). No se encontro diferencia significativa

entre las ratas EDY de ambos grupos.

El peso hepatico presentd valores comprendidos entre 10,64+0,69 gy 15,81+0,86
g. El peso hepético no presentd diferencias significativas entre los grupos sin
sobrecarga férrica (p = 0.1914); sin embargo, en presencia de sobrecarga férrica, el
ANOVA mostro diferencias significativas (p = 0.0030), observandose un menor
peso hepatico en el grupo EDY en comparacion con los grupos control (10,64 +
0,69 g vs 14,61 £ 0,8 g; p = 0.015) y sham (10,64 + 0,69 g vs 15,81 £ 0,86 g; p =
0.003). No se encontr6 diferencia significativa entre las ratas EDY de ambos

grupos.
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El peso del ciego se situd entre 1,2+0,07 gy 2,06+0,36 g El peso del ciego mostro
diferencias significativas Unicamente en el grupo sin sobrecarga férrica (p =
0.0204), con valores mayores en el grupo EDY en comparacién con el grupo sham
(2,06+0,36 gvs 1,2+0,07 g; p=0.016), mientras que no se observaron diferencias
en el grupo con sobrecarga férrica (p = 0.9123). No se encontrd diferencia

significativa entre las ratas EDY de ambos grupos.

Hematocrito y bioquimica sanguinea

El hematocrito vari6 entre 461,08 % y 52,25+1,25 %. La glucemia varid entre
117,25 £ 3,49 mg/dL y 131,7549,96 mg/dL. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos para hematocrito ni glucemia, independientemente

de la condicién de sobrecarga férrica (p > 0.05).

ALT vari6 entre 31.5+£4.27 U/L y 58,67 £ 14,19 U/L; y la AST vari6 entre 123,33
+ 19,33 U/L y 204,75 + 35,48 U/L. Las actividades séricas de ALT y AST no
mostraron diferencias significativas entre los grupos, tanto en ausencia como en

presencia de sobrecarga férrica (p > 0.05).

Los valores de colesterol sérico variaron entre 71+6,40 mg/dL y 97+3,24 mg/dL.
Los triglicéridos séricos variaron entre 63,5+8,5 mg/dL y 127.5+12,45 mg/dL. Los
niveles de colesterol no presentaron diferencias significativas entre los grupos en
ninguna de las condiciones experimentales (p > 0.05). En cuanto a los triglicéridos,
no se observaron diferencias significativas en el grupo sin sobrecarga férrica (p =
0.3670); en el grupo con sobrecarga férrica se observd una tendencia a la
significacion estadistica (p = 0.061), con una diferencia marginal entre los grupos

sham y EDY (127.5 £ 12.45 mg/dL vs 63.5 = 8.5 mg/dL; p = 0.051).
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No se encontraron diferencias significativas entre las ratas EDY de ambos grupos
ni en el hematocrito, ni en los valores de glucemia, ALT, AST, colesterol y

triglicéridos.

Hierro hepatico

El hierro hepatico vari6 entre 129.1+18,5 ug/g y 402,7+154,7 ug/g. El contenido de
hierro hepatico mostro diferencias altamente significativas entre los grupos sin
sobrecarga férrica (p = 0.0004), evidenciandose una reduccion marcada en el grupo
EDY en comparacion con los grupos control (129.1 + 18.5 ug/g vs 299.11 £ 22.0
ug/g; p =0.001) y sham (129.1 + 18.5 ug/g vs 326.3 = 19.0 ug/g; p = 0.0001). En
el grupo con sobrecarga férrica, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos (p = 0.5211). No obstante, al comparar el grupo EDY entre ambas
condiciones experimentales, se observd un aumento significativo del hierro
hepético en presencia de sobrecarga férrica respecto de la condicion sin sobrecarga

(2459,63 + 204,71 ug/g vs 1291,26 + 184,61 ug/g ; p = 0.009).
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Figura 5. Variaciéon del peso corporal, peso del higado, peso del ciego y hierro hepatico
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Grupos Control (C), Sham (S), EDY; sin sobrecarga de hierro (SF), con sobrecarga de hierro (CF). Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA de dos vias seguido del

test post hoc de Tukey. * p <0,05vs C; + p<0,05vs S;  p<0,05 vs EDY (SF).
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Figura 6. Hematocrito, glucemia, ALT/AST, colesterol sérico, y triglicéridos séricos.
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Grupos Control (C), Sham (S), EDY; sin sobrecarga de hierro (SF), con sobrecarga de hierro (CF). ). Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA de dos vias seguido del

test post hoc de Tukey. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
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Histologia

No se encontraron alteraciones estructurales a la microscopia Optica en las muestras
histopatologicas de higado y ciego tefiidas con HE en ninguno de los grupos (Figura 7A
y 8A). En las muestras de higado tefiidas con HE de las ratas EDY de ambos grupos se
evidencid vacuolizacion periférica leve. En las muestras de higado con tinciones con Azul
de Prusia se observo presencia de hierro en las ratas control, sham y EDY del grupo con
sobrecarga férrica (flechas) (Figura 7B). No se observd presencia de hierro en las

muestras de ciego del grupo con sobrecarga férrica (Figura 8B).
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Figura 7 A. Cortes histologicos de higado tefiidos con Hematoxilina-Eosina.
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Figura 7 B. Cortes histolégicos de higado tefiidos con Azul de Prusia. La flecha indica presencia de
hierro.
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Figura 8 A. Cortes histolégicos de ciego tefiidos con Hematoxilina-Eosina.
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Figura 8 B Cortes histolégicos de ciego tefiidos con Azul de Prusia.
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DISCUSION

El presente estudio se enmarca en un enfoque experimental, orientado a caracterizar el
impacto de la exclusion duodeno-yeyunal sobre el metabolismo del hierro en un modelo
controlado. Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existen estudios previos que
evaltien especificamente el efecto de la EDY sobre la acumulacion de hierro hepéatico en

ratas no obesas ni diabéticas expuestas a una ingesta elevada de hierro.

Tamafio muestral y pérdidas experimentales

Desde el punto de vista estadistico, el tamafio muestral utilizado se considera adecuado
para detectar diferencias bioldgicamente relevantes en la variable primaria del estudio, el
contenido de hierro hepatico. Asumiendo una diferencia minima esperada del 25-30%
entre grupos y una desviacion estandar relativa cercana al 20-25%, valores habituales en
estudios experimentales de metabolismo férrico, un tamafio muestral de cuatro animales
por grupo permite identificar efectos de magnitud moderada a grande, particularmente en
modelos con intervencidn quirurgica y control estricto de las condiciones experimentales

(106,107).

Las pérdidas experimentales observadas son inherentes a modelos quirdrgicos complejos
y han sido ampliamente documentadas en estudios de cirugia digestiva en roedores. En el
presente trabajo, dichas pérdidas ocurrieron mayoritariamente en el periodo
postoperatorio temprano y no se asociaron con la variable de resultado principal, la cual

fue evaluada al final del protocolo experimental.
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En este contexto, las pérdidas pueden considerarse esencialmente aleatorias y su principal
efecto potencial es una reduccion del poder estadistico, incrementando el riesgo de error
tipo II (la posibilidad de no detectar diferencias reales entre los grupos analizados), sin
introducir un sesgo sistematico que comprometa la validez interna de las comparaciones

entre grupos (106,107).

Finalmente, el disefio progresivo del reclutamiento permitio equilibrar las exigencias
éticas de reduccion del nimero de animales con la necesidad de obtener informacion
experimental relevante en un modelo quirurgico de alta complejidad, reforzando la

solidez metodologica del estudio dentro de su marco experimental.

Modelo de EDY

Los resultados del presente estudio muestran que la mortalidad asociada al modelo de
EDY se encuentra dentro de los rangos reportados en la literatura para cirugias
metabolicas en roedores, donde las muertes durante la anestesia y el postoperatorio
temprano representan un porcentaje significativo de las pérdidas experimentales
(96,107,108). La sensibilidad variable al anestésico intraperitoneal y la complejidad

inherente de la manipulacion gastrointestinal pueden contribuir a estos desenlaces.

El tiempo quirtrgico estable entre animales sugiere adecuada estandarizacion técnica,
elemento fundamental para la reproducibilidad experimental. Las complicaciones
intraoperatorias observadas fueron leves y comparables a las descritas en modelos

similares, lo cual respalda la factibilidad del procedimiento (97).

La homogeneidad del segmento excluido es un aspecto critico del modelo, dado que

variaciones en la longitud del asa pueden modificar la magnitud de los efectos
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metabodlicos. La constancia en esta medicion fortalece la validez interna del estudio.
Finalmente, la reproducibilidad obtenida confirma que este modelo quirurgico puede
aplicarse de manera consistente para evaluar alteraciones fisiolégicas o metabolicas en

investigaciones posteriores.

Efectos sobre el peso corporal y hepatico

En nuestro estudio, la ingesta de altas dosis de hierro aumento significativamente el peso
corporal y el peso del higado en las ratas control y sham. Este resultado puede variar

dependiendo del modelo de estudio, de la dosis y del tiempo de administracion (47,48)

En ratas no obesas y no diabéticas, la ingesta oral elevada de hierro puede aumentar el
peso, promover la acumulacion de grasa (esteatosis), y empeorar la salud metabolica al
aumentar el estrés oxidativo, lo que lleva a una tolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina deterioradas, incluso sin diabetes u obesidad preexistentes, lo que sugiere que la
sobrecarga de hierro en si misma altera el metabolismo y la funcion tisular, impactando

el peso corporal y la distribucion de la grasa (69,70).

La EDY disminuy¢ el peso corporal en ambos grupos (con y sin hierro) de manera similar.
Este efecto es consistente con la mayoria de los estudios en ratas no obesas sometidas a
EDY, donde la reduccion de peso no se debe principalmente a la disminucion del tamafio
de la camara géstrica, sino a otros mecanismos (86,87). Es notable que la EDY logré
reducir el peso corporal de las ratas con sobrecarga de hierro a niveles similares a los del

grupo sin hierro.

El aumento del peso del higado en dietas con exceso de hierro puede ser resultado de

sobrecarga hepatica con depdsitos de hierro en hepatocitos y células de Kupffer, estrés
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oxidativo que estimula citoquinas proinflamatorias (llevando a hipertrofia, infiltrado
inflamatorio y fibrosis incipiente), y en algunos casos, acumulacion de grasa (esteatosis)
(110). La EDY disminuy6 el peso hepatico exclusivamente en el grupo con hierro, lo que
sugiere un posible efecto protector o modulador de la EDY en el higado sobrecargado de

hierro.

Efectos sobre el peso del ciego

Observamos un aumento del peso del ciego, sin alteraciones histologicas al microscopio
optico, tanto con la administracion de altas dosis de hierro como con la EDY. Cuando se
administra hierro en exceso, una porcion significativa del hierro no absorbido llega al
ciego, lo que puede alterar el microbioma, provocar hiperplasia e hipertrofia de la mucosa,
y activar mecanismos inflamatorios leves con infiltrado celular y engrosamiento de la

mucosa (110-112).

La EDY, como modelo de malabsorcion, se asocié con un aumento del peso del ciego en
ambos grupos, siendo este aumento incluso mayor que el observado en las ratas control y
sham. Esto puede deberse a adaptaciones fisiologicas y microbioldgicas del intestino
grueso en respuesta a cambios en el transito intestinal y la absorcion. El aumento del
contenido no digerido en el ciego puede promover la proliferacion bacteriana y la
fermentacion colonica, asi como cambios en la motilidad intestinal con hipertrofia
compensatoria (114). Los efectos méas comunes incluyen cambios en el pH cecal,
alteraciones en el microbiota y el metabolismo de 4cidos grasos de cadena corta, con una
posible absorcion compensatoria de agua y electrolitos. Estos efectos se magnifican

cuando la EDY se combina con una alta ingesta de hierro (114).
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Impacto en enzimas hepaticas y perfil metaboélico

La ALT es una transaminasa citosélica altamente especifica del hepatocito, y su elevacion
sérica refleja dafio o lesion hepatocelular. En este sentido, el aumento de ALT observado
en las ratas sometidas a exclusion duodeno-yeyunal (EDY) en ambos grupos sugiere la

presencia de algin grado de injuria hepatocelular asociada al procedimiento quirtrgico.

Sin embargo, este hallazgo debe interpretarse en el contexto del modelo experimental. En
primer lugar, no se observo elevacion de ALT en las ratas control ni sham del grupo con
sobrecarga férrica, lo que concuerda con la literatura que indica que ratas no obesas, no
diabéticas y sin enfermedad hepdtica preexistente pueden acumular hierro hepatico sin
desarrollar aumento de transaminasas, particularmente en ausencia de inflamacioén o

fibrosis significativa (116).

En segundo lugar, no existen reportes consistentes de elevacion de ALT inducida por
EDY per se, salvo en modelos combinados con dietas altas en grasa, exposicion a toxicos
hepaticos o inflamacion intestinal severa, como colitis experimental (117). Esto sugiere

que la EDY aislada no induce necesariamente un dafio hepatico estructural severo.

En este contexto, la elevacion de ALT observada en las ratas EDY podria estar
relacionada con alteraciones metabolicas y nutricionales secundarias al procedimiento,
mas que con un dafio hepatocelular progresivo o irreversible. Se ha descrito que la EDY
puede asociarse indirectamente con vacuolizacion citoplasmatica de los hepatocitos,
predominantemente en zonas periportales, posiblemente como consecuencia de ayuno
prolongado, restriccion caldrica postoperatoria y cambios en el metabolismo hepatico

(118). Este tipo de vacuolizacion, generalmente reversible, puede acompafarse de
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liberacion transitoria de enzimas hepaticas sin que ello implique necrosis hepatocelular

franca.

Por lo tanto, si bien la elevacion de ALT en las ratas EDY indica la presencia de una
injuria hepatocelular leve, este hallazgo parece estar mas vinculado a los efectos
metabolicos y nutricionales del baipas intestinal que a la sobrecarga férrica o a un dafio

hepatico inflamatorio significativo.

Con respecto al perfil metabdlico, la glucemia se mantuvo y los triglicéridos (TG)
aumentaron en el grupo con hierro. Altas dosis de hierro, especialmente con acumulacion
hepética, pueden contribuir al aumento de los triglicéridos séricos (119), aunque el

mecanismo exacto no esta completamente dilucidado.

El exceso de hierro en el higado genera radicales libres que dafian los hepatocitos e
interfieren con el metabolismo lipidico, aumentando la sintesis de TG y su liberacion al
plasma (48). Ademas, el exceso de hierro se ha asociado con resistencia a la insulina, lo

que favorece niveles elevados de TG y otros desdrdenes metabolicos (48).

A diferencia de la literatura (120), no encontramos una relacion entre la alta ingesta de
hierro y el aumento del colesterol sérico en nuestro estudio. La acumulacion de hierro
tiene una relacion compleja y multifactorial con el metabolismo del colesterol, afectando
la expresion de genes implicados en su sintesis y excrecion (como SREBP y LRX) y

desbalanceando el perfil lipidico (120).

Los dos eventos conocidos de las técnicas de baipas intestinal son la disminucion de la
glucemia y de los triglicéridos séricos (121). En nuestro trabajo, la disminucion de ambos

se observo en el grupo con hierro. El aumento previo de los triglicéridos asociado a la
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sobrecarga de hierro también es consistente con la capacidad de la EDY para

disminuirlos.

Efectos sobre el hierro hepatico y el hematocrito

En las ratas EDY sin sobrecarga férrica, se observo una disminucién significativa del
hierro hepatico, lo que podria reflejar una respuesta adaptativa orientada a sostener la
eritropoyesis en un contexto de absorcion intestinal comprometida. La exclusion del
duodeno y el yeyuno proximal —principales sitios de absorcion del hierro no hemo—
reduce el ingreso de hierro dietético y puede inducir una movilizacion parcial de los
depositos hepaticos para mantener la disponibilidad sistémica de hierro. Este mecanismo
ha sido descrito en modelos experimentales en roedores, en los que la disminucion de la
absorcion intestinal se asocia con cambios en la regulacion de la hepcidina hepatica y de
la ferroportina intestinal y macrofagica, favoreciendo la liberacion de hierro desde los

depositos tisulares (25,123).

Estudios experimentales han demostrado que la alteracion del transito intestinal y la
reduccion del contacto del hierro dietético con el intestino proximal inducen
modificaciones significativas en el balance corporal del hierro. Modelos murinos han
demostrado que modificaciones en la absorcion intestinal proximal tienen un impacto
significativo en el balance corporal del hierro y los parametros hematologicos. Por
ejemplo, ratones con deficiencia de Ptpn2 muestran reduccion de hierro no hemo en el
duodeno y yeyuno, junto con disminucion de las reservas corporales de hierro y
caracteristicas de anemia, lo que indica que una menor captacion de hierro en el intestino

proximal compromete la homeostasis del hierro corporal (124).
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Ademas, investigaciones en modelos murinos con alteraciones en la regulacion de hierro
mediante hepcidina/ferroportina han confirmado que la absorcion de hierro en el intestino
proximal correlaciona estrechamente con los niveles sistémicos de hierro y los parametros
hematologicos, subrayando la dependencia del estado del hierro respecto de la integridad

funcional de esta region intestinal (125).

En el presente estudio la EDY en el grupo con sobrecarga férrica indujo una disminucién
significativa del hematocrito, confirmando el impacto funcional de la exclusion intestinal
sobre el estado hematoldgico. En este mismo grupo se observo una reduccion leve,
aunque no estadisticamente significativa, del hierro hepatico, la cual no fue suficiente
para evitar la persistencia de depodsitos férricos evidenciables en el andlisis
histopatologico hepatico. Estos resultados sugieren que, si bien la EDY limita el ingreso
intestinal de hierro, no promueve una movilizacion hepatica suficiente como para revertir

una sobrecarga férrica previamente establecida dentro del periodo experimental evaluado.

Estos hallazgos experimentales son consistentes con observaciones clinicas y preclinicas.
En humanos, el estudio Swedish Obese Subjects (SOS) reporté un aumento significativo
en la prevalencia de anemia por deficiencia de hierro tras el baipas géstrico en pacientes
obesos (126). De manera concordante, Griffin et al. demostraron en un modelo
experimental de ratas obesas sometidas a baipas gastrico una disminucion marcada del

hierro sérico y el desarrollo de anemia severa, particularmente en hembras (127).

En conjunto, esta evidencia indica que, si bien la EDY puede modular el metabolismo del
hierro y limitar su absorcion intestinal, también conlleva un riesgo de deficiencia férrica
a largo plazo, lo que resulta especialmente relevante al considerar su potencial aplicacion

terapéutica fuera del contexto de la obesidad.
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Discusion comparativa con la literatura

Nuestros resultados en ratas no obesas con sobreingesta de hierro —caracterizados por
aumento del peso corporal, hierro hepatico, hematocrito, peso del higado y del ciego,
disminucion del colesterol sérico y aumento de triglicéridos— muestran tanto similitudes
como diferencias con los hallazgos previamente reportados en modelos experimentales
de sobrecarga férrica. Estas discrepancias pueden atribuirse, al menos en parte, a
diferencias metodologicas relevantes entre estudios, particularmente en relacion con la
dosis administrada, la forma quimica del hierro y la duracion de la exposicion, asi como

al modelo especifico de administracion empleado.

En el presente estudio, se optd por la administracion de 6 mg de hierro elemental por
sonda orogéstrica durante 30 dias, una estrategia disefiada deliberadamente para inducir
una sobreingesta férrica moderada sin provocar alteraciones estructurales intestinales
significativas que pudieran interferir con la interpretacion de los efectos de la EDY. Esta
aproximacion difiere de otros estudios que emplearon dietas enriquecidas en hierro o
dosis mas altas y/o periodos de exposicion mas prolongados, condiciones asociadas a

cambios histoldgicos intestinales y hepaticos mas marcados.

En este sentido, Dongiovanni et al. (48) observaron en ratones un aumento del hierro
hepatico, de la expresion de hepcidina y de los niveles séricos de glucosa y triglicéridos,
junto con resistencia a la insulina. Sin embargo, a diferencia de nuestros hallazgos,
reportaron una disminucion del peso corporal, lo cual podria explicarse por diferencias
en la especie (raton vs. rata), en el tipo de dieta utilizada y en el metabolismo energético

inducido por el hierro en un contexto metabolico distinto.
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Por su parte, Lobo et al. (128) describieron alteraciones de la mucosa cecal en ratas
alimentadas con dietas ricas en hierro a partir de la cuarta semana de exposicion, lo que
contrasta con nuestro modelo, en el cual no se observaron cambios estructurales
intestinales evidentes, probablemente debido a la duracion limitada del tratamiento y a la
forma de administracion controlada por sonda, evitando una exposicion luminal continua

elevada.

Valenzuela et al. (48) reportaron esteatosis hepatica y elevacion de transaminasas sin
cambios en el peso corporal ni hepatico, mientras que Fang et al. (129) describieron estrés
oxidativo y alteraciones estructurales intestinales y hepaticas tras exposiciones mas
intensas o prolongadas al hierro. En conjunto, estos resultados sugieren que la severidad
del dafio hepatico e intestinal depende criticamente de la dosis acumulativa y del tiempo
de exposicion, lo que concuerda con la ausencia de dafio estructural severo en nuestro

modelo.

De manera concordante, Guija-Poma et al. (130), en un estudio realizado en ratas albinas
Holtzman, administraron 4 mg de hierro elemental como sulfato ferroso asociado a
vitamina C durante 7 dias, observando cambios histoldgicos hepaticos mas pronunciados
que aquellos inducidos por hierro hemo. Estas diferencias resaltan la importancia de la
forma quimica del hierro y de cofactores que potencian su absorcion, aspectos que no
estuvieron presentes en nuestro protocolo y que podrian explicar la menor severidad del

dafo hepético observado.

Nuestros resultados muestran que la exclusion duodeno-yeyunal no previno
completamente la acumulacion de hierro hepético en ratas no obesas ni diabéticas con

sobreingesta de hierro, a pesar de que el duodeno y el yeyuno proximal constituyen los
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principales sitios de absorcion del hierro no hemo. Este hallazgo sugiere la existencia de
mecanismos compensatorios de absorcion en segmentos intestinales distales (131) o la
persistencia de sefiales reguladoras de la absorcidn en el intestino remanente, como ha

sido sugerido en estudios clinicos en mujeres sometidas a baipas gastrico (8).

Asimismo, el hecho de que nuestro modelo de EDY preservara el estbmago implica el
mantenimiento de un medio gastrico acido, condicidon que favorece la solubilizacion y
absorcion del hierro (132,133), lo que podria contribuir a explicar la persistencia de la

acumulacion hepatica observada.

El aumento del peso hepatico en las ratas con sobreingesta de hierro podria relacionarse
principalmente con la acumulacion de lipidos intrahepaticos (134), mas que con un
aumento del colesterol, lo que se refleja en la elevacion de los triglicéridos séricos. Por
otro lado, la elevacion de ALT observada en los grupos EDY, independientemente de la
ingesta de hierro, podria estar vinculada a vacuolizacion hepatocelular leve asociada al

ayuno preoperatorio y a la restriccion dietética postoperatoria (135).

El aumento del peso del ciego en las ratas sometidas a EDY, particularmente en aquellas
con sobreingesta de hierro, sugiere la acumulacion de alimento baipaseado y hierro no
absorbido en este segmento, lo que potencialmente podria inducir, a largo plazo,
alteraciones estructurales de la mucosa colonica (112) y modificaciones en la microbiota

intestinal (112).

Finalmente, aunque diversos estudios clinicos han reportado una mejora en la
homeostasis del hierro en pacientes obesos con hemocromatosis tras cirugia bariatrica

(85), este efecto no se observo de manera completa en nuestro modelo experimental. Esto
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podria explicarse por el hecho de que, en pacientes obesos, los beneficios metabolicos
globales de la cirugia —incluyendo la pérdida de peso, la mejora de la homeostasis
glucidica y la reduccion de la inflamacion sistémica— contribuyen de forma significativa
a la regulacion del metabolismo del hierro, efectos que son menos pronunciados en un

modelo de ratas no obesas.

Limitaciones del estudio

La mortalidad post operatoria. En el grupo de EDY fue del 50%, lo que limit6 el nimero
de animales en el grupo de estudio. Esto podria haber limitado la potencia estadistica,

especialmente para diferencias no significativas entre grupos EDY.

La duracion limitada del experimento. El periodo de exposicion puede ser insuficiente
para evidenciar completamente los efectos acumulativos del hierro o las posibles

adaptaciones intestinales a la EDY.

Ausencia de cuantificacion directa de absorcion intestinal: no se midid la absorcion
intestinal directa de hierro, lo que impide establecer una relacion causal definitiva entre

la EDY y la reduccion en la absorcion.

Evaluacion histologica limitada: la evaluacion se realizd s6lo mediante microscopia
Optica y tinciones convencionales. Cambios subcelulares o inflamacion leve podrian no
haber sido detectadas sin técnicas mas sensibles como inmunohistoquimica o microscopia

electronica.

Sin analisis de expresion génica o proteica: no se midieron niveles de proteinas clave en
el metabolismo del hierro, lo que limita la interpretacidon mecanistica del efecto

observado.
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Dificultad para discriminar efectos de la EDY: algunos efectos observados podrian

deberse a la cirugia mas que a la EDY.
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CONCLUSIONES

La EDY se asoci6 con una reduccion de la acumulacion hepatica de hierro en
comparacion con animales no sometidos a exclusion intestinal, incluso en condiciones de
sobreingesta férrica, lo que refuerza la importancia funcional del intestino proximal como

principal sitio de absorcion de este mineral.

La persistencia de hierro hepatico en las ratas EDY con sobreingesta férrica sugiere la
existencia de mecanismos compensatorios de absorcion distal o adaptaciones en la

fisiologia intestinal.

La EDY afectd6 parametros hematoldgicos, evidenciada por una disminucion del
hematocrito incluso en condiciones de sobreingesta férrica, lo que indica una menor

biodisponibilidad funcional del hierro para la eritropoyesis.

La EDY se asocio con cambios metabdlicos adicionales, incluyendo la reduccion de la
glucemia y de los triglicéridos séricos, efectos que podrian estar relacionados con
alteraciones hormonales o modificaciones en el microbiota intestinal, aunque estos

mecanismos no fueron evaluados directamente en el presente estudio.

A nivel hepatico, se observaron signos de alteracion funcional, como el aumento de ALT
y vacuolizacion hepatocelular leve, sin evidencia de dafio estructural agudo, lo que
sugiere que la EDY podria inducir estrés metabolico hepatico en ausencia de lesion

histologica manifiesta.

Este modelo experimental podria constituir una herramienta util para el estudio de

trastornos asociados a la sobreingesta de hierro y otras condiciones fisiopatologicas
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relacionadas con el metabolismo férrico, mediante la modulacién controlada de la

absorcion intestinal.

Hipotesis mecanisticas y proyecciones para investigaciones futuras

Dado que el presente estudio no incluyd mediciones directas de absorcion intestinal,
expresion de transportadores, regulacion hormonal ni caracterizacion del microbiota, los
mecanismos fisiologicos subyacentes a los efectos observados no pueden establecerse de
manera concluyente. No obstante, a partir de los hallazgos obtenidos y de la evidencia
disponible en la literatura, pueden plantearse hipotesis mecanisticas de caracter teorico,

que deberan ser evaluadas especificamente en estudios futuros.

Absorcion compensatoria distal de hierro. En ausencia de un duodeno-yeyuno funcional,
es posible que segmentos distales del intestino, como el ileon o incluso el colon,
desarrollen mecanismos adaptativos que permitan una absorcion parcial de hierro. Estos
podrian involucrar cambios en la expresion o actividad de transportadores como DMT1

y ferroportina, fendémeno descrito en otros modelos de restriccion de absorcion proximal.

Reduccion de la sefializacion hepcidina- ferroportina. La disminucion de la absorcion
intestinal de hierro inducida por la EDY podria alterar la sefalizacion hepatica de
hepcidina, reduciendo su expresion y desinhibiendo la ferroportina residual en el epitelio
intestinal. Este mecanismo hipotético podria contribuir a explicar la persistencia de hierro

circulante y su acumulacidn hepatica parcial, aun tras la exclusion del intestino proximal.

Cambios en el microbiota y en productos de fermentacion. El aumento del peso del ciego
observado en los grupos EDY sugiere una mayor llegada de sustratos no absorbidos al
intestino distal. Esto podria inducir modificaciones en la composicion y actividad del

microbiota intestinal, con mayor produccién de metabolitos como &cidos grasos de
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cadena corta, los cuales han sido implicados en la regulacion del metabolismo hepatico,

la glucemia y el perfil lipidico.

Secrecion alterada de hormonas intestinales. La exclusion del intestino proximal podria
modificar la secrecion de hormonas enteroendocrinas, como GIP, GLP-1 o PYY, lo que
potencialmente contribuiria a los cambios observados en glucemia y triglicéridos. Estos
efectos podrian reflejar una mejora en la sensibilidad insulinica o en el manejo metabdlico

postprandial, mecanismos descritos en otros contextos de cirugia intestinal.

Estrés hepatico por alteracion metabodlica. Las alteraciones funcionales hepaticas
observadas, como el aumento de ALT y la vacuolizacion hepatocelular leve, podrian
relacionarse con un desequilibrio entre el flujo de nutrientes hacia el higado y su
capacidad de procesamiento metabdlico. Este fenomeno podria verse exacerbado por
cambios en el transito intestinal y en el manejo de lipidos, mas que por un dafio hepatico

estructural directo.

En conjunto, estas hipotesis proporcionan un marco conceptual para futuras
investigaciones orientadas a dilucidar los mecanismos fisiolégicos y moleculares que
subyacen a los efectos de la exclusion duodeno-yeyunal sobre el metabolismo del hierro

y el estado metabolico sistémico.
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RECOMENDACIONES

La implementacion de un seguimiento experimental mas prolongado permitiria evaluar
adaptaciones compensatorias tardias del intestino distal, asi como los efectos hepaticos
crénicos de la exclusion duodeno-yeyunal, incluyendo posibles cambios estructurales,

inflamatorios o fibrdticos que no son evidentes en protocolos de corta duracion.

El aumento del nimero de animales por grupo permitiria fortalecer el poder estadistico
del estudio y detectar diferencias de menor magnitud entre los grupos experimentales.
Esto facilitaria la transicion desde un disefio de caracterizacion inicial hacia estudios

confirmatorios con hipotesis mecanisticas especificas.

La incorporacion de técnicas que permitan cuantificar directamente la absorcidon
intestinal, como el uso de hierro marcado isotdpicamente o estudios de balance férrico,
permitiria establecer relaciones causales entre la exclusion intestinal y la disminucion de

la biodisponibilidad del hierro.

El analisis de la expresion génica y/o proteica de mediadores clave del metabolismo del
hierro, como hepcidina, DMT1, ferroportina y transferrina, tanto a nivel intestinal como
hepatico, permitiria esclarecer los mecanismos regulatorios implicados en la respuesta

observada tras la EDY.

Estudios orientados a evaluar el transito intestinal, la capacidad absortiva de los
segmentos excluidos y no excluidos, asi como la composicion y funcion del microbiota
intestinal, contribuirian a una comprension mas completa de las adaptaciones intestinales

inducidas por la EDY.
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La inclusion de grupos experimentales sometidos a resecciones intestinales parciales u
otros tipos de derivaciones permitiria determinar si los efectos observados son especificos
de la exclusion duodeno-yeyunal o representan una respuesta general a la alteracion del

transito intestinal proximal.

Dado que la EDY se asoci6é con cambios en el peso corporal, la glucemia y el perfil
lipidico, futuros estudios deberian incorporar la medicion de marcadores de estado
nutricional, sensibilidad a la insulina e inflamacion sistémica (como insulina, leptina, IL-
1B, TNF-a), con el fin de caracterizar de manera mas precisa el impacto metabdlico global

de la intervencion.
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ANEXOS

Foto 2 Gastroyeyunoanastomosis anterior puntos corridos



Foto 4 Seccién duodenal después de ligar ambos cotos. El coto proximal se invagina

dentro del estdmago.



Foto 5 Cierre de la pared abdominal



