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Resumen
[

En la actualidad, las enfermedades no transmisibles representan una de las mayores
amenazas para la salud humana en todo el mundo. Con respecto a la causa de dichas
enfermedades, la alimentacidn inadecuada es uno de los principales factores de riesgo. En
este contexto la desnutricidén oculta ha sido definida por Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) como un conjunto de
carencias especificas de micronutrientes que se caracterizan por ser altamente
prevalentes y que requieren de cierta instrumentacién para su diagndéstico. Surge como
consecuencia de una alimentacién inadecuada, no diversificada y marginal con relacién a
algln nutriente.

Dentro de las deficiencias de micronutrientes mas importantes en la nifiez, se destaca
la de hierro, la cual representa la primera causa de anemia (ADH) a nivel mundial y afecta
tanto a los paises desarrollados como a aquellos en desarrollo. En el caso de Argentina,
numerosos estudios demuestran que tanto la deficiencia de hierro como la prevalencia de
anemia son muy elevadas. En los niflos de 0 a 5 afios, las causas de ADH son
multifactoriales, esta enfermedad depende del balance y la interaccién con otros
nutrientes que componen la dieta, la biodisponibilidad, las pérdidas y los requerimientos
por crecimiento. Se asocia con una disminucion del rendimiento cognitivo y un retraso en
el desarrollo motor alterando los aspectos fisicos, mentales y sociales de la salud del nifio.

La ADH puede prevenirse mediante el consumo de una dieta adecuada, la fortificacidn
de los alimentos y la suplementacién farmacoldégica cuando la prevalencia de la misma es
mayor a 40%. En consecuencia, la recomendacion de la Sociedad Argentina de Pediatria,
es la suplementacién preventiva diaria con sulfato ferroso a partir de los 2 meses de vida
para los nacidos a término alimentados con leche de vaca no fortificada y aquellos con
lactancia materna que reciben alimentacidn complementaria no adecuada. A pesar de
esta recomendacién, en el ambito local, la prevalencia continda siendo muy alta en los
ninos menores de 2 afos. Probablemente, esto se deba al incumplimiento de la

suplementacion a causa de los efectos adversos asociados al hierro, tales como dolor de




estdmago, vomitos, estrefiimiento, entre otros. Como alternativa, la suplementacién
semanal ha demostrado ser eficaz en la prevencién de la ADH en otros grupos etarios,
aunque la evidencia en lactantes es escasa.

Frente a un exceso de hierro activo sin blindaje dentro de las células y tejidos, puede
ocurrir un cuadro de sobrecarga tisular de dicho mineral. Un alto porcentaje de especies
reactivas de oxigeno (ROS), puede interrumpir la homeostasis de Oxido-reduccidn vy
desencadenar estrés oxidativo. Esto puede derivar en un dafio permanente a
componentes celulares, tales como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Muchos autores
consideran dicho dafno como uno de los principales mecanismos subyacentes de ciertas
enfermedades crénicas, dafos por intoxicacion y lesiones tisulares. Las células han
desarrollado diversos mecanismos para evitar el dafio por un exceso de hierro. Esto ocurre
por medio de la regulacién del transporte de dicho mineral a través de las membranas, la
produccién de enzimas antioxidantes (AO) y el aprovechamiento de los antioxidantes no
enzimaticos introducidos por la ingesta.

En este sentido, la vitamina E es el antioxidante dietético no enzimdtico liposoluble
mas importante y esencial en la defensa celular. Tiene una destacada afinidad por los
electrones no apareados, por eso resulta fundamental para intervenir en la peroxidacién
lipidica de las membranas celulares.

En base a lo anteriormente planteado, el objetivo de la presente tesis doctoral es
comparar los efectos sobre el genoma de la administracion diaria vs. la administracion
semanal de la suplementacion preventiva de la anemia ferropénica en cultivos de sangre
periférica in vitro. A su vez, se evallan las consecuencias de la suplementacién de ambas
formas de administracion del sulfato ferroso (semanal y diario) conjuntamente con la
vitamina E (antioxidante no enzimatico liposoluble). Para poder cumplimentar dichos
objetivos, se analizan diversos marcadores de viabilidad celular (MTT y RN), de estrés
oxidativo (T-BARS, SOD, catalasa, ROS, LDH) y de dafio genotdxico (CBMN y ensayo
cometa). Complementariamente, se ha desarrollado un novedoso sistema de liberacion

controlada de nanoparticulas sélidas lipidicas con vitamina E.




La administracion in vitro de suplementos de sulfato de hierro en dosis diarias, se
puede observar cierta sobrecarga de este mineral, la cual conllevaria a un leve aumento
del estrés oxidativo, desencadenando de este modo un incremento en el dafio gendmico.
Si bien se evidencia un aumento en la respuesta antioxidante, se acompafna por un leve
incremento de los valores de peroxidacion lipidica y del dafo genético. Esto implicaria un
desequilibro del sistema de éxido-reduccidn, en favor del estrés oxidativo en comparacion
con la suplementacién semanal.

Por su parte, en la suplementacion semanal, los mecanismos de absorcion, regulacion,
transporte y almacenaje del hierro estarian optimizados. Asi el hierro se encontraria
neutralizado (no reactivo), y no provocaria una respuesta antioxidante enzimatica elevada
ni tampoco un aumento en la peroxidacion lipidica. Esto puede asociarse con el menor
dano genético observado a través de las técnicas de genotoxicidad analizadas.

En cuanto a la vitamina E, por sus caracteristicas antioxidantes, ayudaria a
complementar la respuesta de los antioxidante enzimaticos y a disminuir el estrés
oxidativo y el consecuente daifo gendmico ocasionado por el sulfato ferroso. Al aumentar
al doble la dosis de ingesta diaria recomendada para lactantes, dicho efecto protector
parece ser mayor, sobre todo al ser combinado con la suplementaciéon semanal.

En funcién de los analisis de estrés oxidativo y de dafo genético realizados in vitro en
sangre periférica, la administracién semanal para la prevencién de la anemia ferropénica
se posiciona como una mejor alternativa que la administracion diaria. Asimismo, la
suplementacién conjunta del sulfato ferroso en dosis semanales con vitamina E, se
presenta como una estrategia plausible para disminuir algunos de los efectos adversos
que este tratamiento ocasiona. Esta propuesta, puede contribuir a lograr un mayor y
mejor cumplimiento de la suplementacién preventiva y disminuir de este modo Ia
prevalencia de anemia en niflos menores de 24 meses.

Una inadecuada nutricion en la infancia tiene importantes repercusiones sobre el
crecimiento y desarrollo de los nifios, y sobre la vida adulta. De este modo, la atencion
gue se les brinde y las acciones que se emprendan en la primera infancia, permitiran

lograr la plena capacidad de las personas para integrarse y desarrollarse en sociedad.




Abstract
-

Poor nutrition is among the leading causes for non-communicable diseases, which
represent one of the biggest human health threats in the word. “Hidden malnutrition” has
been defined by the World Health Organization (WHO) and the United Nations Children's
Fund (UNICEF) as a group of specific and highly prevalent micronutrient deficiencies which
require the implementation of certain detection methods for their diagnosis. It is the
consequence of a poor, non-diversified and marginal diet in relation to some nutrient.

During childhood, iron deficiency is one of the most prevalent micronutrient
deficiencies, representing the first cause of anemia worldwide and affecting both,
developed and developing countries. In Argentina, numerous studies have shown very
high prevalence rates of anemia and iron deficiency. In children aged 0 to 5 years, the
causes of iron-deficiency anemia (IDA) development are multifactorial; they depend on
iron balance and interaction with other nutrient components, iron bioavailability and loss,
and growth requirements. This disease is associated with a decrease in cognitive
performance and a delay in motor development, affecting physical, mental and social
aspects of the child's health.

Iron-deficiency anemia can be prevented with an adequate diet consumption, food
fortification and pharmacological supplementation, when its prevalence is greater than
40%. In this sense, the Argentine Society of Pediatrics recommends from 2 months of age
daily ferrous sulfate supplementation for term infants fed with non-fortified cow milk and
breastfed infants receiving inadequate complementary feeding. Despite this
recommendation, IDA prevalence in children under 2 years of age in our country remains
very high. This is probably due to lack of treatment compliance as a result of iron adverse
effects, namely, stomach pain, vomiting and constipation. Weekly ferrous sulfate
supplementation has been tested to be an effective alternative for IDA prevention,
although the evidence in infants is scarce.

Excess active iron accumulation in cells and tissues can cause iron overload and a high

percentage of reactive oxygen species, which disrupt redox homeostasis and trigger




oxidative stress. This can lead to the permanent damage of cell components such as
proteins, lipids and nucleic acids and is accepted as one of the main underlying
mechanisms of certain chronic diseases. Cells have developed various mechanisms to
avoid excess iron damage, such as the regulation of iron transport through cell
membranes, the production of antioxidant enzymes and the use of non-enzymatic
antioxidants from the diet.

Vitamin E is the main dietary fat-soluble non-enzymatic antioxidant, which is essential
for cell defense to prevent lipid peroxidation of cell membranes.

The objective of this doctoral thesis was to compare the effects on the genome in daily
vs. weekly supplementation with ferrous sulfate for the prevention of IDA in in vitro
cultures of peripheral blood lymphocytes. At the same time, the joint effect of both
weekly and daily administration of ferrous sulfate and vitamin E was evaluated. For this
purpose, markers of cell viability with MTT and Neutral red assays, oxidative stress using
thiobarbituric acid reactive substances (T-BARS), superoxide dismutase (SOD) and
catalase, and genotoxic damage through the cytokinesis-block micronucleus
cytome (CBMN) and Comet assays were analyzed. Additionally, a novel controlled release
system for solid lipid nanoparticles with vitamin E was developed.

Our results showed that daily doses of ferrous sulfate caused an iron overload that
would lead to a slight increase in oxidative stress, triggering an increase in genomic
damage. The increase in the antioxidant response was accompanied by an increase in lipid
peroxidation values and genetic damage, suggesting an imbalance of the redox system, in
favor of oxidative stress.

In the case of weekly ferrous sulfate supplementation, the absorption, regulation,
transport and storage mechanisms of iron seem to be optimized. Thus, iron would be
neutralized (not reactive), without leading to a high enzymatic antioxidant response or an
increase in lipid peroxidation. In turn, this may be associated with the lower genetic
damage observed in the genotoxicity results.

In the case of vitamin E, its antioxidant characteristics would complement the

response of enzymatic antioxidants and help to reduce oxidative stress and the




consequent genomic damage caused by ferrous sulfate. By doubling the daily dose
recommended for infants, this protective effect seems to be stronger.

Based on the oxidative stress and genetic damage analyses performed in vitro in
peripheral blood lymphocytes, weekly ferrous sulfate supplementation would be a better
option than daily supplementation as a preventive treatment for IDA. The combined
administration of ferrous sulfate with vitamin E could be a useful strategy to reduce some
of the adverse effects of this treatment. It would therefore be possible to improve
treatment compliance and thereby reduce the prevalence of IDA in children under 24
months of age.

Inadequate nutrition during childhood has major repercussions on children's growth
and development and on adult life. In this way, the care provided and the actions
undertaken in early childhood will allow the full capacity of people to integrate and

develop in society.




CAPITULO 1. INTRODUCCION

1. Malnutricién y crecimiento infantil

En la actualidad, las enfermedades no transmisibles representan una de las mayores
amenazas para la salud humana en todo el mundo, especialmente en aquellos paises en
vias de desarrollo, por sus consecuencias sanitarias, econdmicas y sociales. La
alimentacion inadecuada es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
las mismas, ya que puede conllevar a la malnutricion (ENNYS, 2019). Surge como
consecuencia de carencias, excesos o desequilibrios en la ingesta energética y/o de
nutrientes de las personas (OMS, 2016).

Una nutricién adecuada constituye la base para el bienestar y el desarrollo fisico e
intelectual de las poblaciones humanas. Se trata de un proceso complejo, en el cual
intervienen no solo factores econdmicos sino también culturales, los cuales inciden tanto
en los habitos alimentarios como en los factores sanitarios, entre otros. El acceso a una
alimentacion “aceptable, suficiente y adecuada”, que depende de los ingresos y del costo
de los alimentos, resulta restringido para amplios sectores de la poblacién. En el caso de
Argentina, no se encuentra garantizada la equidad alimentaria, es decir, “que todas las
personas en especial los mds pobres, tengan acceso a una alimentacién culturalmente
aceptada, nutricionalmente adecuada, variada y suficiente para desarrollar su vida”
(Aguirre, 2005). Dicha inequidad compromete la salud de amplios sectores, especialmente
aquellos de recursos mads bajos (Bergel Sanchis y col., 2017). Para quebrar los ciclos de
pobreza, violencia, enfermedad y discriminacién, es preciso intervenir en etapas
tempranas de la vida, ya que de no hacerlo se perpetian de generacidn en generacion. La
inseguridad alimentaria, que en si misma representa una necesidad insatisfecha, dificulta
y compromete el sostenimiento de la vida y el ejercicio de otros derechos que hacen al
desarrollo humano (Tufidn, 2016).

En el caso particular de los nifios, casi 6 millones mueren todos los afios de

malnutricién y/o enfermedades conexas. El 90% de esas muertes se deben a la falta de




acceso a una alimentacién adecuada en forma crdnica y a largo plazo y sélo el 10%
restante son debidas a catdstrofes naturales, condiciones climaticas excepcionales o
hambruna como resultado de conflictos armados (Leal y col., 2017).

Las necesidades nutricionales de los nifios en los primeros aflos son mas elevadas que
las del resto de la vida, por lo tanto, las consecuencias de las carencias alimentarias en el
crecimiento y desarrollo también son mayores. El hombre adulto requiere de una cantidad
de energia y de nutrientes que son necesarios para reemplazar las pérdidas cotidianas y
para reponer la energia imprescindible para su metabolismo basal. Por su parte, los nifios
necesitan, una cantidad adicional para satisfacer las demandas del crecimiento (Padula,
2008). Como consecuencia de la elevada velocidad del mismo en los primeros afios de
vida, la seleccion de alimentos con escaso valor o calidad nutricional puede afectar la
ingesta de nutrientes criticos y constituir uno de los factores involucrados en el retraso del
crecimiento (Inverso, 2019).

La nutricién en los primeros 1000 dias de la vida humana es la clave esencial para
mantener un correcto crecimiento y desarrollo. Es el periodo de mayor crecimiento en la
vida. El peso al nacer se triplica al ano, y la talla aumenta en un 50%. Se triplica el tamafo
del cerebro y se incrementa, ademas, la madurez del sistema inmune. Para que esto se
produzca, es fundamental una adecuada nutricién durante el embarazo y la primera
infancia. Estas etapas de mayor velocidad de crecimiento tienen mayores requerimientos,
y generan periodos que necesitan una atencién especial. Los dafios producidos durante su
transcurso tendran consecuencias irreversibles para el individuo en desarrollo (Inverso,
2019).

Entre el nacimiento y los 6 meses de vida, los nifos reciben la mayor parte de los
beneficios de la leche materna, por lo que el crecimiento es generalmente satisfactorio y
alcanza los niveles esperados. Durante el destete, entre los 6 y los 12 meses de edad, se
identifica una disminuciéon de la velocidad de crecimiento. Esto se puede explicar por
factores relacionados a la nutricién del nifio, como puede ser el suministro de una
cantidad insuficiente de alimentos, o por otros factores como por ejemplo las

enfermedades de la infancia: sarampidn, infecciones respiratorias y gastroenteritis.




Durante los primeros afios de vida la seleccion de los alimentos que consume el nifio la
realizan sus padres o cuidadores. Estas decisiones estan condicionadas no sdélo por
factores econdmicos y de disponibilidad regional o estacional, sino por habitos y creencias
que se transmiten de generacién en generacién. La “nutricion” es un asunto fisioldgico y
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de la salud, mientras que el “comer” es un fendmeno social y cultural. Es obvio, sin
embargo, que existen asociaciones importantes entre ambos (Padula, 2008).

A partir de los 12 meses y hasta la edad de 4 a 5 afios, se presenta una recuperaciéon
espontdnea del crecimiento. En los niveles socioecondmicos mas bajos los nifios no
pueden alcanzar grados de recuperacidn satisfactorios, principalmente debido a que no
reciben los alimentos en suficiente cantidad y/o calidad, y por los contaminantes que los
predisponen a infecciones repetidas. Los ninos cuya recuperacién después de la fase de
declinacidon de la velocidad de crecimiento (entre los 6 y 12 meses) no es satisfactoria,
probablemente permanezcan con un retardo permanente del crecimiento. Desde el punto
de vista nutricional, los 2 primeros afios de vida constituyen la etapa mds vulnerable. El
efecto a largo plazo no sélo depende del momento, sino también de la duracién e
intensidad de la agresion, por lo que en condiciones criticas la recuperacién nutricional es
sélo capaz de mejorar parcialmente. Este estado nutricional deficitario se traduce en la
disminucion de diferentes capacidades del individuo tales como: alteraciones en la curva
normal de crecimiento; descenso en la actividad fisica y mental; modificaciones en la
conducta y en la capacidad de defensa inmunolégica y celular (Padula, 2008).

Los nifios que han sufrido malnutricion temprana presentan alteraciones en la
capacidad de atencidn, motivacion, excitacion y actividad fisica, que a su vez limitan las
oportunidades de aprendizaje. Pareciera que es mediante mecanismos funcionales, y no
mediante alteraciones estructurales del sistema nervioso central, que la malnutricién
contribuye al retraso intelectual en nifios expuestos a la privacién ambiental multiple que
conlleva la pobreza (OMS, 2016).

Asimismo, en nifios con malnutricion severa se ven reducidos los niveles de
antioxidantes, tales como la vitamina E y el glutatién. Aunque este hecho puede deberse,

en cierta medida, a una ingesta inadecuada de los mismos; también podria estar




relacionado con una sintesis reducida, la cual podria incrementar el desarrollo de estrés
oxidativo (Leal y col., 2017).

Desde un enfoque biolégico-cultural, los procesos de nutricion-alimentacién y de
salud-enfermedad, se enmarcan en la perspectiva antropoldgica que apunta a un
conocimiento mas profundo, interpretando los cambios somaticos como resultado de la
interaccion de codeterminantes bio-socio-culturales. Se reconoce asi a la alimentacién
como un indicador elocuente del crecimiento y el estado nutricional infantil, referentes
empiricos de las condiciones de vida de las familias (Bergel Sanchis y col., 2017). La
malnutricién primaria, se relaciona directamente con factores socioenonémicos adversos
que desencadenan el deterioro de la familia y el nifio. Resulta de una compleja interaccién
de multiples factores, principalmente, el cuidado y la crianza que reciben los nifios, de los
que la alimentacidn y la higiene forman parte, y son fundamentales para su salud y
crecimiento. La pobreza no es un determinante absoluto de la malnutricidn, pero si un
factor que no puede ser ignorado. Hay familias generadoras de salud y buena nutricién
aun en los ambientes mas adversos y otras que en los ambientes mas favorables generan
desnutricién y enfermedad (Padula, 2008).

Cabe remarcar que una inadecuada nutricion en la infancia tiene no sélo importantes
repercusiones sobre el crecimiento y desarrollo de los nifios, sino también sobre la vida
adulta. De este modo, la atencién que se les brinde y las acciones que se emprendan en la
primera infancia, permitirdn la plena capacidad de las personas para integrarse y

desarrollarse en sociedad (Padula, 2008).

2. Deficiencia de micronutrientes

Segun la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO), hay mas de 1.000 millones de personas desnutridas y mdas de 2.000 millones de
personas que padecen desnutricién oculta, es decir, que carecen de vitaminas y minerales
esenciales en sus alimentos (Leal y col., 2017).

La desnutricién oculta ha sido definida por OMS y UNICEF como un conjunto de

carencias especificas de micronutrientes que se caracterizan por ser altamente




prevalentes y que requieren de cierta instrumentacién para su diagndstico. Surge como
consecuencia de una alimentacién inadecuada, no diversificada, marginal con relacién a
algln nutriente, lo cual determina que las reservas corporales resulten insuficientes para
afrontar los esfuerzos del crecimiento, del embarazo, de la lactancia o de una infeccidon
(Varea y col., 2006). El yodo, la vitamina A y el hierro son los micronutrientes mas
importantes en lo que se refiere a la salud publica a nivel mundial; sus carencias suponen
una importante amenaza para la salud y el desarrollo de las poblaciones en todo el mundo
(ENNyS, 2019).

En el caso de los nifios, las principales deficiencias de micronutrientes que se observan
en Argentina son las de zinc, folato, hierro, vitamina A, vitamina B12, vitamina C y
vitamina D.

En lo que respecta al zinc, la deficiencia severa no es comun en la infancia, pero la
moderada es relativamente frecuente. Para la Encuesta Nacional de Nutriciéon y Salud
(ENNyS, 2007) la proporcién de nifios con ingesta de zinc por debajo del valor alimentario
recomendado fue 11,6%. En la encuesta realizada por la Autoridad de Cuenca la Matanza
Riachuelo (ACUMAR, 2012) para la provincia de Buenos Aires, se observé que el 34,8% de
los nifios y el 29,4% de las nifias menores de un afio no cubren con el requerimiento de
zinc recomendado (Leal y col., 2017). Esta deficiencia afecta principalmente al sistema
inmunolégico, perturbando la division y multiplicaciéon celular, y suprimiendo
parcialmente la funcién del timo, disminuyendo la proliferacién y funcién de los linfocitos
Ty B. A su vez, afecta principalmente al crecimiento infantil en altura y puede ocasionar
alteraciones en el desarrollo del cerebro causando deterioros cognitivos (Padula y col.,
2017).

La proporcion de nifios con una ingesta de folato menor a la recomendada segun
ENNyS (2007) fue 13,5% (Leal y col., 2017). El folato, que es la forma natural del acido
félico, se considera un nutriente esencial y su deficiencia se asocia frecuentemente con la
ocurrencia de anemia y de neuropatias (McLean y col., 2008). Sin embargo, también
resulta fundamental para la replicacién del ADN y estd involucrado como sustrato para

una serie de reacciones enzimaticas, en la sintesis de aminodacidos y el metabolismo de las




vitaminas. La mayor parte de la bibliografia publicada, se focaliza en adultos y ancianos,
en mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, mientras que hay pocos estudios
disponibles sobre la deficiencia de folato y su repercusién en la salud de los nifios (Lohner
y col., 2012).

En el caso del hierro, segun los datos que arrojé la ENNyS (2007), el porcentaje de
nifios con ingesta de hierro menor al requerido fue de 19,8%. A su vez, en el estudio
realizado por ACUMAR (2012), en la provincia de Buenos Aires, se observé que en los
nifos de 1 a 4 afios el 7,5% de los nifios y el 11,9% de las nifas relevados, no llegaban a
cubrir el requerimiento de hierro en la ingesta del dia anterior (Leal y col., 2017). El hierro,
es esencial para una variedad de funciones biolégicas, desde el transporte de oxigeno vy la
oxidacién mitocondrial hasta la sintesis de dopamina, también es necesario para el
desarrollo de conexiones neuronales y la funcion de los neurotransmisores (Gambaro y
col., 2018a). La deficiencia de hierro es la principal causa de anemia. La cual es una
condicidn patoldgica caracterizada por una insuficiencia de hierro para llevar a cabo la
sintesis de proteinas y enzimas que contienen dicho mineral, tales como la hemoglobina,
la mioglobina y las catalasas. A su vez, en los nifos puede afectar el normal crecimiento y
desarrollo (Gambaro y col.,, 2018a). La prevalencia estimada de anemia en nifios
argentinos de 6 a 72 meses de edad fue de 16,5% (Leal y col., 2017).

Sobre la deficiencia de vitamina A, la proporcién de nifios segin la ENNyS (2007) con
ingesta por debajo del valor recomendado fue de 23,8% y segun la encuesta realizada por
ACUMAR (2012) para la provincia de Buenos Aires, la proporcidn de nifios que no cubren
con el requerimiento en la ingesta del dia anterior fue de 23,7% en los nifios y del 30% en
las nifias. En los mayores de 4 afios, este valor asciende a 30,3% y 45,8%, respectivamente
(Leal y col., 2017). Dentro de las principales consecuencias de la deficiencia de vitamina A
se destacan la pérdida de peso, la queratinizacion de los tejidos epiteliales y de la cérnea y
la disminucidn tanto de la resistencia a las infecciones como de la adaptacion a la luz de
baja intensidad. Estas afecciones pueden ser reversibles pero si son sostenidas en el
tiempo, producen lesiones en la cérnea y la conjuntiva, que pueden conducir a la ceguera

(Vareay col., 2006).




El porcentaje de nifios menores de 5 afios con deficiencia de vitamina B12, segun la
ENNyS (2007), fue de 4,7% para todo el pais (Leal y col., 2017). La deficiencia de esta
vitamina se manifiesta en la médula 6sea afectando la eritropoyesis y en el sistema
nervioso, comprometiendo la reparacion de axones y la sintesis de mielina vy
neurotransmisores. Los sindromes asociados a deficiencia de vitamina B12 incluyen falla
medular, anemia megaloblastica, mielopatia, neuropatia, alteraciones neuropsiquiatricas
y atrofia dptica. En los nifios con deficiencia congénita, el dano del sistema nervioso
central (SNC) se caracteriza por la pérdida de sustancia blanca con mielinizacién retardada
(Aguirre y col., 2019).

En el caso de la vitamina C, segun la ENNyS (2007), el 57,1% de los nifios de 6 a 23
meses presentaron ingestas por debajo de lo recomendado. Segiun ACUMAR (2012), para
la provincia de Buenos Aires, la proporcién de nifios que no cubren con el requerimiento
en la ingesta del dia anterior fue de 21,35% en los nifios y de 29,8% en las nifias. En los
mayores de 4 afios este valor asciende a 40,8% y 33,3%, respectivamente (Leal y col.,
2017). La vitamina C juega un papel determinante para mantener el correcto
funcionamiento de numerosos procesos bioldgicos. Funciona como una coenzima
importante para la biosintesis de coldgeno, como una vitamina antioxidante plasmatica e
intracelular que previene la anemia al mejorar la absorcidn del hierro e interviene en el
sistema reticulo-endotelial para la eritropoyesis. A su vez los nifos con deficiencia de
vitamina C pueden experimentar retraso en el crecimiento, tendencia al sangrado y a
desarrollar anemia (Hongsawong y col., 2020).

Por ultimo, en el caso de la vitamina D, el promedio de deficiencia es de 43,3%, sin
embargo estos datos no se encuentran discriminados por edad (Puche, 2015). Dentro de
los efectos clasicamente reportados para esta deficiencia, se destaca la malabsorcion
intestinal de calcio, que podria derivar en hipocalcemia, raquitismo y osteoporosis.
Ademads, se la ha asociado frecuentemente con la pérdida de tonicidad muscular, caidas y
osteomalacia. Recientemente, su deficiencia también se ha vinculado con enfermedades

tales como el céncer, la hipertension, las patologias cardiovasculares, la diabetes, las




enfermedades autoinmunes (Mansur, 2018), y hasta al agravamiento de los cuadros del
COVID-19.

Desde hace varias décadas se reconoce que los nifios de los estratos sociales mas
pobres sufren con mads frecuencia desnutricidn, deficiencias de micronutrientes y retrasos
del desarrollo, y presentan mas fracasos escolares que el resto de sus pares de mayor
nivel socioecondmico y cultural. Esta situacidn, tiende a perpetuarse a través de las
generaciones si no se revierten las condiciones de vida y se ponen en practica estrategias
diferenciales de atencidn de los nifios que crecen en el seno de familias en riesgo (Leal y
col., 2017).

Las soluciones posibles para la deficiencia de micronutrientes incluyen enfoques
basados en los alimentos: la diversificacion de la dieta, la fortificacion de los alimentos
comerciales y la biofortificacién (en la que los cultivos alimentarios crecen con mayor
contenido de micronutrientes) (Varea y col., 2006). Estas soluciones no son excluyentes, y
es necesario analizar cudl es la mejor estrategia a seguir para cada micronutriente en
particular.

Dado que estas deficiencias requieren de cierta instrumentacién para su diagndstico y
que no es posible su deteccién a través de técnicas antropométricas, es importante el
disefio de modelos experimentales que permitan investigar su efecto y aportar
informacién que pueda favorecer el desarrollo de politicas de prevenciéon adecuadas
(Padula, 2008).

El Articulo 24 de la Convencidon de los Derechos del Nino (1989) reconoce el derecho
del nifio a disponer del mas alto nivel posible de salud. Compromete a los Estados a
adoptar las medidas necesarias para reducir la mortalidad infantil y combatir las
enfermedades y la malnutricién en el marco de la atencién primaria de la salud; mediante
la aplicacion de la tecnologia disponible, el suministro de alimentos nutritivos adecuados,
agua potable, y atencién sanitaria pre y posnatal (Leal y col., 2017). En este contexto, es
de suma importancia disefar politicas publicas que garanticen la educacidon nutricional,

avocada a la concientizacién del problema y a la generacidn de una vigilancia social que




traspase los marcos de los programas predisefiados y el clasico enfoque asistencialista que

revela la desatencidn de la dimension social del problema (Molina, 2009).

3. Anemia por deficiencia de hierro — Suplementacidn preventiva

Como se menciond anteriormente, dentro de las deficiencias de micronutrientes mas
importantes en la niflez, se destaca la de hierro, la cual representa la primera causa de
anemia (ADH) a nivel mundial y afecta aproximadamente a un tercio de la poblacién tanto
de paises desarrollados como de aquellos en desarrollo (Lopez y col., 2016). En el caso de
Argentina, numerosos estudios demuestran que la prevalencia de anemia y de deficiencia
de hierro son muy elevadas (Gonzalez y col., 2006; Malpeli y col., 2006; Gonzalez y col.,
2007; Apezteguia y col., 2008; Svarch Guerchicoff, 2015; Falivene y Fatore, 2016; Comité
Nacional de Hematologia, Oncologia y Medicina Transfusional y Comité Nacional de
Nutricidn., 2017; Sguassero y col., 2018).

En el caso de los nifios de 0 a 5 afios, las causas de ADH son multifactoriales v,
frecuentemente, pueden coexistir varias de ellas (PHNIP, 2003). Depende del balance y la
interaccidon con los otros nutrientes que componen la dieta, la biodisponibilidad, las
pérdidas y los requerimientos por crecimiento (Comité Nacional de Hematologia,
Oncologia y Medicina Transfusional y Comité Nacional de Nutricion., 2017). La ADH se
asocia con una disminucién del rendimiento cognitivo y un retraso en el desarrollo motor
alterando los aspectos fisicos, mentales y sociales de la salud del nifio (Cappellini y col.,
2019). Afecta tanto el desarrollo, a través de la disminucién de la atencidén, dificultades del
aprendizaje y disminucién en el desempefio cognitivo; como el crecimiento, pudiendo
ocasionar un retardo crénico o una disminucion de la velocidad del mismo (Beard, 2001;
Algarin y col., 2003; Rivera y col., 2003; Gonzalez y col., 2007; Lozoff y col., 2007; Clark,
2008; Carter y col., 2010).

La ADH puede prevenirse mediante el consumo de una dieta adecuada, la fortificacion
de los alimentos y la suplementacién. Si bien estas medidas no son excluyentes, en
poblaciones vulnerables, donde la ingesta de una dieta adecuada no estd asegurada,

cobra relevancia la suplementacion farmacoldgica. En este sentido, la OMS recomienda la




suplementacion universal de lactantes y embarazadas, cuando la prevalencia en un grupo
particular es mayor a 40% (WHO, 2001; Lynch y col.,, 2007). En consecuencia, la
recomendaciéon de la Sociedad Argentina de Pediatria (Comité Nacional de Hematologia,
Oncologia y Medicina Transfusional y Comité Nacional de Nutricion 2017), es la
suplementacién preventiva diaria con sulfato ferroso a partir de los 2 meses de vida para
los nacidos de término alimentados con leche de vaca no fortificada y aquellos con
lactancia materna que reciben alimentacién complementaria inadecuada con bajo
contenido de hierro. A pesar de esta recomendacidn, segin la ENNYS (2007), sélo un
17,9% de los encuestados reportd el consumo de suplementos de hierro dentro del grupo
de 6 a 23 meses. En el subgrupo de los nifilos menores a 12 meses, independientemente
del peso al nacer, la proporcion de aquellos que recibieron suplementos de hierro, duplica
a la proporcién de los menores de dos anos, con un valor de 35,7%. Si bien la diferencia es
significativa, resulta llamativa la baja proporcion de cumplimiento de la suplementacién
propuesta en la normativa mencionada. Probablemente esto se deba a los efectos
adversos asociados al hierro, tales como dolor de estémago, nauseas, voémitos, sensaciéon
de mareo, estreiiimiento y diarrea, entre otros. Por este motivo, la prevalencia de la ADH
continda siendo muy alta en los niflos menores de 2 afios (Linetzky y col., 2011).

Como alternativa, en nifios y embarazadas la suplementacién semanal ha demostrado
ser eficaz en la prevencién de la ADH (World Health Organization, 2001; Mozaffari
Khosravi y col., 2010; De Regil y col., 2011; Pefa-Rosas y col., 2015), aunque la evidencia
en lactantes es escasa (Yurdakok y col., 2004; de Camargo Jr y col., 2008). La dosis diaria
produciria una saturacion de los mecanismos de transporte que se correlacionan con
sintomas de intolerancia. La dosis semanal permitiria optimizar la absorcién a través de los
mecanismos de transporte y disminuir, asi, dichos sintomas. La prevencién semanal
cuenta con otras ventajas, tales como mayor adherencia y cumplimiento, y menores
efectos adversos (Gross y col., 1994; Cook y Reddy, 1995; Schultink y col., 1995; Viteri y
col., 1999; Eickmann y col., 2008; Fernandez Gaxiola y De Regil, 2019) (Tabla 1).




Hierro Diario Hierro Semanal

Reservorio de Hierro saturados Reservorio de Hierro optimizados
Saturaciénde los mecanismos de Instauracion de los mecanismosde
transporte transporte - optimizacionde la
- menor absorciéon absorcion.
Mayores sintomas de intolerancia Menores sintomas de intolerancia

Menor adherenciay cumplimientoal Mayor adherenciay cumplimientoal
tratamiento tratamiento

Tabla 1. Comparacion entre suplementacion diaria y semanal.

Una adecuada suplementacién con hierro previene la anemia, pero existen varios
obstdaculos fisiolégicos, econdmicos, sociales y logisticos para lograr su efectividad en la
practica.

Se debe considerar, ademads, que el mantenimiento de la funcion hematopoyética
normal requiere también de niveles adecuados de muchos otros nutrientes que actuan de
manera conjunta. De esta manera, las vitaminas A, B6 y B12, el acido félico, y la
riboflavina, son necesarios para la normal produccién de glébulos rojos, mientras que las
vitaminas C y E protegen a estas células de una destruccién prematura por oxidacion de

radicales libres (Fishman y col., 2000).

4. Hierro y estrés oxidativo

El hierro es el elemento mas abundante en la tierra (incluida la corteza y el nucleo
interno), y el cuarto metal si consideramos sélo la corteza terrestre. Su configuracién
electrénica permite la formacidn de iones ferrosos (Fe*?) o férricos (Fe*®). El hierro forma
facilmente complejos con moléculas orgéanicas, y esto tiene inmensas implicancias

bioldgicas. El aumento de los niveles de oxigeno en la tierra condujo a una disminucién de




la biodisponibilidad del hierro debido a que los iones ferrosos, que abundaban en los
sistemas acudticos, se oxidaron a complejos férricos insolubles y precipitaron. Esto fue
ventajoso para las células vivas, ya que evitd las reacciones oxidativas catalizadas por
hierro que podian ocurrir como consecuencia de la presencia de oxigeno. Sin embargo,
algunos organismos tuvieron que desarrollar mecanismos para hacer frente a la toxicidad
del oxigeno vy, finalmente, utilizaron oxigeno para mantener su crecimiento y expansién
(Galaris y col., 2019).

A nivel bioldgico, el hierro es un elemento crucial para varias funciones celulares y
tisulares, incluidas la produccion de la hemoglobina, la respiracion, la funcién
mitocondrial, la produccion de energia (especialmente en musculos esqueléticos vy
cardiacos), asi como la proliferacién celular y la reparacion del ADN (Cappellini y col.,
2019). El cuerpo humano adulto contiene aproximadamente 3-5 g de hierro. La gran
mayoria, aproximadamente el 70%, se utiliza en los globulos rojos y sus precursores,
mientras que el exceso se almacena en el higado.

El Fe™ se oxida rapidamente a Fe*? y es capturado inmediatamente por la transferrina
para su transporte a los tejidos. La transferrina se une con alta afinidad hasta a dos iones
Fe* y los mantiene en un estado inerte de oxido-reduccién. En sujetos sanos,
aproximadamente un tercio de la transferrina circulante estd saturada de hierro, y el resto
sirve como un moderador para evitar la acumulacién de hierro activo y téxico no unido a
transferrina. Esta proteina suministra 25-30 mg/dia de hierro del plasma a las células
eritroides que se encuentran en desarrollo en la médula 6sea para la biosintesis
hematoldgica. También facilita cantidades mas bajas de hierro (hasta 5 mg/dia) a otros
tejidos, llegando a abastecerlos hasta 10 veces al dia para satisfacer las necesidades
fisioldgicas. Esta fraccidon pequefa, pero altamente dindmica de hierro corporal, se
renueva principalmente por el hierro proporcionado por los macréfagos de los tejidos
después de la eliminacién de los glébulos rojos senescentes (Galaris y col., 2019).

Por otro lado, el exceso de hierro intracelular se almacena en la ferritina, una proteina

citosdlica. Las subunidades de ferritina se ensamblan en una estructura que permite el




almacenamiento de 4.500 iones de hierro. La oxidacién de Fe*? a Fe™ es critica para el
almacenamiento seguro de hierro (Galaris y col., 2019).

La capacidad del hierro para cambiar facilmente su valencia y oscilar entre las formas
Fe*? y Fe*?, asegura una posicion privilegiada en la materia viva como mediadora de
reacciones bioquimicas clave. Sin embargo, esta propiedad quimica también hace que el
hierro sea el principal catalizador para la generacion de radicales libres reactivos en
organismos aerébicos. Por esta razén, el hierro circulante esta fuertemente unido al
transportador de hierro, transferrina, que lo mantiene en un estado de éxido-reduccién
inerte. Por otra parte, la fraccidn principal de hierro celular estd, o bien protegida en los
sitios activos de las enzimas, o bien almacenada de forma segura en la molécula de
ferritina. Cuando hay un exceso de hierro dentro de las células y tejidos, puede
desencadenarse un cuadro de sobrecarga tisular y la presencia de hierro activo sin
blindaje interrumpe la homeostasis de éxido-reduccién y favorece la quimica de Fenton
(Fig. 1); esto implica una reaccién entre H,0, y Fe*?, produciendo un porcentaje de
radicales hidroxilo (OH®), extremadamente reactivos, y catalizando la propagacién de

especies reactivas de oxigeno (ROS) (Galarsis y col., 2019).

REACCION DE HABER- WEISS

05" + H;03 = OH'+0OH + 0>

REACCION DE FENTON

Fe?* + H;0; Fe** + OH* + OH"

Figura 1. Reaccion de Haber- Weiss y Fenton.




La principal toxicidad del anidn superdxido y del perdxido de hidrégeno deviene de su
dependencia férrica para su conversién en el extremadamente reactivo OH" (reaccion

Haber-Weiss), el cual puede desencadenar estrés oxidativo (Fig. 2).

Estrés oxidativo
- & >+

Exogenos : (vitaminas C, E,
flavonoides), onos

’

Exéq : (grasas, tabaco,
Endéogenos (Super oxide dismutasa, radiacion), otros.
Glutation peroxidasa, otros).
Endogenos : (f oxidacion
U lipidica, ranspoite de electiones
mitocondriales, citocromo 450,
[ antioxidantes ] E otros).

pro oxidantes

Figura 2. Estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son especies derivadas del O, que son mas
reactivas que el O, mismo (Fig. 3). Son compuestos quimicos que incluyen radicales
hidroxilo (OH") y aniones superdxido (0,"), asi como especies no radicales como el H,0, y
el acido hipocloroso (HOCI) (Halliwell y Gutteridge, 2015; Kajarabille y Latunde-Dada,
2019).
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Figura 3. ROS: Especies reactivas del oxigeno Imagen modificada de Galaris et al (2019).

Por tanto, todos los radicales de oxigeno son ROS, pero no todos los ROS son radicales
de oxigeno. El termino "reactivos" es relativo; ya que por ejemplo O, y H,0, son
selectivos en sus reacciones con moléculas biolégicas, dejando a la mayoria de ellas ilesas,
mientras que OH® dafia todo a su alrededor (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Las ROS se producen como resultado del metabolismo intracelular normal en las
mitocondrias y en el reticulo endopldasmico y los peroxisomas en la célula, asi como a
partir de diferentes sistemas de enzimas citosdlicas como las NADPH oxidasas (NOX). La
produccién de ROS y el aumento del estrés oxidativo puede ocasionar dafio a
componentes celulares, tales como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Jomova y Valko,
2011; Lin y col., 2011; Pra y col., 2012). Este dafio puede ser permanente (Aksu y col.,
2010) y es aceptado como uno de los principales mecanismos subyacentes de ciertas
enfermedades crénicas, dafos por intoxicacion y lesiones tisulares (Fraga y Oteiza, 2002;

Toxquiy col., 2010).

4.1. Peroxidacion lipidica

Dentro del concepto de estrés oxidativo, el proceso mediante el cual se produce el
dano a lipidos se conoce como peroxidacion lipidica y puede ser iniciado por una variedad
de agentes oxidantes, incluyendo H,0, 0, vy los radicales OH® altamente reactivos
durante condiciones patoldgicas o exposicibn a xenobidticos y contaminantes

ambientales. La peroxidacidn lipidica puede alterar la estructura y funcién de las proteinas




de las membranas vitales y, si no se controla, podria provocar disfuncién celular y dano
tisular generalizado, razén por la cual se relaciona con la etiologia de numerosas
enfermedades (Miyazawa y col., 2019).

Brevemente, la peroxidacién lipidica (Fig. 4) consta de tres pasos: "Iniciacién”, es el
proceso por el cual son generados los radicales lipidicos por las especies reactivas del
oxigeno. Por ejemplo, el radical OH® actia como pro-oxidante, sobre un &acido graso
insaturado (LH) formando un radical lipidico (L°). La velocidad de reaccién depende de la
presencia de un iniciador (In), pero es relativamente alta entre todas las reacciones. En el
paso "Propagacién", L” reacciona con oxigeno para producir un radical peroxilo lipidico
(LOO®). Esta velocidad de reaccién es rapida porque L* es muy reactivo. Luego, LOO®
reacciona lentamente con LH para formar hidroperdxido lipidico (LOOH). En esta reaccidn,
L* y LOOH se forman continuamente y se produce una reaccidn en cadena. Una vez que
progresa la peroxidacion lipidica, la reaccion en cadena no se detiene hasta que se forma
el producto final en el paso de "Terminacién" (Miyazawa y col., 2019). En este caso puede
darse la neutralizacién de los radicales entre si o la neutralizacion por medio de

antioxidantes.




PEROXIDACION LIPIDICA

Iniciacién: Sustraccionde H® por un oxidante
EH —3 I

Propagacidn: Reaccidon en cadena de radicales libres orgénicos

L*+0; = LOO"
LOO® +LH > LOOH +L*
Terminacion:
LOO"® + LOO* > LO +LOH + %03

Antioxidante: Interrupcidn de cadena de radicales libres

LOO* + Vitamina E > LOOH + Vitamina E (oxidada)

Figura 4. Peroxidacion lipidica.

La ferroptosis es una muerte celular regulada, no apoptética, desencadenada cuando
el estado antioxidante enddgeno de la célula se ve comprometido, lo que conduce a la
acumulacién téxica de ROS que, a su vez, dafian la estructura de la membrana celular
ocasionando peroxidaciéon lipidica (Kajarabille y Latunde-Dada, 2019). La generacién de
esta especie de fosfolipido oxidado es clave para la ejecucién de la ferroptosis, porque si
se suprime, se evita la muerte celular (Angeli y col., 2017). Las células ferroptoticas
generalmente muestran una membrana celular intacta y un tamano nuclear normal, y
manifiestan alteraciones mitocondriales predominantes, como la contraccién, la
desaparicion de las crestas, la ruptura de la membrana mitocondrial externa y la aparicién

de una ultra-estructura densa en electrones.

4.2. Antioxidantes
Los antioxidantes son cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina el dafo

oxidativo, su objetivo es proteger las bio-moléculas y pueden clasificarse en enzimaticos y




no-enzimaticos (Tabla 2). Son capaces de reducir o terminar las reacciones en cadena que
son causadas por las especies reactivas del oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Como se comentd anteriormente, el hierro en exceso puede resultar téxico por lo que
las células han desarrollado diversos mecanismos para evitarlo. Esto ocurre por medio de
la regulacién del transporte a través de las membranas, la produccion de enzimas
antioxidantes (AO) y el aprovechamiento de los antioxidantes no enzimdticos introducidos
por la ingesta (Fraga y Oteiza, 2002).

Un antioxidante que protege de la toxicidad del hierro es una sustancia que puede: (a)
quelar el hierro ferroso y prevenir la reaccion con oxigeno o peroxidos; (b) quelar el hierro
y mantenerlo en un estado de Odxido-reduccién, lo que lo hace incapaz de reducir el
oxigeno molecular; (c) atrapar radicales ya formados, independientemente de si se
originan de reacciones dependientes del hierro o no (Fraga y Oteiza, 2002).

Las proteinas que participan en el metabolismo del hierro, pueden secuestrar este
mineral previniendo su participacién en reacciones de radicales libres. La ferritina, la
transferrina y varias enzimas que contienen hierro como la catalasa, mantienen el hierro a

un nivel férrico o mayor estado reducido, haciéndolo menos reactivo a iniciar y/o

propagar reacciones de radicales libres (Fraga y Oteiza, 2002).

Antioxidantes No Enzimaticos Antioxidantes Enzimaticos: Cofactores
Vitamina C Superéxido dismutasa: Cobre,
Manganeso, Zinc
Vitamina E
Flavonoides Glutation peroxidasa: Selenio
Betacaroteno
Licopeno Catalasa: Hierro

Tabla 2. Antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos.




4.2.1. Antioxidantes enzimaticos

Los antioxidantes enzimaticos como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y
la glutation peroxidasa (GPX), son la primera linea de defensa contra un exceso de ROS.
Los compuestos tioles, especialmente el glutatién, proporcionan una significativa
proteccion antioxidante. Esta proteccién esta relacionada con la capacidad del glutation
para atrapar radicales, reducir perdxidos, y trabajar para mantener el estado de 6xido-
reduccion de las células (Fraga y Oteiza, 2002). Se cree que cuando los sistemas de
reparacion de perodxidos lipidicos dependientes del glutation (GSH) estan comprometidos,
se desencadenaria la ferroptosis (Kajarabille y Latunde-Dada, 2019). La enzima catalasa
actua principalmente en la descomposicién de H,0, para dar H,O y O, (Aebi, 1974),
mientras que la superdxido dismutasa, cataliza la dismutacion del superéxido en oxigeno y
en peroxido de hidrégeno (McCord y Fridovich, 1969). Estas enzimas son sumamente

importantes en la defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno.

4.2.2. Antioxidantes no enzimdticos

La interaccion entre el exceso de hierro y los antioxidantes dietéticos ha sido muy
estudiada, especialmente con respecto a las vitaminas Cy E.

En el caso de la relacidn entre la vitamina Cy el hierro, su efecto resulta controversial.
Por un lado, el ascorbato puede reducir el hierro "libre" (férrico) a hierro ferroso,
promoviendo el inicio y propagacion de reacciones de radicales libres. Se cree que
generalmente esto no ocurre porque los niveles de hierro libre son muy bajos debido a su
secuestro por las diversas proteinas de unién a metales (ferritina y transferrina). Sin
embargo, en personas con riesgo de sobrecarga de "hierro libre", un exceso de vitamina C
se cree que podria tener efectos perjudiciales (Fraga y Oteiza, 2002).

Por su parte, La vitamina E, es el antioxidante no enzimatico liposoluble mas
importante y esencial en la defensa celular. En comparacién con otras vitaminas lipofilicas
exdgenas que existen, la vitamina E se encuentra en mayor concentracion en la

membrana de todas las células del cuerpo. Los tocoferoles tienen una destacada afinidad




para los electrones no apareados y, debido a eso, intervienen en la cascada de reacciones
de la peroxidacion lipidica de membranas (Miyazawa y col., 2019).

La vitamina E, presenta ocho isomeros estructurales de tocoferol, de los cuales el a-
tocoferol (a-TocH) junto al y-tocoferol son los isomeros de mayor potencia antioxidante.
La captura de 0O,”, OH® se desarrolla en las membranas celulares y subcelulares
(mitocondria y reticulo endoplasmatico liso) y detiene la propagacion de la peroxidacién
lipidica (LPO). En el proceso de formacién de peréxidos lipidicos, la presencia de a-TocH
en la reaccién libera iones de hidrégeno a LOO®, que a su vez se convierte en un a-Toc’
para formar LOOH. Esta reaccién también depende de las propiedades quimicas del
componente antioxidante, y es relativamente rédpida. Ademds, el a-Toc’ sufre
acoplamiento radical-radical con otro LOO® para formar aductos no radicales poco
reactivos. Por lo tanto, cada molécula de vitamina E puede capturar dos moléculas de
radical peroxilo (Miyazawa y col., 2019). El tocoferoxilo retorna a su estado original a
través de reacciones mediadas por la coenzima Q y por las vitaminas C y A. En varios
estudios, realizados tanto in vivo como in vitro, se ha observado que la vitamina E puede
prevenir el dafio ocasionado por el hierro y evitar la ferroptosis (Tang y col., 2016; Angeli y

col., 2017; Agmon y Stockwell, 2017; Kajarabille y Latunde-Dada, 2019).

5. Dafo Genético

Como se menciond anteriormente, el metabolismo celular normal es una fuente de
ROS, y los procesos celulares (normalmente no patdgenos) son los que explican los niveles
basales del dafio oxidativo del ADN detectado en el tejido normal (Cook y Reddy, 1995).

El radical OH" reacciona con los constituyentes del ADN causando dafio a las bases
nitrogenadas y al azlucar de la molécula de acido nucleico por una variedad de
mecanismos (Fig. 5). La adicién de electrones (e") e hidrégeno (H') a dobles enlaces de
bases de ADN también puede causar dafio. Estas reacciones, conducen a otras adicionales
gue producen roturas de cadena simple y doble, formacién de desoxinucledsidos, lesiones
en tandem, sitios agrupados y enlaces cruzados entre proteinas y ADN (Dizdaroglu y

Jaruga, 2012). En los organismos vivos, el dafio del ADN se repara mediante una variedad




de mecanismos, pero si el proceso de reparacion no es correcto puede ocasionarse
inestabilidad gendmica. La inestabilidad gendmica tiene amplias consecuencias en la salud
humana, se ha relacionado con desérdenes degenerativos, envejecimiento, desérdenes
del sistema inmune, infertilidad, sindromes metabdlicos y numerosas enfermedades
hereditarias (Bartkova y col., 2007; Herbig y col., 2006; Kulkarni y Wilson, 2008; Matzuk y
Lamb, 2008; Schumacher y col., 2008; Stratton y col., 2009).
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Figura 5. Dafio al ADN por radicales libres.

Los micronutrientes son un factor clave en la estabilidad del ADN, dado que muchos de
ellos actuan como sustrato y/o cofactores en las reacciones de mantenimiento del
metabolismo. Por esta razdn, la presencia de niveles inadecuados de micronutrientes
podria imposibilitar la actividad de enzimas requeridas para la estabilidad gendmica,
provocando fracturas de doble o simple cadena sobre el ADN, lesiones oxidativas o ambas
(Fenech, 2001; 2005). La deficiencia de micronutrientes puede causar dafio gendmico del
mismo orden de magnitud que el causado por la exposicién a dosis significativas de
genotoxinas ambientales como carcinégenos quimicos, radiacion ultravioleta y radiacién

ionizante (Fenech, 2005).




Por lo antedicho, es que existe una fuerte conciencia internacional para definir los
requisitos éptimos de minerales y vitaminas clave para prevenir el dafio en ambos tipos de

ADN (nuclear y mitocondrial) (Fenech, 2005).




CAPITULO II. ANTECEDENTES

6. Suplementacion con hierro: diario vs. semanal

Como se ha mencionado anteriormente, la ADH es uno de los principales problemas
nutricionales y de salud publica. Su prevalencia entre nifios pequefios y mujeres
embarazadas es particularmente alta y, si bien la suplementacion oral diaria con hierro
medicinal se considera una estrategia efectiva para reducir su incidencia, el
incumplimiento de la misma es un problema sumamente importante vinculado a esta
estrategia. En este contexto, la suplementacién intermitente de hierro se debate como
una posible estrategia alternativa que puede mejorar la efectividad de los programas
operativos. Por lo tanto, a partir de la década del 90 se comenzd a considerar la
posibilidad de reemplazar la administracidon diaria por una administracién semanal y
obtener asi mejores resultados. Si bien se han llevado a cabo numerosos estudios para
evaluar la efectividad de la suplementacién semanal en mujeres (embarazadas y no
embarazadas), la informacién acerca de dicha administracion en nifios es muy escasa y
practicamente nula en cuanto a su utilizacién como suplementacién preventiva.

En este contexto, uno de los primeros investigadores en interesarse por esta tematica,
fue Fernando Vitteri quien desarrollé la mayoria de sus estudios en mujeres embarazadas
(Viteri y col., 1999; Pefa-Rosas y col., 2004; Peia-Rosas y col., 2015). La bibliografia en
infantes suele ser mas escasa. La mayoria de los trabajos publicados son in vivo y
corresponden a ensayos clinicos controlados, estandarizados y aleatorizados en personas
con ADH. Schultink y colaboradores, evaluaron el efecto del tratamiento con hierro (30
mg) dos veces por semana en nifios en edad preescolar con bajo nivel de este mineral.
Concluyeron que este tratamiento tiene un efecto bioquimico positivo sobre el estado de
hierro similar al del tratamiento diario (Schultink y col., 1995). Tee y colaboradores,
analizaron si el tratamiento semanal a largo plazo con sulfato de hierro ayudaria a mejorar
las concentraciones de hemoglobina y ferritina en adolescentes en edad escolar con
anemia leve a moderada; concluyeron que dicho tratamiento mejord las concentraciones

de hemoglobina y ferritina, por lo que seria una estrategia practica y efectiva de profilaxis




(Tee y col., 1999). Ninh y colaboradores, evaluaron la efectividad tanto del tratamiento
diario de hierro como del semanal en bebés de 5 a 12 meses. A partir de los resultados
obtenidos, propusieron combinar la administracién diaria de suplementos de hierro desde
los 6 meses de edad y durante 3 meses, seguido de una administracion semanal de
suplementos de hierro hasta los 15 meses (Ninh y col.,, 2002). Desai y colaboradores,
compararon la eficacia de la administracion de hierro diario y dos veces por semana
durante 6 semanas en el tratamiento de la anemia leve y moderada en nifios de 2 a 59
meses de un area endémica de malaria del oeste de Kenia; concluyeron que 6 semanas de
tratamiento diario con hierro dieron como resultado mejores respuestas hematolégicas
gue con hierro dos veces por semana en el tratamiento de la anemia en nifios en edad
preescolar, independientemente de si se puede asegurar la adherencia (Desai y col.,
2004). Zalles Cueto y colaboradores analizaron ambos tipos de tratamiento terapéutico
con sulfato ferroso (diario vs semanal) en nifios de edad escolar (6 a 10 afios) con anemia
ferropénica. Observaron que el tratamiento semanal con 6 mg/kg fue mas eficiente que el
diario, debido a la mayor aceptacion y la disminucién de los efectos colaterales (Zalles
Cueto y col., 2005). En el trabajo de Mozaffari Khosravi y colaboradores, se estudiaron los
efectos de la administraciéon de una dosis baja realizada una vez por semana de
suplementos de hierro en adolescentes (14-16 anos). El tratamiento con 150 mg de
sulfato ferroso una vez a la semana durante 16 semanas mejord significativamente el
estado de hierro. Segun los autores, no habria necesidad de una dosis mas alta, que pueda
causar mayores efectos adversos y tener costos mas altos de implementacién del
tratamiento (Mozaffari-Khosravi y col., 2010). Hawamdehy colaboradores, analizaron la
eficacia de la terapia de hierro oral diaria versus dos veces a la semana y una vez a la
semana, para optimizar el protocolo para el tratamiento de la anemia por deficiencia de
hierro entre los nifios jordanos (6 meses a 5 afios). Concluyeron que el régimen de dos
dosis por semana es el mas efectivo para resolver la anemia con un menor costo y menos
efectos secundarios (Hawamdeh y col.,, 2013). Nogueira Arcanjo y colaboradores,
evaluaron el efecto del tratamiento terapéutico diario y semanal de hierro sobre los

valores de hemoglobina y la prevalencia de anemia en los lactantes (12 a 24 meses). Sus
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resultados indicaron que ambos tipos de tratamiento (diario y semanal) fueron efectivos
para aumentar los niveles de hemoglobina y reducir la anemia en los bebés (Nogueira
Arcanjo y col.,, 2013). Matos y colaboradores, compararon el efecto del tratamiento
terapéutico con hierro una vez por semana versus dos veces por semana, sobre los niveles
de hemoglobina (Hb) y la prevalencia de anemia en nifios de entre 6 y 18 meses. Ambas
modalidades de tratamiento aumentaron la concentracion media de Hb; sin embargo, el
tratamiento de dos veces por semana proporciond resultados mdas beneficiosos (Matos y
col., 2016).

Entre los trabajos donde se analizaron los efectos de la suplementacién preventiva se
encuentra el de Agarwal y colaboradores, quienes investigaron los beneficios de la
profilaxis de la anemia en adolescentes escolares mediante la suplementacion semanal o
diaria con hierro y folato. En este sentido, corroboraron que la administracion semanal es
una estrategia practica y efectiva para la profilaxis de la anemia en nifias adolescentes
escolares (Agarwal y col., 2003). De Regil y colaboradores investigaron los efectos de la
suplementacion intermitente con hierro y lo compararon con la administracion de un
placebo, la suplementacidn diaria sola o en combinacidn con otras vitaminas y minerales y
ninguna intervencién. Analizaron los resultados nutricionales y de desarrollo en nifios
sanos desde el nacimiento hasta los 12 afios de edad y propusieron que la suplementacion
con hierro intermitente seria eficaz para mejorar las concentraciones de hemoglobina y
reducir el riesgo de anemia o de deficiencia de hierro en nifos menores de 12 afios en
comparacion con un placebo o la falta de intervencién, pero seria menos eficaz que la
suplementacién diaria para prevenir o controlar la anemia. Sin embargo, sostienen que la
suplementacién intermitente podria ser una intervencién viable de salud publica en
entornos donde la suplementacién diaria ha fallado o no se ha implementado (De-Regil y
col., 2011). Por el contrario, en otras investigaciones no se observaron beneficios de la
suplementacién semanal. En este sentido, Yurdakok y colaboradores buscaron determinar
la eficacia de la suplementacién diaria y semanal de hierro durante 3 meses, para mejorar
el estado del hierro en bebés sanos de 4 meses de edad con lactancia materna exclusiva.

No encontraron que la suplementacion con hierro semanal o diario disminuyera la




probabilidad de ADH, sin embargo, es de resaltar el limitado nimero de casos del ensayo
(Yurdakok y col., 2004). Engstrom y colaboradores por su parte, evaluaron la efectividad
de la suplementacidon profilactica universal con sulfato de hierro en forma diaria o
semanal para la prevencién de la anemia en lactantes. Encontraron que sélo cuando se
administrd diariamente la suplementacidon universal con sulfato de hierro en lactantes de
6 a 12 meses de edad fue efectiva para aumentar la Hemoglobina sérica y disminuir el

riesgo de anemia (Engstrom y col., 2008).

7. Hierro, estrés oxidativo y dafio en biomoléculas

Como se ha planteado anteriormente, el hierro es un metal de transicién y un
constituyente esencial de casi todas las células y organismos vivos. Como componente de
varias metalo-proteinas participa en procesos bioquimicos criticos para cualquier ser vivo.
Sin embargo, cuando estd presente en exceso dentro de las células y los tejidos, el hierro
puede interrumpir la homeostasis de dxido-reduccién y catalizar la propagacion de ROS, lo
que conlleva al estrés oxidativo y al posible dafio de lipidos, proteinas y ADN (Fraga y
Oteiza, 2002).

Tal como se describi6 en el apartado anterior para ambas alternativas de
suplementacién (diaria y semanal) de la prevencion de la anemia ferropénica, la
bibliografia que vincula al hierro con el estrés oxidativo y el dafio genotdxico en nifios,
también resulta contradictoria. Entre los pocos trabajos que evaltan la profilaxis en
lactantes, se destaca el de Hacihamdioglu y colaboradores, quienes investigaron los
posibles efectos de la suplementacidn con hierro a los 4 meses de edad, sobre la
peroxidacién lipidica y las enzimas antioxidantes durante un periodo de 2 meses. Ellos
encontraron que la suplementacion preventiva de la anemia con sulfato ferroso en nifios
sanos no causé peroxidacién lipidica ni aumenté la respuesta antioxidante cuando se
utilizé una dosis de 10 mg/d (Hacthamdioglu y col., 2013).

En la bibliografia consultada, se han encontrado otros estudios donde se analizaron los
efectos del tratamiento terapéutico y tampoco se observa un efecto tdxico del hierro que

pudiera incrementar el estrés oxidativo y el dafio genotdxico. Por ejemplo, algunos




autores observaron que el tratamiento en pacientes anémicos con sulfato ferroso diario (6
mg/kg/dia) disminuia la peroxidacion lipidica después de 6 u 8 semanas de tratamiento
(Kurtoglu y col., 2003; Zaka-Ur-Rab y col., 2016). Por su parte, Sundaram y colaboradores
plantearon que después de un mes de tratamiento con hierro, los niveles de fructosamina
y malondialdehido en pacientes anémicas, disminuyeron significativamente, por lo que el
tratamiento con hierro no intensificaria los valores de peroxidacion lipidica (Sundaram vy
col., 2007). Aycicek y colaboradores compararon el efecto oxidante y antioxidante total de
diferentes farmacos de administracion oral de hierro en nifios con anemia por deficiencia
de hierro. El estado oxidante total en suero aumenté significativamente producto de la
anemia, y el Fe*? fue sumamente efectivo para corregir dicho estado oxidativo elevado
(Aycicek y col., 2014).

Entre los trabajos realizados en pacientes sanos, podemos mencionar el de Pra y
colaboradores, quienes evaluaron la asociacion entre el dafio basal del ADN vy
cromosémico con la ingesta de hierro y los parametros del estado del hierro en los
glébulos rojos de nifios y adolescentes de una comunidad de bajo nivel socioeconémico. A
partir de los resultados obtenidos, propusieron que una ingesta de hierro mayor o igual a
15 mg/dia podia disminuir el dafio del ADN en sujetos jovenes sanos (Pra y col., 2011).
Orozco y colaboradores, evaluaron la respuesta de las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico urinario (T-BARS) y la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) como
indicadores de oxidacién sistémica en respuesta a la suplementacién oral a corto plazo
con hierro y antioxidantes. No observaron un efecto del hierro sobre los biomarcadores
de la oxidacion sistémica, aunque si una asociacién significativa dentro del rango no
patoldgico del estrés oxidativo en hombres adultos sanos (Orozco y col., 2012). Por su
parte, Diaz-Castro y colaboradores evaluaron el efecto de varias dosis y farmacos con
hierro sobre los pardmetros hematoldgicos, el daifo oxidativo de ADN, lipidos y proteinas,
durante el curso de la recuperacién de la ADH. Concluyeron que la suplementacién con
dosis bajas de hierro hem o formas combinadas de hierro no hem y hem, fueron eficaces
para restaurar los parametros hematoldgicos deteriorados y prevenir el estrés oxidativo

evocado asociado con los suplementos de Fe (Diaz-Castro y col., 2013).
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Por otro lado, se ha encontrado un gran numero de trabajos donde si se reporto cierto
aumento en el estrés oxidativo o en el dafo genético a causa de los tratamientos con
hierro. En este sentido, Premkumar y Bowlus, evaluaron los efectos combinados del hierro
y el dcido ascérbico en la dieta sobre la genotoxicidad, cuantificando la frecuencia de
micronucleos (MNi) en las células de la médula dsea de ratones C3H/He. Concluyeron que
una dieta con alto contenido de sulfato ferroso incrementa la frecuencia de MNi en
células de medula ésea de ratones tratados in vivo (Premkumar y Bowlus, 2003). Por su
parte, Franke y colaboradores, observaron que la vitamina C aumenta el dafio en el ADN
causado por sulfato de hierro en ratones tratados in vivo con hierro (Franke y col., 2005).
Mimic¢-Oka y colaboradores, buscaron esclarecer si la terapia repetitiva intravenosa de
hierro podria ser una causa suplementaria de estrés oxidativo en pacientes con
hemodidlisis. Concluyeron que, si bien mejora los parametros hematolégicos, un aumento
en las reservas de hierro debido a la suplementaciéon podria contribuir a una mayor
produccién de radicales libres (Mimi¢-Oka y col.,, 2005). Aslan y colaboradores,
investigaron la asociacion entre el dafio en el ADN, la capacidad antioxidante total y el
grado de anemia en mujeres con ADH quienes recibian tratamiento terapéutico con
hierro. Registraron un incremento del estrés oxidativo y del dafio en el ADN en aquellas
mujeres con ADH comparadas con el grupo control (Aslan y col.,, 2006). Prd y
colaboradores, informaron sobre el efecto de varios metales de transicion en un
tratamiento subcrdnico con ratones, los mismos fueron alimentados durante seis dias
consecutivos con agua y con 33,2 mg/kg de hierro o 8,5 mg/kg de cobre. Aquellos ratones
a los que se les suministré hierro mostraron un aumento de la frecuencia de MNi en
médula dsea, evidenciando los efectos genotéxicos y mutagénicos de este metal (Pra y
col., 2008). Aksu y colaboradores, investigaron el dafio oxidativo basal del ADN vy el rol de
la administracidon de una dosis terapéutica de hierro en la oxidaciéon del ADN en nifios con
anemia por deficiencia de hierro. Observaron un aumento significativo de fracturas del
ADN vy bases oxidadas en estos nifios respecto de nifios sanos (Aksu y col., 2010). Pra y
colaboradores, en otro trabajo demostraron que el hierro es uno de los metales de

transicion que mas inducen la formacion de 8-oxo-7,8 dihidro-guanina (8-OHdG),
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provocando roturas de doble cadena (Prd y col., 2012). Asimismo, Alcantara y
colaboradores, visualizaron las respuestas citotdxicas y genotéxicas provocadas in vitro
por el hierro en una linea celular astrocitica. Encontraron que una dosis de 640 pug/ml de
sulfato de hierro aumenté la frecuencia de MNi y concluyeron que los efectos genotdxicos
probablemente se deben a las propiedades pro-oxidantes del hierro (Alcantara y col.,
2013). Akarsu y colaboradores, evaluaron la capacidad antioxidante total de una dosis
terapéutica de hierro en pacientes con anemia por deficiencia de hierro. Sus resultados
mostraron que la terapia oral con sulfato ferroso indujo un estrés oxidativo leve, mientras
que las terapias intramuscular e intravenosa provocaron niveles mas altos de estrés
oxidativo, en orden creciente de intensidad (Akarsu y col., 2013). Abtahi y colaboradores
evaluaron los efectos del consumo de pan fortificado con hierro durante 8 meses, sobre
ciertos biomarcadores de estrés oxidativo en una poblacién sana. Observaron que un
periodo a corto plazo de ingesta adicional de hierro, no mostré efectos graves de
oxidacién en los lipidos, aunque los cambios significativos de hierro sérico y algunos
indices de estrés oxidativo sugieren que el enriquecimiento de la harina con hierro entre
los adultos no anémicos podria conllevar efectos adversos a largo plazo (Abtahi y col.,
2014). Por otra parte, Altun y colaboradores, investigaron los efectos de la deficiencia de
hierro y la anemia por deficiencia de hierro, sobre el estrés oxidativo y las funciones
tubulares renales antes y después del tratamiento con hierro de los nifios. Observaron que
la administracién diaria de Fe*’, a una dosis terapéutica de 4 mg/kg/dia para el
tratamiento de la anemia durante un periodo de 8 a 12 semanas, aumentd el estrés
oxidativo (Altun y col., 2014). Ferro y colaboradores, investigaron el efecto genotoéxico de
la sobrecarga de hierro y las complicaciones de la talasemia, incluidos sus tratamientos
farmacoldgicos. Observaron un aumento de los indicadores genotdxicos obtenidos
mediante el ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN) y el ensayo
cometa, como consecuencia de la sobrecarga de hierro en pacientes con talasemia (Ferro
y col., 2016). Por ultimo, Mollet y colaboradores, evidenciaron que dosis bajas de hierro
son suficientes para modificar el endotelio vascular e inducir dafio en el ADN (Mollet y

col., 2016).




8. Hierro y vitamina E

Las investigaciones respecto a los efectos de la mayoria de las vitaminas sobre el dafio
oxidativo también resultan controversiales. Si bien algunos estudios sugieren una funcién
protectora de las mismas, otros no muestran este efecto. En el caso particular de la
vitamina E, Fenech y colaboradores, evidenciaron durante un estudio de intervencién, que
el aumento de esta vitamina no tuvo un impacto significativo en la tasa de dafo genético
basal y tampoco correlacion entre la frecuencia de dafio genético basal y el estado de
vitamina E evaluado en linfocitos humanos (Fenech y col., 1997). A su vez, Record y Jannes
observaron que la suplementacion con vitamina E tendria poco efecto contra el dafio
gendmico oxidativo evaluado por la formacién de microntcleos en esplenocitos sometidos
a estrés oxidativo ex vivo (Record y Jannes, 2000). Ozdemir y colaboradores, no
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y pacientes
talasémicos suplementados con vitamina E a través del ensayo cometa (Ozdemir y col.,
2014). Diaz y colaboradores analizaron el efecto de la suplementacion por 28 dias con
vitaminas C (500 mg/dia) y E (400 Ul/dia) en corredores bien entrenados y reportaron que
las concentraciones de hepcidina permanecieron elevadas en respuesta a las sefiales
inflamatorias y de hierro (Diaz y col., 2015).

Sin embargo, la mayoria de los trabajos analizados si evidenciaron un efecto
beneficioso y protector de la vitamina E. Asimismo, a diferencia de lo publicado para otras
vitaminas, no pareceria tener efectos toxicos en las dosis estudiadas. Kan y colaboradores,
vislumbraron un claro efecto genoprotector de la suplementacién con vitamina E en
pacientes con didlisis (Kan y col., 2002). Wawrzyniak y colaboradores sugieren, a partir de
la experimentacion en un modelo de ratones, que el a-tocoferol, el 4cido ascérbico y el B-
caroteno, tienen principalmente efectos antioxidantes sobre la peroxidacién lipidica
cuando se administran simultaneamente (Wawrzyniak y col., 2013). Madhikarmi y Murthy,
investigaron los niveles de antioxidantes y la peroxidacion de lipidos en pacientes con
ADH. Sus resultados revelaron que luego de la suplementacion con vitaminas, se logré una
menor peroxidacion de lipidos y un aumento de las vitaminas antioxidantes (Madhikarmiy

Murthy, 2014). Riffle y colaboradores, observaron en un modelo de ratones que tanto la
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vitamina C como la vitamina E favorecerian la eliminacion de especies reactivas de
oxigeno y ayudarian a normalizar el estado oxidativo de la médula espinal alterado por el
dolor (Riffel y col., 2018). Rodriguez y colaboradores, observaron que el uso de
membranas recubiertas con vitamina E supone una disminucién en los niveles de dafio
oxidativo del ADN y a su vez mejora el estado de la anemia urémica en pacientes con
hemodialisis (Rodriguez-Ribera y col., 2017). Altamura y colaboradores, visualizaron que la
maduracion alterada de los reticulocitos en respuesta a la pérdida de Gpx4 en las células
hematopoyéticas causa una eritropoyesis ineficaz y esto resulta parcialmente atenuado
por la suplementacién dietética de vitamina E (Altamuray col., 2020).

Son pocos los trabajos especificos donde se analiza en conjunto el efecto del hierro y la
vitamina E, entre ellos se destaca el de Simsek Orhon y colaboradores, quienes
investigaron especificamente el estado oxidante-antioxidante en la ADH y evaluaron el
efecto antioxidante de la vitamina E en el tratamiento terapéutico con hierro. Los
resultados evidenciaron que la administracion de hierro en el tratamiento con ADH puede
estimular la peroxidacién lipidica y que la vitamina E suministrada podria reducir la
produccién de malonaldeido (MDA) (Simsek Orhon y col., 2006). Arnon y colaboradores,
observaron que el tratamiento de hierro con suplementos de vitamina E, resulta eficaz y
seguro para mejorar la anemia en los recién nacidos prematuros (Arnon y col., 2009). Tang
y colaboradores, plantearon que adicionar vitamina E junto con la suplementacién
terapéutica con hierro podria disminuir la inflamacién y favorecer la absorcién del hierro
(Tang y col.,, 2016). Segun destacaron Isler y colaboradores, la suplementacidon con
vitamina E junto con el tratamiento con hierro parenteral, puede ser una estrategia eficaz
para restaurar parcialmente la respuesta antioxidante durante la anemia (Isler y col.,

2002).




9. Significado de la investigacion

En relacién a la prevencién de la ADH, la OMS recomienda la suplementacién universal
farmacoldgica de lactantes y embarazadas cuando la prevalencia en un grupo particular es
mayor a 40%. En este sentido, en el ambito local, la Sociedad Argentina de Pediatria
recomienda la suplementacién preventiva diaria con sulfato ferroso a partir de los 2
meses de vida. A pesar de ello, la prevalencia de la ADH continlda siendo muy alta en los
nifios menores de 2 afios, debido en parte a la baja adhesion a la administraciéon. Como
alternativa, algunos autores han recomendado una suplementaciéon semanal para la
prevencion de la ADH en nifios y embarazadas, la cual seria igual de efectiva y presentaria
una mayor adhesién como consecuencia de los menores efectos adversos asociados con
administracion diaria. Hasta el presente, la evidencia a favor de la administracion semanal
no es concluyente. No hay trabajos que logren esclarecer cudl de las dos formas de
administracion resulta mas efectiva en relacion a la mejora de los parametros bioquimicos
y a la adhesién, con lo cual se mantiene la recomendacién de la suplementacién diaria.
Cabe destacar que a la fecha, se encontrd sélo un trabajo donde se evalué el efecto
preventivo de ambos tipos de administracién del sulfato ferroso en lactantes hasta los seis
meses de vida.

En lo que respecta al efecto genético provocado por el hierro, si bien hay algunos
trabajos que difieren, en lineas generales hay abundante evidencia de un efecto pro-
oxidante del mismo. La mayoria de las investigaciones realizadas, se llevaron a cabo en
pacientes con deficiencia de hierro y/o ADH, utilizando dosis terapéuticas. En estos
trabajos, se encuentran resultados contradictorios, donde algunos tratamientos con
hierro logran recuperar el estrés oxidativo producto de la patologia y en otros casos el
tratamiento incrementa el estrés generado por las mismas. De todos modos, son escasos
los trabajos donde se realizd el analisis de los efectos de la suplementacion preventiva con
hierro en personas sanas y, mas escasos aun, aquellos realizados en lactantes, donde el
metabolismo y el desarrollo presenta grandes diferencias respecto de otras etapas de la

ontogenia.




Por su parte, también se observaron resultados contradictorios en los trabajos donde
se analizaron los efectos combinados de la administracién conjunta de hierro con
vitaminas. Sin embargo, en el caso de la vitamina E, si bien algunos trabajos no evidencian
efecto alguno, en la mayoria se destacé el efecto protector sobre la peroxidacidn lipidica.

Por lo anteriormente expuesto, la importancia de la presente tesis doctoral reside en
que, hasta donde se tiene conocimiento, se trata del primer trabajo de investigacion
donde se realiza la evaluacion in vitro de los efectos genotdxicos y el estrés oxidativo
provocados por la suplementacién preventiva de la anemia del lactante, a partir de la
comparacion de ambas formas de administracion de la suplementacién (diaria y semanal)
y su combinacidn con un poderoso antioxidante como la vitamina E (Fig. 6). En base a una
exhaustiva busqueda bibliografica en distintos modelos experimentales (Tablas 36 y 37,
Anexo 2), se deja constancia que la presente tesis propone una alternativa novedosa para
el tratamiento de la anemia ferropénica.

Resulta de suma importancia poder contribuir a esclarecer esta problematica para
favorecer el disefio de politicas publicas adecuadas las cuales permitiran revisar, sobre
una base cientifica, los esquemas de suplementacion actuales, optimizar los recursos
econdmicos destinados a la prevencidon de la anemia y hacer frente a esta patologia

universalmente distribuida.
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Figura 6. Resumen grdfico de la tesis doctoral.




CAPITULO lil. OBJETIVOS

10. Objetivos generales

- Comparar los efectos sobre el genoma provocados por la administracion semanal y
diaria de sulfato ferroso, a través de marcadores de viabilidad celular, estrés oxidativo y
dafio genético en sangre periférica cultivada in vitro. La disminucion del estrés oxidativo y
del dafio genotoxico, podria ser el punto de partida para rever las normas en relacion a la
forma de administracién aceptada actualmente en la prevencion de la anemia
ferropénica.

- Evaluar el efecto conjunto de ambas formas de administracién del sulfato ferroso
(semanal y diario) y la vitamina E (antioxidante no enzimatico liposoluble), sobre la
viabilidad celular, el estrés oxidativo y el dafio genotdxico en sangre periférica cultivada in
vitro. La vitamina E, es el antioxidante no enzimatico liposoluble mas importante y
esencial en la defensa celular. Asi, esta vitamina podria prevenir el dafio ocasionado por el

hierro y evitar la ferroptosis.

11. Objetivos especificos

- Evaluar la viabilidad celular en linfocitos de sangre periférica cultivados in vitro,
producto de dos formas de administracion del sulfato ferroso (semanal y diario), a través
de la medicién MTT y RN.

- Determinar el estrés oxidativo provocado en sangre periférica cultivada in vitro, por
dos formas de administracién de la suplementacién preventiva de la anemia ferropénica,
a partir de la medicién de T-BARS, Catalasa y superdéxido dismutasa.

- Comparar la frecuencia de dafio cromosdmico, citotdxico y citomolecular inducido en
linfocitos de sangre periférica cultivados in vitro, por dos formas de administracion de la
suplementacién preventiva de la anemia ferropénica, por medio de los ensayos de

micronucleos y cometa.




- Evaluar la viabilidad celular en linfocitos de sangre periférica cultivados in vitro,
suplementados de manera conjunta con sulfato ferroso (semanal y diario) y vitamina E, a
través de los ensayos de MTT y RN.

- Evaluar el estrés oxidativo provocado en sangre periférica cultivada in vitro, por la
administracion conjunta de sulfato ferroso y vitamina E, a partir de la medicion de T-BARS,
catalasa y superoxido dismutasa.

- Determinar la frecuencia de dafio cromosdmico, citotdxico y citomolecular provocado
en linfocitos de sangre periférica cultivados in vitro, por la administracién conjunta de

sulfato ferroso (semanal y diario) y vitamina E, por medio de los ensayos de micronucleos

y cometa.




CAPITULO IV. HIPOTESIS

- La suplementacidn preventiva semanal con sulfato ferroso, induce una menor
produccién de radicales libres del oxigeno, evitando el estrés oxidativo y, por lo tanto, el
dafio sobre el genoma en comparaciéon con la suplementacién preventiva diaria en

cultivos de sangre periférica in vitro.

- La administracion de vitamina E concomitantemente con la de hierro, disminuye la
accion pro-oxidante de este mineral, evitando una mayor produccion de radicales libres
del oxigeno, disminuyendo el estrés oxidativo y ocasionando un menor dafio sobre el

genoma en cultivos de sangre periférica in vitro.




CAPITULO V. METODOS Y TECNICAS

El presente plan de trabajo se desarrollé in vitro con la utilizacidn de cultivos de sangre
entera para evaluar la viabilidad celular, el estrés oxidativo y el dafio gendmico, asociados
a la suplementacién preventiva con hierro de la anemia ferropénica.

Cabe destacar que el presente plan de tesis presenta la aprobacidon del Comité
Consultivo de Bioética de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina. La investigacion,
se rige por los principios proclamados en la Declaracién Universal de los Derechos
Humanos de 1948, las normas éticas instituidas por el Codigo de Niremberg de 1947 y la
declaracion de Helsinski de 1964 y sus sucesivas enmiendas y clarificaciones. Se presté
especial atencién a lo normado por la Ley 26529 (modificada por la ley 26742) sobre
Derechos del paciente en su relacion con los profesionales e instituciones de la salud y la
Ley Nacional 25326 de Proteccidn de Datos Personales, su decreto reglamentario y
restantes normas que la complementan. Se tomd la autorizacion escrita en la que consta

el consentimiento libre e informado en los términos de los articulos 5°y 6°.

12. Historia del Cultivo celular

Las células conforman el sustrato esencial de la vida que constituye a todos los seres
vivos. Desde hace siglos, han despertado la curiosidad por averiguar sus caracteristicas y
funciones, por lo que a mediados del siglo XIX se empezaron a desarrollar cultivos
celulares. Se perseguia el propésito de establecer técnicas para el mantenimiento, la
observacion y la realizacién de cultivos de células animales de manera aislada (Montalvan
y col., 2009).

A finales del siglo XIX, se inici6 el cultivo de células animales in vitro, donde se intentd
desarrollar el crecimiento y mantenimiento de los drganos de distintos animales
sumergiéndolos en fluidos biolégicos (Harrison, 1906). Sin embargo, hasta 1907 se
estudiaban las células animales aisladas, sin tener en cuenta las variaciones sistémicas.
Una de las principales limitaciones que surgid, fue la de establecer un medio de cultivo

nutritivo. En 1910 Burrowsel, utilizé el plasma de pollo para nutrir los explantes de tejidos




embrionarios, y se constituyd como uno de los primeros medios que permitié el
crecimiento de tejidos (Santacruz Reyes y col., 2017).

Burrows y Carrel, realizaron los primeros cultivos celulares de mamifero a partir de
explantes obtenidos de perros, gatos y conejo, y de esta manera lograron el crecimiento
de tumores sdlidos. Esto, permitid determinar que la vida de los diferentes cultivos se
puede extender a partir de subcultivos, para lo cual emplearon como medio de cultivo
plasma con extractos de embridon (Santacruz Reyes y col., 2017).

Gracias a Roux y Jones, en 1912, se utilizé por primera vez tripsina con la finalidad de
romper las células de embriones de pollo, creando de esta manera el primer cultivo
celular, conocido y funcional (Carrel, 1912).

A partir de los afios 40, el descubrimiento de los primeros antibidticos fue clave para
desarrollar y perfeccionar numerosas aplicaciones posteriores.

Actualmente, se entiende por cultivo de células de animales, al aislamiento de un tipo
especifico de células provenientes de tejidos u dorganos, que son colocadas en un
ambiente artificial que favorece su division, crecimiento, multiplicacién y en algunos
casos, diferenciacidn. Esta técnica ha permitido abordar novedosas tematicas tales como
la actividad intracelular, los flujos metabdlicos, las interacciones con el medio ambiente,
las interacciones célula-célula, la genética y la generacion de metabolitos de interés. A su
vez, se ha aplicado en diversas disciplinas de las ciencias naturales, abarcando desde la
biologia celular, biologia del desarrollo y la fisiologia, entre otras (Santacruz Reyes y col.,
2017).

Especificamente, los ensayos con células de mamiferos han desempefiado un
importante papel en la determinacidon de la genotoxicidad potencial de los agentes

quimicos y fisicos que rodean al hombre (Fenech, 2010).

13. Puesta a punto del diseiio experimental
En una primera instancia, y siguiendo los lineamientos de Fenech (2007), se aplicd la

técnica de aislamiento de linfocitos con Hystopaque.




Aislamiento de linfocitos

Protocolo
- La sangre se diluye en partes iguales con solucién de Hanks en un tubo estéril.
- En otro tubo estéril se agrega 2,65 ml de ficoll y se incorpora la mezcla realizada en el
paso anterior sin remover la interfaz que se genera.
- Se centrifuga a 1500 rpm por 30 minutos.
- Se aparta el plasma y se retira el anillo amarillo formado por los linfocitos en un nuevo
tubo estéril (1 ml aproximadamente) tratando de no remover el ficoll.
- Se completa con 3 ml de solucién de Hank, se resuspende y se centrifuga por 10 minutos
a 1000 rpm.
- Se retira el sobrenadante, se agrega 2 ml de Hanks nuevamente, se resuspende y se
centrifuga por 10 minutos a 700 rpm.
- Por ultimo, a las células resultantes (1 ml), se les agrega 4 ml de plasma y se completa
con 5 ml de medio HAM F12.
- La solucién obtenida en el paso anterior, se distribuye en partes iguales segun la

cantidad de ensayos que presente el disefio experimental.

A partir de las pruebas iniciales, de la bibliografia consultada y, sobre todo, en base a
las particularidades del micronutriente estudiado (hierro), se replanted la utilidad del
aislamiento de linfocitos. Al separar el plasma y el paquete eritrocitario, no se lograba
reproducir fielmente el metabolismo del micronutriente de interés. Por otro lado, los
linfocitos aislados, al ser tan pequefios, suelen formar cumulos que son muy dificiles de
disgregar, dificultando el andlisis en el microscopio. Por los motivos anteriormente
expuestos, se optd por continuar para el desarrollo metodoldgico de la tesis doctoral con
cultivos de sangre entera, sin el aislamiento de los linfocitos.

Posteriormente, se realizaron sucesivos cultivos de prueba con el fin de evaluar el

tiempo adecuado de cultivo. Para ello se utilizaron el indice mitético (IM) y el indice de




division nuclear (IDN), este ultimo a partir del ensayo de micronucleos por bloqueo de la
citocinesis (CBMN).

Se probaron 6 tiempos de cultivos y las alternativas con y sin cambio de medio de
cultivo:

a) 7 dias sin cambio de medio

b) 9 dias sin cambio de medio

c) 15 dias sin cambio de medio

d) 7 dias con 1 cambio de medio, al tercer dia de iniciado

e) 9 dias con 2 cambios de medio, al tercer y al sexto dia

f) 15 dias con 3 cambios de medio, al tercer, al sexto y al noveno dia

Los cultivos de 9 y 15 dias realizados inicialmente sin cambio del medio de cultivo
fueron descartados, ya que favorecian la contaminacion debido al tiempo transcurrido sin
la renovacion de los nutrientes y los antibidticos necesarios. Optar por cultivos de 48 o 72
horas, si bien implicaba un correcto crecimiento celular, no permitia apreciar y comparar
el impacto acumulativo de la suplementacién semanal vs. diaria.

En base a los resultados obtenidos (Capitulo VI. Hierro Fig. 10), se concluyé que el
tiempo dptimo de cultivo fue de una semana. Se optd también por trabajar sin realizar
cambios del medio de cultivo, dado que no se hallaron diferencias significativas en la
viabilidad celular entre los cultivos a los que se les realizé dicho cambio y los que no. Esto
se fundamenta en el hecho de que el propdsito de la tesis fue evaluar el efecto crénico y
acumulativo de la suplementacién diaria con sulfato ferroso, y el cambio del medio de
cultivo impedia analizar el efecto acumulativo. Si se hubiera optado por realizar los
cambios, habria que haber repuesto todo el hierro suplementado previamente,
generando un nuevo pico metabdlico, distorsionando de esta manera los resultados. Si
bien es cierto que el tiempo de cultivo es mas extenso de lo habitual, pudiendo provocar
cierto agotamiento de los nutrientes, es de resaltar que tanto los tratamientos como los
controles se encuentran sometidos a la misma condicidon, permitiendo partir entonces de

la misma base para todos los puntos experimentales. Tiempos superiores a una semana




sin cambio en el medio de cultivo, comprometian sustancialmente la viabilidad celular y
favorecian la lisis de los glébulos rojos y la contaminacidn de los cultivos.

Asimismo, se considerd apropiado no suplementar los cultivos con suero fetal bovino,
dado que se desconoce la concentracidn de hierro en el mismo. De esta manera, se optd
por la utilizacién de un medio de cultivo celular que no requiere la adicién de suero (HAM
F12/DMEM). Realizar cultivos de sangre entera permitid, a su vez, conservar el plasma
propio de la sangre evitando la precipitacidon del hierro. Las proteinas del plasma estdn
estrechamente involucradas en el proceso de solubilidad/degradacion del hierro y son
fundamentales para evitar la generacion de productos insolubles como el Fe*?, éxidos,

carbonatos y/o fosfatos (Fagali y col., 2015).

14. Cultivos de sangre entera

Los cultivos de sangre entera, constituyen un modelo experimental ideal para evaluar
deficiencias o excesos de micronutrientes sobre el dafio gendmico vy la citotoxicidad, ya
que se trata de muestras faciles de obtener y cultivar. Ademds, dado que la sangre circula
por todo el cuerpo, experimenta fluctuaciones constantes de las concentraciones de
micronutrientes que pueden representar lo que ocurre en diferentes tejidos y, por lo
tanto, puede integrar y permitir visualizar el impacto genémico de una nutricién
subdptima en todo el cuerpo (Fenech, 2010).

Las muestras empleadas en este trabajo de tesis se obtuvieron del Banco de Sangre
del Instituto de Hemoterapia de la ciudad de La Plata. Respecto al nUmero de muestras,
dado que las directrices para el ensayo CBMN (MacGregor y col., 1987) y el ensayo cometa
(OECD, 2016), no establecen un nimero minimo de donantes sanos para los protocolos in
vitro y siendo cinco el nimero minimo para los protocolos in vivo, se optd por trabajar con
un pool génico (teniendo en cuenta grupo y factor sanguineo) proveniente de 10
individuos de sexo femenino de entre 20 y 40 afios de edad, para cada uno de los ensayos

llevados a cabo.

Protocolo




- La sangre se recogid por puncion venosa con jeringa heparinizada y se cultivé en frascos
Falcon T-25 (Nunc, Denmark).

- Se utilizé como medio base al HAM F12/DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), sin
suero fetal bovino, con la adicién de antibidticos (60Ul de Penicilina y 50ug/ml de
Estreptomicina) (Bagod Laboratorio, Buenos Aires, Argentina).

- La estimulacién de los linfocitos se logré con 100 pg/ml de fitohemaglutinina
(GibcoThermo Fisher Scientific, Buenos Aires, Argentina).

- Las muestras se cultivaron a 372C en 5% de CO,, durante 7 dias (Fenech, 2007, 2010,
2014).

15. Diseio experimental
15.1. Hierro
Se establecieron 4 tratamientos:

1. Control negativo (CN): sin tratar.

2. Suplementacién semanal (HS): 0,55 mg de sulfato ferroso (Ferdrémaco Pediatrico,
laboratorios Andrémaco, Buenos Aires, Argentina).

3. Suplementacién diaria (HD): 0,14 mg de sulfato ferroso (Ferdrémaco Pediatrico,
laboratorios Andrdmaco, Buenos Aires, Argentina).

4. Control positivo (CP): bleomicina/perdxido de hidrégeno/etanol (segun la técnica).

La concentracién para simular in vitro los efectos de la suplementacidon preventiva
diaria (HD), se calculé utilizando los valores recomendados por la Sociedad Argentina de
Pediatria (suplementacion preventiva diaria: 1mg/kg/dia) (Anexo 1) (Comité Nacional de
Hematologia, 2009). Para la suplementacién preventiva semanal, en base a la bibliografia
consultada, se optd por una dosis menor a la que implicaba 7 veces (7 dias) la dosis diaria
(suplementacion preventiva semanal: 4mg/kg/semana). Las suplementaciones diaria y
semanal no son equivalentes. Se espera que una suplementacién semanal con una menor

concentracion de hierro, resulte igual de efectiva que la suplementacién diaria, al




optimizar la absorcion del hierro, y disminuya a su vez los efectos adversos del sulfato

ferroso.

15.2. Hierro y vitamina E
Se establecieron 8 puntos experimentales.
1. Control negativo (CN): sin tratar.
. Control de vitamina E;: 8,3 pug/ml (C 8,3).
. Control de vitamina E,: 16,6 ug/ml (C 16,6).

. Suplementacién hierro semanal y E;: 0,55 mg/ml + vitamina E 8,3 pg/ml (HS 8,3).

2
3
4
5. Suplementacion hierro semanal y E;: 0,55 mg/ml + vitamina E 16,6 pug/ml (HS 16,6).
6. Suplementacion hierro diario y E1: 0,14 mg/ml + vitamina E 8,3 pg/ml (HD 8,3).

7. Suplementacidn hierro diario y E;: 0,14 mg/ml + vitamina E 16,6 pg/ml (HD 16,6).

8

. Control positivo (CP): perdxido de hidrégeno/etanol/bleomicina (segun la técnica).

Se establecieron 2 concentraciones para la vitamina E (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), la mds baja corresponde a la ingesta recomendada por dia para nifios (4
mg/dia) y la mas alta al doble de la misma, calculadas para 10 ml de medio de cultivo
(vitamina Eq: 8,3 pg/ml; vitamina E,: 16,6 pg/ml). La vitamina E fue previamente disuelta
en etanol. Las concentraciones de hierro, se corresponden con las del primer disefio

experimental.

16. Técnicas desarrolladas
16.1. Cinética de proliferacion celular
16.1.1. Indice mitético

A través del indice mitético (IM) es posible evaluar la cinética de proliferacién celular.
Se calcula como el coeficiente entre el nimero de células que experimentan mitosis y el
numero total de células, de este modo permite cuantificar la divisiéon celular en ese
cultivo. Esta técnica sdlo se utilizdé durante la puesta a punto del disefio experimental, para

evaluar los tiempos adecuados de cultivo. Una vez ya establecido el disefio experimental




final, se realizaron técnicas especificas de viabilidad celular, estrés oxidativo y dafio

gendmico.

Protocolo
- Dos horas antes de finalizar los cultivos se adiciona 100 ug/ml de colchicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), para detener las células en metafase.
- Una vez trascurrido este tiempo se trasvasa el contenido del frasco a un tubo de
centrifuga y se centrifuga por 10 minutos a 1000 rpm.
- Luego se saca el sobrenadante y se agrega suavemente solucion hipotdnica (KCl 0,075
molar) (Anexo 1).
- El tubo se deja en reposo en bafio termostatico por 20 minutos a 37°C.
- Se centrifuga nuevamente por 10 minutos a 1000 rpm y luego de sacar el sobrenadante
se agrega suavemente el fijador Carnoy (metanol-acético 3:1).
- Se realizan dos cambios mas de fijador en las condiciones especificadas en el paso
inmediato anterior.
- Posteriormente se gotean los preparados segun procedimiento estandar y se analizan
con el microscopio éptico.
- El indice mitético se establece contando el nimero de células en division en 1000

células.

16.2. Viabilidad
16.2.1. MTT

Se trata de un ensayo colorimétrico para evaluar la viabilidad celular. Bajo
determinadas condiciones, la enzima NAD(P)H, puede reflejar la cantidad de células
viables presentes: esta enzima es capaz de reducir el colorante thiazolyl blue
tetrazoliumbromide MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, un
compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua y con color

amarillo, a su forma reducida que es insoluble y se denomina formazan, la cual es de color
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purpura. Para la cuantificacion, se suele adicionar un disolvente organico, como DMSO
(dimetilsulfoxido) y se mide por espectrofotometria a 550 nm.

La actividad metabdlica de las células incluye la de las enzimas deshidrogenasas. Se
considera que la accidn sobre el MTT, se debe principalmente a las deshidrogenasas
mitocondriales, en particular la succinato deshidrogenasa, pero también pueden
intervenir reductasas citosdlicas o de otros compartimentos subcelulares. Las coenzimas
reducidas resultantes (NADH y NADPH), convertiran el MTT en su formazano. Este método
ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular; y se utiliza también
para medir citotoxicidad (pérdida de viabilidad celular) o actividad citostatica (paso del
estado proliferativo al de descanso) de agentes o sustancias potencialmente téxicas. En el
caso de esta técnica se usé como control positivo etanol 10% (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania).

Protocolo
- Una vez realizado el cultivo se retiran los glébulos rojos con un buffer de lisis ACK (Anexo
11).
- Se realizan dos lavados con PBS y el recuento celular en la cdmara de Neubauer.
- Posteriormente se agregan 240 ul de la solucidn stock MTT (Anexo 1 1).
- Luego de las 3hs de incubacidn se agregan 100 pl del solvente de extraccion (DMSO) por
pocillo, se agita por 10 minutos, se centrifuga y se siembra la placa de 96 pocillos.
- Se procede con la lectura a 550 nm en un espectrofotometro con lector de placas

(Multiskan™go- Termo Fisher Scientific).

16.2.2. Rojo neutro (RN)

Se desarrollé en base al protocolo inicialmente descripto por Borenfreud y Puerner
(Borenfreund y Puerner, 1985). El colorante rojo neutro es captado y almacenado en el
interior de las células, en los lisosomas y endosomas. Si la célula pierde viabilidad, esta
sustancia se libera al medio pues sélo las células viables son capaces de retenerlo en su

interior. Para evaluar la liberacion de rojo neutro al medio de cultivo, se mide la




absorbancia en un espectrofotometro. Los resultados se expresan como porcentaje de
actividad lisosomal. Al igual que para el ensayo MTT se utiliz6 como control positivo el

etanol 10% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

Protocolo
- Una vez finalizado el cultivo de sangre se retiran los glébulos rojos con un buffer de lisis
ACK (Anexo 1).
- Se adiciona el RN durante 3 horas disuelto en PBS en una concentracion final de 0,33% (3
h, 379C) (Anexo 1).
- Finalizado el tiempo de incubacidn, se realiza un lavado con PBS.
- Posteriormente, se adicionan 100 pl de solucién de extraccién (Anexo 1) por pocillo.
- Por ultimo, se realiza la lectura del sobrenadante utilizando un espectrofotdmetro para

la medicion de la absorbancia a 550 nm (MultiskanTMgo- Termo Fisher Scientific).

16.2.3. Hemotoxicidad

La hemodlisis es el proceso de destruccion de los hematies, que conlleva la liberaciéon
del contenido intraeritrocitario en el plasma alterando su composicién. Este ensayo
colorimétrico, se basa en la deteccién por espectrofotometria del grado de lisis que sufren
los glébulos rojos (Mitarotonda, 2018). La determinacion de la actividad hemolitica resulta
de gran importancia para compuestos que son fuertes candidatos a nuevos farmacos que
deban atravesar la membrana celular e interactuar con la hemoglobina (Martinez y col.,

2013).

Protocolo
- Al término de los 7 dias de cultivo, se trasvasa el material a un tubo de centrifuga y se
centrifuga a 1200 rpm.
- Se conserva el sobrenadante y se descarta el precipitado.
- Se extraen 100 pl del mismo y se realiza la lectura a 540 nm en espectofotdmetro

(MultiskanTMgo- Termo Fisher Scientific) para determinar el grado de hemolisis.




- El control positivo (100% de hemdlisis), se obtiene del tratamiento de la sangre con

Tritén al 1% y como control negativo se utiliza solucidn fisioldgica.

16.3. Mediciones de hierro
16.3.1. Espectroscopia de absorcion atémica por llama

La espectroscopia atémica abarca un conjunto de técnicas basadas en la emision,
absorcién y fluorescencia de la radiacién producida por el vapor atémico. En la
atomizacion por llama, la disoluciéon acuosa de la muestra se dispersa o nebuliza como una
fina nube, y luego se mezcla con el combustible gaseoso y oxidante para arrastrarla al
mechero. Se utilizé espectroscopia de absorcién atémica (AAS) para determinar los niveles
de Fe en el medio de cultivo después de la suplementacion. Esta técnica se utilizé para la
primera etapa del disefio experimental.

Las muestras se diluyeron con acido tricloroacético y se analizaron mediante AAS en el
Instituto de Desarrollo e Investigaciones Pediatricas (IDIP), Profesor Fernando Viteri, del

Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sor Maria Ludovica” de La Plata.

16.3.2. Contenido de hierro total en células

Esta técnica permite evaluar la cantidad de hierro presente en las células, en este caso
de linfocitos, una vez transcurrido el tiempo de cultivo y los tratamientos
correspondientes (Fagali y col., 2015). Estas mediciones se llevaron a cabo en el
laboratorio IMBioMat (Interacciones de medios biolégicos y materiales) perteneciente al

Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas, INIFTA (CONICET-UNLP).

Protocolo
- Finalizado el tiempo de cultivo, se eliminan los glébulos rojos con el buffer de ACK
(Anexo 1).
- Se lavan bien las células con PBS, y se pasan a tubos de vidrio o Eppendorf, se centrifuga
y descarta sobrenadante.

- Luego, se deja secar 48 hs a 80 °C. Cubrir los tubos con papel.




- Se agregan 500 pl de HNO3/HCIO 4 (1:1) para mineralizar dejando el tapodn flojo hasta
que la solucidn se torne transparente.

- La cuantificacidn se realiza con batofenantrolina (Anexo 1) a 535 nm.

16.3.3. Contenido de hierro en medio de cultivo

Esta técnica permite evaluar cuanto hierro quedo en el medio de cultivo después del
tratamiento realizado (Fagali y col., 2015). Estas mediciones también se llevaron a cabo en
el laboratorio IMBioMat (Interacciones de medios bioldgicos y materiales) perteneciente
al Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas, INIFTA (CONICET-

UNLP).

Protocolo
- Se separa el medio de cultivo y homogeneiza bien.
- Luego se mezclan 100 ul de medio de cultivo con 100 pl de HCI 0,2 N (se solubiliza todo
el Fe).
- Se agregan 400 ul de desferal 2 mM y 400 ul de buffer Tris.
- Se deja incubando a temperatura ambiente por 15 minutos.

- por ultimo, se mide la absorcién a 430 nm.

16.4. Estrés oxidativo
16.4.1. T-BARS

En lo que respecta al estrés oxidativo, la medicidn de la peroxidacion lipidica de
membrana se considera un indicador bdsico. El fundamento de esta técnica es hacer
reaccionar el malonaldehido (MDA) presente en la muestra (producto secundario de la
peroxidacién lipidica) con el acido tiobarbiturico (TBA). Este proceso, permite la formacion
de un aducto conocido como MDA-TBA. Este aducto expuesto a alta temperatura (95-
100°C) y en un medio 4acido, es medido colorimétricamente a 532 nm por
espectrofotometria y su concentracion es proporcional a la absorcion registrada. Se utilizé

el control positivo universal para las técnicas de estrés oxidativo, el perdxido de hidrogeno




(Cicarelli Laboratorios San Lorenzo- Santa Fe- Argentina). En la primera parte del disefo
experimental los resultados se corresponden al analisis de la técnica en sobrenadante de
cultivo, y en la segunda parte, la técnica se realizé6 en homogenado de linfocitos. Los
resultados se analizaron por comparacién con una curva de calibracién propia en distintas

concentraciones y se expresaron como nmoles de MDA/ml.

Protocolo
- Para la medicidon en sobrenadante, se trasvasa el cultivo a un tubo de centrifuga, se
centrifuga a 12000 rpm y se utiliza directamente.
- Para la medicién en homogenado, en primer lugar se lisan los glébulos rojos con un
buffer ACK (Anexo 1).
- Luego, los linfocitos se congelan y descongelan tres veces para romper las células
mecanicamente.
- En un eppendorf se procede a colocar 50 pl de muestra, 100 ul de acido tricloroacético
(Anexo 1) y 50 pl de TBA (Anexo 1).
- Se agita cada tubo sobre un vortex y se incuba en bano termostatico 20 minutos a 95°C.
- Los tubos se enfrian y se centrifugan por 10 minutos a 4000 rpm.
- Se lee la absorbancia en espectrofotometro a 532 nm (MultiskanTMgo- Termo Fisher

Scientific).

16.4.2. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

El uso de sondas fluorescentes permite la deteccién de ROS. La sonda
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) es utilizada para detectar la presencia de
especies reactivas del oxigeno producidas en el citoplasma y en diversas organelas. Se
basa en la capacidad que tiene la DCFH-DA en fluorescer en presencia de radicales
hidroxilo, perdxidos, etc. La intensidad de fluorescencia es proporcional a los niveles de
especies oxidantes (Paraidathathu y col., 1992; Young y col., 2002). En este caso, se agrego

un control antioxidante con N-Acetil Cisteina (NAC).




Protocolo
- Finalizado el tiempo de cultivo se lisan los glébulos rojos con un buffer de ACK (Anexo 1)
y se lava el paquete celular restante con PBS.
- Se realiza el conteo con la cdmara de Neubauer y se siembra una placa de 96 pocillo con
100 pl de suspension celular y 100 pl de la diclorofluoresceina 10 uM (Anexo 1).
- Se incuba en oscuridad por 20-30 minutos a 37°C.
- Se procede a la lectura por fluorometria donde la longitud de excitacién es de 488 y de
emision de 535.
- Se utiliza el Nac (5 mM), (Anexo 1) un potente antioxidante, como control negativo; y

perdxido de hidrégeno (1M), como control positivo.

16.4.3. Lactato deshidrogenasa (LDH)

La encima LDH se utiliza como indicador de disrupcidon y muerte celular. La misma
cataliza la reaccion reversible de lactato a piruvato, pudiendo utilizarse ambos
compuestos como sustrato. Cuando ocurre la oxidacidn de lactato a piruvato se reduce el
NAD a NADH.

La LDH se encuentra concentrada en el corazdn, rifdn, higado, musculo y glébulos
rojos, entre otros. Cuando se realiza la evaluacion en gldbulos rojos, se utiliza como un
indicador de estado oxidante total. Se realizé con un kit de Wiener Laboratorios S.A.I.C. -

Rosario - Argentina, adaptado para su realizacion en formato de placa de 96 pocillos.

Protocolo
- La sangre se centrifuga a 700-1.000 g durante 10 minutos a 4°C.
- Se elimina con pipeta la capa de plasma amarilla superior sin alterar la capa leucocitaria.
- Los eritrocitos se lisan mezclandolos con cuatro veces su volumen de agua de grado HPLC
helada.
- Se centrifuga a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C.
- Luego, se recoge el sobrenadante (lisado de eritrocitos) y se congela a -80°C o se

prosigue con la técnica.




- Se realiza una nueva dilucion 1/10 en PBS y se toman 100 pl de esa muestra.

- Se reconstituye el vial de NADH con la solucion buffer de Tris, pH 7,2 conteniendo el
piruvato y cloruro de sodio.

- En una placa de 96 pocillos se agregan 100 ul de muestra previamente diluida (1/100) y
100 ul de reactivo.

- Se determina la concentracion de LDH a partir de la velocidad de desaparicién del NADH,
medido a 340 nm.

- Se realizaron 40 mediciones cada 15 segundos.

16.4.4. Enzimas Antioxidantes

16.4.4.1. Superdxido dismutasa (SOD)

Esta técnica resulta un método indirecto de evaluacion del estrés oxidativo. La enzima
superéxido dismutasa (SOD) es un potente antioxidante. Cataliza la dismutacion del
radical superdxido (O,-) en oxigeno (0,) y perdxido de hidrégeno (H,0,).

Se llevd a cabo mediante la utilizacidon de dos kits comerciales:

1- Ransod (Randox Laboratories LHD, United Kingdom). Se siguié el protocolo como se
especifica en la hoja técnica, adaptando el mismo a muestras de cultivo. Este kit se utilizd
para la primera parte del disefio experimental para la comparacién entre el hierro diario y
semanal. Este método emplea xantina y xantina oxidasa (XOD) para generar radicales
superdxido que reaccionan con cloruro de 2- (4-yodofenil) -3 - (4-nitrofenol) -5 -
feniltetrazolio (INT) para formar el colorante rojo formazan. La actividad de superéxido
dismutasa se mide luego por el grado de inhibicién de esta reacciéon. Una unidad de SOD
es la que provoca una inhibicién del 50% de la tasa de reduccion de INT en las condiciones

del ensayo.

Protocolo
- La sangre entera se centrifuga a 3000 rpm por 10 minutos para separar el plasma con el

medio de cultivo del paquete globular.




- Se toman 0,5 ml del paquete globular y se centrifuga nuevamente durante 10 minutos a
3000 rpm.

- Luego se lavan los eritrocitos cuatro veces con 3 ml de solucion de NaCl al 0,9%
centrifugando durante 10 minutos a 3000 rpm después de cada lavado.

- Se completa hasta 2,0 ml con agua fria redestilada, se mezcla y deja reposar a 4°C
durante 15 minutos.

- El lisado se diluye con tampdn fosfato 0,01 mol/l pH 7,0, de modo que el porcentaje de
inhibicion se situe entre 30 y 60%.

- Se recomienda una dilucién de lisado de 25 veces para muestras humanas (factor de
dilucién final = 100).

- Se lee con lector de placa a 505 nm en cubeta de cuarzo.

- De manera paralela, se realiza una curva de calibracién y una muestra control para lograr

la confiabilidad de los resultados.

2- Cayman (Cayman Chemical, Michigan, USA). Se realiz6 el protocolo siguiendo las
especificaciones exactas de la hoja técnica para muestras de eritrocitos. Este kit se utilizd
para la segunda parte del disefio experimental (hierro y vitamina E).

El kit de ensayo de superéxido dismutasa de Cayman utiliza una sal de tetrazolio para
la deteccion de radicales superéxido generados por la xantina oxidasa y la hipoxantina.
Una unidad de SOD, se define como la cantidad de enzima necesaria para exhibir una
dismutacién del 50% del radical superéxido. Este ensayo de SOD mide los tres tipos de

SOD (Cu/Zn, Mn y FeSOD).

Protocolo
- La sangre se centrifuga a 700-1.000 g durante 10 minutos a 4°C. Se elimina con pipeta la
capa de plasma superior amarilla sin alterar la capa leucocitaria.
- Los eritrocitos se lisan suspendidos en cuatro veces su volumen de agua de grado HPLC
helada.

- Se centrifuga a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C.




- Se recoge el sobrenadante (lisado de eritrocitos) y se congela a -80°C.

- El lisado de eritrocitos debe diluirse 1:100 con tampdn de muestra antes de analizar la
actividad de SOD.

- Se agregan 200 pl del detector de radicales diluido y 10 ul de estandar (tubos A-G) por
pocillo en los pocillos designados en la placa.

- Se adicionan 200 pul del detector de radicales diluido y 10 pl de muestra a los pocillos.

- Para iniciar la reaccidén hay que agregar, lo mas rdpido posible, 20 ul de xantina oxidasa
diluida a todos los pocillos. Se debe anotar la hora exacta de comienzo.

- Se agita con cuidado la placa de 96 pocillos durante unos segundos para mezclar
cubriendo la placa con la tapa.

- La placa se incuba en un agitador durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego se

lee la absorbancia a 440-460 nm utilizando un lector de placas.

16.4.4.2 Catalasa

Esta técnica colorimétrica constituye un método directo de evaluacién del estrés
oxidativo. La catalasa pertenece al grupo de antioxidantes enzimaticos, la cual cataliza la
descomposicién del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. La actividad de la misma se
determina observandose una disminucion de la absorbancia del perdxido de hidrégeno a
240 nm a tiempo cero y en el transcurso de cinco minutos. La lectura se realiza en un
espectrofotémetro. Para la muestra blanco se utiliza buffer fosfato de sodio. Una unidad
de enzima catalasa se define como 1 umol de peréxido de hidréogeno consumido por

minuto.

Protocolo
- La sangre se centrifuga durante 10 minutos y se separa el plasma del paquete
eritrocitario.
- Se lava con solucidn fisioldgica, se centrifuga y se repite el procedimiento dos veces mas.

De ser necesario, se puede congelar el paquete eritrocitario a -20°C.




- Los eritrocitos se hemolizan con agua destilada empleando una dilucién 1/20, se agita
vigorosamente y se centrifuga durante 10 minutos.

- Se recolecta el sobrenadante y se diluye 1/100 con buffer fosfato de sodio 50 mM a pH
7.0.

- En la cubeta de cuarzo se colocan el buffer y la muestra y se homogeniza todo con la
pipeta.

- Se adiciona el perdxido de hidrégeno y se vuelve a homogenizar.

- La absorbancia se lee en espectrofotémetro a 240 nm, a tiempo cero y luego de

transcurridos 5 minutos.

16.5. Dafio genético
16.5.1. Micronucleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN)

La simplicidad de la técnica y la variedad de aplicaciones que posee el ensayo CBMN,
tanto in vivo como in vitro en diferentes tipos celulares, lo convirtieron en una
herramienta de suma utilidad para la evaluacién de anomalias cromosdmicas (Kirsch-
Volders y col., 2003). Este ensayo ha sido recurrentemente utilizado para el estudio de la
genotoxicidad causada por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos (Fenech, 2007)

En 1976 el ensayo de micronucleos fue propuesto por primera vez y desde entonces ha
sufrido varias modificaciones, que le permitieron ampliar su campo de aplicabilidad. Una
de la modificaciones mas importantes fue la utilizacion, en bajas concentraciones, de la
Citocalasina B producida por el hongo Helminthosporium dematioideum. La misma
bloquea la citocinesis y la movilidad celular permitiendo obtener células binucleadas (BN)
(Fenech y Morley, 1985a, 1985b). De esta manera, la utilizacion de la citocalasina permitid
el andlisis de aquellas células que hubieren sufrido la injuria a evaluar durante ese ciclo
celular, evitando el conteo de aquellas células que se hallaran en interfase y que adn no se
hubieran dividido. De este modo se logra una apreciacidn de la frecuencia real de dafio
inducido (Fenech, 2007).

Un micronucleo (MNi) consiste basicamente en un fragmento acéntrico de un

cromosoma o un cromosoma completo que no se ha distribuido adecuadamente en




ninguno de los dos nucleos hijos durante anafase (Fig. 7). De este modo, la técnica
permite analizar procesos clastogénicos y/o aneugénicos, respectivamente (Fenech,
2010).

Asimismo, esta técnica permite realizar el conteo de los puentes nucleopldsmicos
(NPBs) que se forman entre los nucleos de una célula BN, ya que proveen una medida de
la frecuencia de rearreglos cromosémicos (Umegaki y Fenech, 2000), producto de
cromosomas dicéntricos que no se han separado correctamente en anafase (Fig. 7). Son
utilizados como biomarcadores de reparaciéon erréonea del ADN y/o de fusiones
teloméricas.

Con posterioridad al surgimiento de la técnica, se descubrié otro mecanismo de
formacién de MNi conocido como brote nuclear (NBUDs). Shimizu y colaboradores (1998;
2000) demostraron que la amplificacion del ADN se localiza en sitios especificos de la
periferia del nucleo y se elimina a través de brotes nucleares que forman los MNi durante
la fase S del ciclo celular. Los NBUDs presentan una morfologia semejante a los MNi, pero

se encuentran unidos por un pedunculo al nucleo celular (Lindberg y col., 2007) (Fig. 7).

Evento genotéxico
G0,G1, 8, G2

Micromicleo

Figura 7. Evento genotodxico (Gambaro y col., 2018a).




Asimismo, para demostrar que la proliferacién celular es suficiente para asegurar que
la mayoria de las células contadas deriven de la primera o de la primera y segunda division
luego del tratamiento, se debe calcular el indice de divisidon nuclear (IDN).

IDN= 1 x no. de células mononucleadas + 2 x no. de células binucleadas + 3 x no. de

células tri y tetranucleadas / no. total de células contadas (500).

Protocolo

Se implementé de acuerdo al método de Fenech y Morley (1985b), con las
modificaciones propuestas posteriormente por Fenech (2007).
- Aproximadamente 30 hs antes de terminar el cultivo de sangre, se adicionan 100 pl de
citocalasina B (3 pg/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA).
- Finalizado el tiempo de cultivo se trasvasa el contenido del frasco a un tubo Falcon con el
cual se centrifuga por 10 minutos a 1200 rpm.
- Se saca el sobrenadante, se agrega suavemente solucidon hipotdnica fria (CIK 0,075
molar) y se centrifuga nuevamente por 6 minutos a 1200 rpm.
- Se saca nuevamente el sobrenadante y se agrega el fijador | (cloruro de sodio-metanol-
acético 6:5:1).
- Se realizan dos cambios mas con fijador Il (metanol-acético 5:1), previa centrifugacion
por 10 minutos a 1200 rpm.
- Luego de 24 hs de reposo en heladera, se procede al goteo de material en portaobjetos.
- Los preparados se tifien con colorante Giemsa durante 10 minutos.
- Se analizan 1000 células por punto experimental, de acuerdo a los criterios de Fenech,

con microscopio dptico con objetivo de magnitud de 40x (Fenech, 2007).

Para realizar la clasificaciéon de las células se siguieron los criterios establecidos por
Fenech (2007), segun se detalla a continuacion.
v" Células binucleadas (CB): corresponde a aquellas células detenidas en citocinesis,

con dos nucleos principales, que no poseen dafio en el material genético (Fig. 8a).




v' Células binucleadas con microntcleos (MNi): son aquellas células que poseen
nucleos pequeiios ademas de ambos nucleos principales (Fig. 8b).

v' Células binucleadas con puentes nucleopldsmicos (NPBs): células con puentes
nucleoplasmicos entre ambos nucleos principales (Fig. 8c).

v/ Células binucleadas con brotes nucleares (NBUDs): presencia de brotes de

cromatina unidos a alguno de los nucleos principales por un pedunculo (Fig. 8d).

Figura 8. Clasificacion de las células para el ensayo CBMN (Fenech, 2007).

16.5.2. Electroforesis en gel de células aisladas (ensayo cometa)

El ensayo cometa (EC), conocido también como electroforesis de células aisladas
constituye uno de los principales métodos para estimar el dafio en el ADN, tanto en
biomonitoreo poblacional y en pruebas de genotoxicidad, como en investigaciones
relacionadas al dafo y reparacion en el ADN (Collins, 2004).

Este ensayo consiste en someter a electroforesis a una muestra de células
previamente embebida en agarosa, colocada sobre un portaobjetos y lisada en una
solucién conteniendo el detergente tritdn X-100. La electroforesis produce la migracion
del ADN nuclear de cada célula a lo largo del campo eléctrico, en forma proporcional a la

cantidad de dafio presente. De esta manera, su nombre se debe a la imagen que se




obtiene luego de la corrida electroforética, la cual se asemeja a un “cometa” formado por
una cabeza, cuyo componente principal es el ADN nuclear intacto, y una cola, constituida
por los fragmentos del ADN dafiado.

Tanto Singh y colaboradores (1988) como Olive (1999) propusieron, de manera
independiente, desarrollar la lisis celular a un pH elevado. La utilizaciéon de soluciones
alcalinas permitié la formacién de colas de cometas mas pronunciadas, extendiendo el
rango de dafo que puede ser detectado (Collins y col., 2001). En la actualidad, la versiéon
del ensayo mas utilizada para identificar los efectos de los agentes genotdxicos, es la
version alcalina (pH>13) y resulta fundamental para la visualizaciéon de los fragmentos
generados por la ruptura de una o ambas hebras del ADN. Esta versidon es capaz de
detectar rupturas de simple y doble cadena en el ADN, sitios labiles al dlcali (como por
ejemplo sitios apurinicos), entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas, y rupturas de
cadena simple asociadas a la escisidon incompleta de sitios de reparacién (Choucroun y
col., 2001).

Los fragmentos de ADN, son liberados durante la exposicion a la solucion de lisis y
migran como consecuencia de la electroforesis (Choucroun y col., 2001). Dada su carga
negativa, tenderan a desplazarse a través de un gel de agarosa en respuesta a un campo
eléctrico. La distancia de migracion de los fragmentos de ADN dependera directamente
del tamafio de los mismos. Es importante destacar que las lesiones en el ADN, resultantes
en ruptura de cadena, incrementan la migracion del ADN en el gel de agarosa, mientras
gue los enlaces cruzados de ADN-ADN y ADN-proteina resultan en un retraso en la
migracidn comparado con sus correspondientes controles (Tice y col., 2000). Asi, se asume
gue a mayor cantidad de rupturas se corresponde una mayor cantidad de fragmentos de
bajo peso molecular aumentando la cola del cometay, por ende, sus parametros.

Las principales ventajas de este ensayo incluyen: a) la obtencidn de datos al nivel de
células individuales, permitiendo posteriormente realizar andlisis estadisticos robustos; b)
la necesidad de obtener pocas células por punto experimental; c) la sensibilidad para
detectar el ADN dafiado; d) su utilizacién con cualquier tipo celular eucariota, tanto en

condiciones in vivo como in vitro.




Protocolo

Se implementd de acuerdo al método de Singh y colaboradores (1988), con algunas
modificaciones menores. El protocolo se desarrolld de la siguiente manera:

- Se toman 30 pl de solucidn celular y se suspenden en 170 ul de agarosa de bajo punto de
fusion (ABPF) (Anexo 1)

- Se siembran 2 portaobjetos, previamente tratados con 100 ul de agarosa de punto de
fusion normal (APFN) (Anexo 1).

- Las muestras se cubren con un cubreobjetos y se mantienen a 42C durante 10 minutos.

- Posteriormente se retiran los cubreobjetos y se conservan los preparados en solucién de
lisis durante 2 hs a 42C (Anexo 1).

- A continuacion, los portaobjetos se transfieren a la cuba de electroforesis horizontal
cubiertos con solucion buffer pH>13 durante 20 minutos a 42C (Anexo 1).

- La corrida electroforética se realiza bajo las siguientes condiciones: 20 voltios, 200 mA
durante 20 minutos a 4°C.

- Una vez completada la corrida electroforética, se neutraliza el pH de las muestras por
medio de tres lavados con Tris-Cl a temperatura ambiente (Anexo 1).

- Para la visualizacién de las muestras los portaobjetos se tifien con 20 ul de colorante
Syber Green 1 (Anexo 1).

- Por ultimo, se realiza el andlisis al microscopio de fluorescencia con un objetivo 40x.

Se utilizd un microscopio Olympus modelo BX 40 equipado con un cubo de
fluorescencia Olympus modelo U-MNB con filtro de excitacion de 470-490 nm y de
emisién de 520 nm de longitud de onda.

Todo el protocolo se realiza en oscuridad, para evitar el dafio que podria causar la luz

sobre el material genético.

Andlisis de las imdgenes
Se realizaron 2 preparados por punto experimental y se analizaron al azar 100

imagenes por cada uno. A cada una de ellas, se le asignd un valor entre 0 a 4, de acuerdo




con el nivel de dafio observado, siguiendo los criterios de Collins (2004) detallados a

continuacion.

a.

Grado 0: células sin dafio en el ADN. La totalidad del ADN se encuentra en la
cabeza del cometa (Fig. 9a).

Grado 1: células con dafio leve en su ADN. La mayor parte del ADN se encuentra en
la cabeza del cometa y pocos fragmentos en su cola (Fig. 9b).

Grado 2: células con dafio intermedio en su ADN. La mayor parte del ADN se
encuentra en la cabeza y varios fragmentos en la cola del cometa (Fig. 9c).

Grado 3: células con daino severo en su ADN. La menor parte del ADN se encuentra
en la cabeza y muchos fragmentos en la cola del cometa (Fig. 9d).

Grado 4: células con dafio grave en su ADN. La cabeza del cometa practicamente
desaparece de la imagen, ya que casi la totalidad del ADN se encuentra formando

su cola (Fig. 9e).

Figura 9. Clasificacion de los niveles de dafio citomolecular (Collins, 2004).

De este modo, el puntaje total obtenido para cada gel podria oscilar entre 0 “unidades

arbitrarias”, cuando todas la células analizadas se encuentran sin dafio; y 400 "unidades

arbitrarias”, cuando todas las células analizadas tienen el mayor de los dafios.




En base a esta clasificacion, se establecié para cada uno de los geles un indice de dafio

genético (ID), segun la siguiente formula (Collins, 2004).

ID=(1 x NG1 + 2x NG2 + 3 x NG3 + 4 x NG4) x 100

16.6. Resumen técnicas

Total de células analizadas

En la Tabla 3, se realiza un resumen de las técnicas utilizadas para cada uno de los

dos modelos analizados (hierro; hierro y vitamina E).

Técnicas

IM

MTT

RN

Hemolisis

Hierro/Absorcion Atémica

Hierro Medio de Cultivo

Hierro Celular

T-BARS

ROS

LDH

SOD

Catalasa

CBMN

Hierro

Hierro y vitamina E




Ensayo cometa 4 v

Tabla 3. Resumen de técnicas aplicadas a cada disefio experimental.

17. Analisis estadistico

Para cada ensayo, se realizaron 3 experimentos independientes los cuales se
representaron con la media £+ desvio estandar. Se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA
simple) para aquellas variables normalmente distribuidas. Cuando las diferencias
resultaron significativas, se realizé la prueba de contraste de multiples rangos. A partir de
esta prueba a cada tratamiento se le adiciona una letra, donde los grupos que no
comparten la misma son significativamente diferentes entre si. Para las variables que no
presentaron una distribucién normal, se realizé el andlisis de Kruskal Wallis. El analisis de
datos se llevd a cabo a través del programa estadistico Statgraphics® 5.1 software

(Manugistics Inc., Rockville, MD) y se considerd P < 0,05 estadisticamente significativo.




CAPITULO VI. RESULTADOS y ANALISIS: HIERRO

18. Resultados de la puesta a punto del disefio experimental
Como fue explicado en el apartado de Métodos y Técnicas, para poder tomar una
decisidn acerca del disefio experimental y definir el tiempo éptimo de cultivo, se comenzdé

evaluando el indice mitdtico (IM) y el indice de division nuclear (IDN).

18.1. indice mitdtico e indice de division nuclear

Los resultados encontrados para IM e IDN se muestran en la tabla 4 y en la figura 10.
Las diferentes combinaciones analizadas para establecer el tiempo de cultivo presentaron
una eficiencia similar. Cuando se analizaron estadisticamente los datos, a través del
ensayo de ANOVA simple, no se observaron diferencias significativas en relacién a los
distintos tiempos de cultivos (IM F= 6,24 p= 0,0546 y IDN F= 0,08 p= 0,9648). Debido a
ello, se decidié llevar a cabo el disefio experimental mediante la realizacién de cultivos de
siete dias de duracidn sin cambios en el medio de cultivo, por los motivos explicados en la

metodologia.

Tiempo de Cultivo IM (%) IDN
7 dias s/ cambio 1,25(0,07) 1,198 (0,003)
7 dias 1 cambio 1,35(0,07) 1,198 (0,001)
9 dias 2 cambios 1,05(0,07) 1,197 (0,019)
15 dias 3 cambios 1,3(0,14) 1,194 (0,002)

Tabla 4. Valores de IM e IDN en sangre entera para distintos tiempos de cultivo. IM p=0,0546 y IDN
p=0,9648. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre

paréntesis.




Tiempos de cultivo
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Figura 10. Viabilidad en diferentes tiempos de cultivo en sangre entera. IM (%o) e IDN. IM F= 6,24 p=
0,0546 y IDN F= 0,08 p= 0,9648.

19. Resultados hierro
19.1. Cinética de proliferacion celular
19.1.1. indice mitético (IM)

En lo que respecta al IM, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre puntos experimentales con la prueba de ANOVA simple (F= 41,18; p= 0,0000). A su
vez, se efectud un andlisis por contraste de multiples rangos, en donde se detectaron tres
grupos homogéneos: a) HS; b) HD y CN; c) CP (Fig. 11). La suplementacidon con hierro

semanal presentd un IM significativamente mas elevado que con hierro diario (Tabla 5).

Cultivos | indice mitético (IM) (%o)
CN 1,53 (0,28)
HS 2,03 (0,25)
HD 1,33 (0,23)
cP 0,66 (0,19)




Tabla 5. Ensayo IM. ANOVA simple (p= 0,0000). Los valores estdn expresados cada 1000 células y

corresponden al promedio de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.

Indice mitdtico

Figura 11. Ensayo IM. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes

entre si (p= 0,0000). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdndar.

19.2. Viabilidad celular
19.2.1. MTT

En la tabla 6 y la figura 12, se expresan los resultados obtenidos con el ensayo MTT.
Como la distribucién de los datos no fue normal, se utilizé la prueba de Kruskal Wallis para
la comparacién de los resultados y se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambas suplementaciones (P <0,01). Los grupos que presentaron mayor
viabilidad celular fueron el CN y el HS. Al realizar la comparacion de a pares, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre: CN y HD; CN y HS; CN y CP

(P<0,01); HD y HS (P <0,05).




Cultivos

MTT (%)

CN

HS

HD

cp

98 (1)
68 (5)
62 (7)

40 (6)

Tabla 6. Ensayo MTT. Porcentaje de viabilidad. Kruskal Wallis (P <0,01). Los valores se corresponden al

promedio de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 12. Ensayo MTT. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes

entre si (Kruskal Wallis P <0,01). Los valores se corresponden a los porcentajes y las barras al desvio

19.2.2. Rojo neutro (RN)

estandar.

En la tabla 7 y la figura 13, se presentan los resultados del ensayo de RN. Debido a que

los datos estaban normalmente distribuidos, se realizé un andlisis de ANOVA simple, que

permitio6 observar diferencias estadisticamente

significativas entre los puntos

experimentales (P <0,01). Al igual que en el MTT, la mayor viabilidad se observé en el CN y




HS. El contraste por multiples rangos, evidencié tres grupos definidos entre los

tratamientos: a) CN, b) HD y HS, c) CP.

Cultivos RN (%)
CN 100 (10)
HS 95 (4)
HD 92 (7)
cpP 46 (2)

Tabla 7. Ensayo Rojo Neutro. Porcentaje de viabilidad. ANOVA simple (P <0,01). Los valores se corresponden
a los promedios de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.

Rojo neutro
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Figura 13. Ensayo RN. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes

entre si (ANOVA simple P <0,01). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdndar.




19.2.3. indice de divisién nuclear (IDN)

En la tabla 8 y la figura 14, se muestran los valores del IDN establecidos a través del
ensayo CBMN. Se observé una disminucién del mismo en los cultivos HD, HS y CP. El IDN
mas elevado se encontrd en los cultivos correspondientes al CN. A partir del ensayo de
ANOVA simple, se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (P
<0,0001). El analisis por contraste de multiples rangos, permitié visualizar tres grupos
homogéneos: a) CN, b) HD y HS y c) HD y CP. La suplementacién con hierro semanal

presentd un IDN ligeramente superior al diario.

Cultivos IDN
CN 1,21 (0,004)
HS 1,1805 (0,007)
HD 1,17 (0,007)
cpP 1,162 (0,014)

Tabla 8. IDN a partir del Ensayo CBMN. ANOVA simple P <0,0001. Los valores se corresponden al promedio
de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 14. IDN, Ensayo CBMN. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes entre si (ANOVA simple P <0,0001). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio

estandar.

19.2.4. Resumen de las técnicas de viabilidad celular

En la tabla 9, se presentan los datos resumidos de las técnicas de viabilidad celular
analizadas (IM, MTT, RN e IDN), comparando especificamente ambas formas de
administracion del sulfato ferroso (HS vs. HD). Se puede observar que en todos los casos la

suplementacidon semanal presenta una mayor viabilidad que la diaria.

Técnica IM MTT RN IDN

HS>*HD  HS>* HD HS > HD HS > HD

Tabla 9. Cuadro comparativo técnicas de viabilidad celular para ambos tipos de suplementacién. HS:

Hierro Semanal, HD: Hierro Diario, <: tendencia no significativa, <* tendencia estadisticamente significativa.




19.3. Mediciones de hierro

La cuantificacion de hierro por espectroscopia de absorciéon atémica evaluada al
término de la suplementacién en el sobrenadante de cultivo, arrojé para ambos controles
(CN y CP) valores similares a los blancos (agua), esta cantidad varia entre 0,5y 2 pg/ml
(Tabla 10). En el HD se encontrd una concentracién de 12,4 ug/ml de hierroy en el HS 7,3
pg/ml (Tabla 10). La diferencia entre ambos tipos de suplementacidon resultéd
estadisticamente significativa (p= 0,003). Estos resultados son similares a los obtenidos
por espectrofotometria por medio de la técnica colorimétrica con desferal (Figura 15). En
el caso de los suplementos se observaron valores similares, en el HD 13,9 ug/ml de hierro
y en el HS 8,3 pug/ml. Para este técnica, la diferencia entre ambos tipos de suplementacién
(diaria vs. semanal) también resultd estadisticamente significativa (p= 0,002).
Lamentablemente, los valores de hierro de ambos controles se encontraron por debajo

del limite de deteccidén, por lo cual no pudieron determinarse (n.d.).

. Absorcidn . .
Cultivos L. Colorimetria
atomica
CN 2(0,1) n.d.
HS 7,3 (0,3) 8,3 (0,4)
HD 12,4 (0,4) 13,9 (0,6)
cp 2(0,2) n.d.

Tabla 10. Mediciones de hierro por absorcion atomica (HS vs. HD ANOVA simple p= 0,003) y colorimetria (HS
vs. HD ANOVA simple p= 0,002). Los valores estdn expresados en ug/ml. Los valores se corresponden al
promedio de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 15. Comparacion de la medicidn de hierro (ug/ml) en sobrenadante de medio de cultivo por
absorcion atémica (HS vs. HD ANOVA simple p= 0,003) y por colorimetria (HS vs. HD ANOVA simple
p=0,002).

19.4. Estrés oxidativo

19.4.1. T-BARS
La peroxidacion lipidica fue analizada a partir del ensayo de T-BARS (Tabla 11, Fig. 16).

Los valores se estimaron en el sobrenadante del medio de cultivo. Se realizd la prueba de
ANOVA simple y las diferencias entre los puntos experimentales resultaron
estadisticamente significativas (P <0,001). La mayor peroxidacion lipidica se observé en el
CP, seguido por el HD. Se analizé por contraste de multiples rangos y se distinguieron 3
grupos: a) CN y HS; b) HS y HD; c) HD y CP. La suplementaciéon HS presentdé una menor

peroxidacion lipidica que la HD.




Cultivos

T-BARS
(nmol MDA/ml)

CN

HS

HD

CcpP

35(0,7)
37(5,9)
42 (3,5)

80 (2,6)

Tabla 11. Ensayo T-BARS. Valores de peroxidacion lipidica. ANOVA simple P <0,001. Los valores se

corresponden a los promedios de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.

T-BARS

nmol MDA/ml

Figura 16. Ensayo T-BARS. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes

entre si (ANOVA simple P <0,001). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdndar.

19.4.2. Enzimas antioxidantes

En lo que respecta a la evaluacién de la respuesta enzimatica antioxidante del sistema

in vitro, se realizaron los ensayos de SOD (Tabla 12, Fig. 17) y catalasa (Tabla 13, Fig. 18).

Para ambas técnicas el HS tuvo la menor respuesta enzimatica antioxidante.




19.4.2.1. Superdxido dismutasa (SOD)

En el ensayo SOD, los resultados obtenidos fueron comparados a través de la prueba
de ANOVA simple, la cual arrojo diferencias estadisticamente significativas (P <0,05). En el
contraste de multiples rangos se distinguen tres grupos homogéneos: a) HSy CN; b) CNy

HD; c) CP. La suplementacién HS presenté el indice mas bajo de USOD/ml.

Cultivos IOl
(USOD/ml)
CN 287,88 (57)
HS 224,81 (42)
HD 323,84 (41)
cp 413,85 (40)

Tabla 12. Ensayo SOD. ANOVA simple (P <0,05). Los valores corresponden a los promedios de los 3 bloques
experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 17. Ensayo SOD. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes

entre si (ANOVA simple P <0,05). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdndar.

19.4.2.2. Catalasa

Para catalasa las diferencias entre los puntos experimentales, analizadas a través de la
prueba de ANOVA simple, también resultaron estadisticamente significativas (P <0,001).
Posteriormente, se realizé el andlisis por contraste de multiples rangos y se observaron
tres grupos: a) CN y HS, b) CN y HD y, por ultimo, c) CP. La suplementacién HS presentd los

menores valores expresados en U catalasa/ml de eritrocitos.

Cultivos Cat
(UcCatalasa/ml)
CN 49137 (1630)
HS 39526 (6057)
HD 51801 (9526)
cp 85821 (1630)

Tabla 13. Ensayo Catalasa. ANOVA simple P <0,001. Los valores corresponden a los promedios de los 3
bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 18. Ensayo Catalasa. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes entre si (ANOVA simple P <0,001). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio

estandar.

19.5. Daino genético
19.5.1. Micronucleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN)
Para valorar el daflo cromosdmico, se contabilizé la frecuencia de MNi, NPBs y NBUDs

en 1.000 células binucleadas (Tabla 14).




Cultivos MNi %o NPBs %o NBUDs %o
CN 0,98 (3,7) 0,05 (0,6) 0(0,0)
HS 1,15 (3,41) 0,13 (0,9) 0(0,0)
HD 1,95 (3,10) 0,2 (0,8) 0,025 (0,5)
cpP 3,03 (4,0) 0,3(1,6) 0,15 (1)

Tabla 14. Ensayo CBMN. Los valores corresponden a las frecuencias en 1000 células y entre paréntesis

se indica el desvio estdndar.

Las mayores frecuencias de MNi se encontraron en el CP y en el HD (Fig. 19). El andlisis

por ANOVA simple arrojo diferencias estadisticamente significativas (P <0,001). A su vez,

el analisis por contraste de multiples rangos separé los datos en 3 grupos: a) CN y HS; b)

HD y c) CP. Se observd un aumento significativo de MNi en la suplementaciéon HD respecto

de la HS.




CBMN

MNi (%)

Figura 19. Frecuencias de MNi en 1000 células en el ensayo CBMN. Los grupos que no comparten la
misma letra son significativamente diferentes entre si (ANOVA simple P <0,001). Los valores corresponden a

los promedios y las barras al desvio estdndar.

Las frecuencias obtenidas de puentes (NPBs) (Fig. 20) y brotes nucleares (NBUDs) (Fig.

21) fueron muy bajas para todos los puntos experimentales. En el caso de los NPBs, los

resultados fueron comparados a través del ANOVA simple, el cual resultd

estadisticamente significativo (P <0,05).
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Figura 20. NPBs en el ensayo CBMN. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes entre si (ANOVA simple P <0,05). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio

estandar.

En el caso de los NBUDs, como los datos no respondian a una distribucién normal, se
utilizé la prueba de Kruskal Wallis. La comparacién de a pares resulté estadisticamente
significativa (P <0,05), tanto para el CP respecto del CN como para el CP respecto del HS.
La comparacién entre el resto de los puntos experimentales no reflejé diferencias

significativas. La frecuencia para la suplementaciéon HS fue nula.
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Figura 21. NBUDs en el ensayo CBMIN. Los grupos que no comparten la misma letra son
significativamente diferentes entre si (Kruskal Wallis p <0,05). Los valores corresponden a los promedios y las

barras al desvio estdndar.

19.5.2. Electroforesis en gel de células aisladas (Ensayo cometa)

En lo que respecta al ensayo cometa en su version alcalina, se procedié a calcular el
indice de dafno (ID) (Tabla 15, Fig. 22). Su analisis, utilizando la prueba de ANOVA simple,
arrojo diferencias estadisticamente significativas (P <0,0001). El mayor ID, se correspondid
al CP seguido por el HD. Por medio de la prueba de contraste de multiples rangos se
pudieron diferenciar tres grupos: a) CN y HS, b) HD y c) CP. La suplementaciéon HS presentd

un dafo genético significativamente inferior al HD.

Cultivos ID
CN 19,16 (13)
HS 26,25 (11)
HD 51,08 (13)
cpP 149 (53)




Tabla 15. ID Ensayo cometa. ANOVA simple P <0,0001. Los valores se corresponden al promedio de los 3
bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 22. Ensayo Cometa. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes entre si (ANOVA simple P <0,0001). Los valores corresponden a los promedios de indice de dafio y

las barras al desvio estdndar.

19.5.3. Resumen de las técnicas de estrés oxidativo y dafio genético

En la tabla 16, se presentan los datos resumidos de las técnicas de estrés oxidativo
y dafio genético analizadas (T-BARS, SOD, Cat, MNi y EC), comparando especificamente
ambas formas de administracion del sulfato ferroso (HS vs. HD). Se puede observar que en
todos los casos la suplementacién semanal presenta un menor estrés oxidativo y dafo

genético que la diaria.




Técnica T-BARS SOD Cat MNi EC

HS < HD HS<*HD HS<*HD  HS <* HD HS < HD

Tabla 16. Cuadro comparativo técnicas de estrés oxidativo y dafio genético para ambos tipos de
suplementacion. HS: Hierro Semanal, HD: Hierro Diario, <: tendencia no significativa, <* Tendencia

estadisticamente significativa.




20. Discusion hierro

Como se explicité en el apartado de Antecedentes, la bibliografia que compara la
suplementacion con hierro diario y semanal en infantes es muy escasa. La mayoria de los
trabajos son in vivo y principalmente evallan los marcadores bioquimicos. Se trata de
ensayos clinicos controlados, estandarizados y aleatorizados en personas con ADH, donde
se utiliza el tratamiento terapéutico. Muchos de ellos, sostienen que la alternativa
semanal es efectiva y permitiria mayor adhesiéon y compromiso con la recomendacién.

Los resultados aqui presentados con respecto a la viabilidad celular y al efecto
citotoxico, muestran que ninguno de los suplementos con hierro induce una disminucion
significativa de la viabilidad celular o un aumento de la citotoxicidad. No obstante, se
pueden apreciar ciertos beneficios de la suplementacién semanal. En el caso del ensayo
MTT, se observé una disminucién de la viabilidad tanto en el HD como en el HS con
respecto al CN, siendo la viabilidad del HS un 10% superior que la del HD. Al respecto,
otros autores han demostrado cierta citotoxicidad del sulfato ferroso administrado in
vitro, pero con dosis mucho mayores que las utilizadas en este estudio (Jover y col., 1992;
Alcantara y col., 2013). En el caso del ensayo de RN, el porcentaje de viabilidad promedio
para el HS fue ligeramente superior al HD, aunque dicha diferencia no resulté
estadisticamente significativa. Con respecto al analisis del IDN del ensayo CBMN, no hubo
diferencias significativas entre HD y HS. Por otra parte, se observd que todos los IDN
encontrados fueron inferiores a los esperados para linfocitos humanos cultivados bajo
Optimas condiciones. Estos valores, dependen de las condiciones de cultivo, el nivel de
exposicidn a agentes geno y citotdxicos, la composicidon nutricional del medio, asi como de
la edad y el sexo de los donantes. En esta investigacion en particular, la disminucidn en el
IDN respecto de los valores publicados por Fenech (2007), podria ser explicada por la
menor concentracion de citocalasina utilizada y, sobre todo, por el tiempo de cultivo. En el
reporte mencionado los cultivos fueron de 72 horas, mientras que en nuestro trabajo los
mismos tuvieron una duracién de 7 dias.

La peroxidacion lipidica fue analizada a través de la técnica de T-BARS. El HD mostré

una mayor peroxidacién lipidica que el CN y el HS, esta diferencia fue significativa respecto




del CN. Por otra parte, el analisis de la respuesta enzimatica antioxidante, evaluada a
través de los ensayos de SOD y catalasa, mostré una menor respuesta por parte del HS. Es
decir que, la suplementacion diaria implicd un aumento de la actividad enzimatica. En su
conjunto, nuestros datos sugieren que la suplementacién HS produce menor estrés
oxidativo que la HD. Los resultados reportados hasta el momento son contradictorios.
Hacihamdioglu y colaboradores, encontraron que la suplementacién preventiva de la
anemia con sulfato ferroso en nifios sanos no causo peroxidacion lipidica ni aumento de la
respuesta antioxidante cuando se utilizé una dosis de 10 mg/dia durante 2 meses
(Hacihamdioglu y col., 2013). Orozco y colaboradores, evaluaron la respuesta de las
sustancias reactivas al d4cido tiobarbitdrico urinario (T-BARS) y la 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina (8-OHdG) como indicadores de oxidacidon sistémica en respuesta a la
suplementacién oral a corto plazo con hierro y antioxidantes. No observaron un efecto del
hierro sobre los biomarcadores de la oxidacién sistémica, sin embargo, encontraron una
asociacién significativa dentro del rango no patoldgico del estrés oxidativo en hombres
adultos sanos (Orozco y col., 2012). A diferencia de los resultados aqui encontrados para
la administracion diaria, dichos autores no observan un incremento del estrés oxidativo a
causa de la suplementacidn con hierro en individuos sanos.

Lo mismo destacan los siguientes autores pero para pacientes con ADH. Kurtoglu y
colaboradores, asi como Zaka-ur-Rab y colaboradores, observaron que el tratamiento con
sulfato ferroso diario (6 mg/kg/dia) en pacientes con anemia por deficiencia de hierro
disminuia la peroxidacién lipidica después de 6 u 8 semanas de tratamiento (Kurtoglu y
col., 2003; Zaka-Ur-Rab y col., 2016). Sundaram y colaboradores, plantearon que después
de un mes de tratamiento con hierro, los niveles de fructosamina y malondialdehido
disminuyeron significativamente en pacientes anémicas, por lo que el hierro no habria
intensificado los valores de peroxidacién lipidica (Sundaram y col., 2007). Aycicek y
colaboradores, compararon el efecto oxidante y antioxidante total de diferentes farmacos
de administracion oral de hierro en ninos con ADH. Observaron que el estado oxidante
total en suero aumento significativamente, y el Fe*? fue efectivo para corregir el estado

oxidativo elevado (Aycicek y col.,, 2014). Los autores mencionados anteriormente




evidencian que el tratamiento con sulfato ferroso no incrementaria el estrés oxidativo,
sino que a su vez ayudaria a restablecer el estrés oxidativo ocasionado por la ADH.

En contraparte con los anteriores trabajos y en concordancia con los resultados aqui
presentados, los siguientes autores encontraron un incremento del estrés oxidativo a
causa del tratamiento con hierro en pacientes con deficiencia. Mimi¢-Oka y
colaboradores, buscaron esclarecer el rol de la terapia repetitiva intravenosa de hierro
como una causa suplementaria de estrés oxidativo en pacientes con hemodialisis.
Concluyeron que, si bien el tratamiento mejora los parametros hematoldgicos, un
aumento en las reservas de hierro debido a la suplementacidon también podria contribuir a
una mayor produccion de radicales libres (Mimi¢-Oka y col.,, 2005). Akarsu vy
colaboradores, investigaron la capacidad antioxidante total de una dosis terapéutica de
hierro en pacientes con anemia por deficiencia de hierro (ADH). Visualizaron que la
terapia oral con sulfato ferroso indujo un estrés oxidativo leve, mientras que las terapias
intramuscular e intravenosa indujeron niveles mas altos de estrés oxidativo, en orden
creciente de intensidad (Akarsu y col., 2013). Altun y colaboradores, observaron que la
administracion diaria de Fe™ a una dosis terapéutica de 4 mg/kg/dia para el tratamiento
de la anemia durante un periodo de 8 a 12 semanas, aumenté el estrés oxidativo (Altuny
col., 2014). En lo que respecta a pacientes sanos, Abtahi y colaboradores, evaluaron los
efectos del consumo de pan fortificado con hierro con ciertos biomarcadores de estrés
oxidativo en una poblacién sana. Llegaron a la conclusién que, aunque el periodo a corto
plazo (8 meses) de ingesta adicional de hierro no mostré efectos graves de los lipidos por
oxidacioén, los cambios significativos de hierro sérico y algunos indices de estrés oxidativo
sugieren que el enriquecimiento de la harina con hierro entre los adultos no anémicos a
largo plazo podria conllevar a efectos adversos (Abtahi y col., 2014).

Los resultados arrojados para el ensayo CBMN muestran que la frecuencia de MNi
inducida por el HS es significativamente menor que la correspondiente al HD, si bien
ambas se encuentran dentro del rango de normalidad establecido por Fenech para
cultivos de linfocitos de sangre periférica (Fenech, 2007). Este hecho es esperable, dado

gue ambas suplementaciones con sulfato ferroso son preventivas y ninguna supera la




dosis maxima establecida. Lo mismo ocurrié con las frecuencias de puentes y brotes
nucleares, si bien en este caso no hubo diferencias significativas entre las
suplementaciones de HS y HD. Nuestros resultados sugieren que el HS produciria menos
dafio gendmico que el HD y, en este sentido, son coincidentes con lo encontrado en la
bibliografia. Pra y colaboradores, reportaron un aumento significativo de la frecuencia de
MNi en ratones suplementados in vivo con sulfato ferroso diario (Pra y col., 2008); los
mismos autores, observaron una correlacion negativa entre la frecuencia de MNi y la
ingesta de 15 mg/d de hierro en nifios (Pra y col.,, 2012). Premkumar y Bowlus,
concluyeron que una dieta con alto contenido de sulfato ferroso incrementa la frecuencia
de MNi en células de médula ésea de ratones tratados in vivo (Premkumar y Bowlus,
2003). Asimismo, Alcantara y colaboradores, encontraron que una dosis de 640 pg/ml de
sulfato de hierro aumentd la frecuencia de MNi en una linea celular astrocitica. Estos
autores propusieron que los efectos genotdxicos se deben, probablemente, a las
propiedades pro-oxidantes del hierro (Alcantaray col., 2013).

El dafio citomolecular, se analizd a través de la técnica de cometa en su version
alcalina. En correspondencia con los resultados hallados para el ensayo CBMN, se
encontré que el HD presenté un ID significativamente mayor que el CN y el HS. Para esta
técnica, el dano del HD no se encuentra dentro de los valores normales publicados.
Nuestros resultados coinciden con los de Aksu y colaboradores, quienes observaron que la
administracién diaria de hierro (5-6 mg/kg/dia) produjo un aumento de dafio en el ADN y
bases oxidadas en ninos con deficiencia de hierro, sugiriendo que dicho aumento es el
resultado de un mayor estrés oxidativo (Aksu y col., 2010). Asimismo, Ferro vy
colaboradores, observaron un aumento de los indicadores genotdxicos obtenidos por
CBMN vy el ensayo cometa inducidos por la sobrecarga de hierro en pacientes con
talasemia (Ferro y col., 2016). Mollet y colaboradores, evidenciaron que dosis bajas de
hierro son suficientes para modificar el endotelio vascular e inducir una respuesta de dafio
en el ADN (Mollet y col., 2016). Por su parte, Franke y colaboradores, observaron que el
sulfato de hierro aumentaba el dafio en el ADN en ratones tratados in vivo y que este

dafio se incrementaba con la vitamina C (Franke y col., 2005). Sin embargo, Diaz-Castro y



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=D%C3%ADaz-Castro+J&cauthor_id=24006105

colaboradores evaluaron el efecto de varias dosis y farmacos con Fe sobre los parametros
hematoldgicos, el dafo oxidativo de ADN, lipidos y proteinas, durante el curso de la
recuperaciéon de la anemia por deficiencia de Fe. Concluyeron que la suplementacién de
Fe con dosis bajas de Fe hem o formas combinadas de Fe no hem y hem (FeSO4 + hem)
son eficaces para restaurar los pardmetros hematoldgicos deteriorados y prevenir el dafo
asociado con los suplementos de Fe (Diaz-Castro y col., 2013).

En el caso del presente trabajo, una explicacién plausible para el aumento del estrés
oxidativo y, por consiguiente, del daiio cromosdmico y citomolecular registrado en el HD,
podria ser la acumulacién de hierro que este induce. En este sentido, se ha constatado
que la concentracion final de hierro en el sobrenadante fue ampliamente mayor en el HD

gue en el HS.




21. Consideraciones parciales

En lineas generales, en la bibliografia analizada, se ha encontrado evidencia de que la
administracion de sulfato ferroso ocasiona, en diferente medida, dafio en el ADN. En los
trabajos de intervencion, se destaca la efectividad del tratamiento semanal por sobre el
tratamiento diario. Sin embargo, en los trabajos in vivo que evalian el estrés oxidativo y la
respuesta antioxidante a la suplementacién con sulfato ferroso, no se observan
diferencias significativas para con los controles. En este trabajo de tesis doctoral, se
observa que la administracion de suplementos de sulfato de hierro en dosis diarias
provocaria un leve aumento del estrés oxidativo y, por ende, un aumento en el dafio
gendmico ocasionado. Si bien se evidencia un aumento en la respuesta antioxidante del
sistema, se acompaia por un leve incremento en los valores de peroxidacién lipidica, lo
gue indicaria un desequilibro del sistema de éxido-reduccién aqui emulado, en favor del
estrés oxidativo. La suplementacidon semanal, por otro lado, no conlleva una respuesta
antioxidante enzimatica y tampoco un considerable aumento en la peroxidacion lipidica.
Esto podria correlacionarse con el menor dafio genético observado a través de las técnicas
de genotoxicidad. Cabe destacar que ninguno de los suplementos se corresponde con un
efecto toxico del sulfato ferroso, tal como era de esperar ya que las dosis aqui utilizadas
son las empleadas en la suplementacidn preventiva de la anemia por deficiencia de hierro
en lactantes. Aun asi, se observa una ventaja de la suplementacién semanal de la anemia
ferropénica, debido a que minimiza los efectos genotdxicos asociados a la administracién
de hierro. Dicha forma de administraciéon permitiria lograr un mayor cumplimiento de la
suplementacién preventiva al disminuir los efectos adversos, generando una respuesta
menor o igual a la de la suplementacion diaria con respecto a la induccién de estrés

oxidativo y dafio en el ADN.




CAPITULO VII. RESULTADOS y ANALISIS:

HIERRO Y VITAMINA E

22. Resultados hierro y vitamina E

En el Capitulo VI. Hierro, se concluydé que la suplementacion diaria ocasiona mayor
estrés oxidativo y, concomitantemente, mayor dafio genotdxico que la semanal. En el
presente apartado, se presentan los resultados obtenidos a partir de la administracion
conjunta de sulfato ferroso con vitamina E, conocida por su potente capacidad

antioxidante.

22.1. Viabilidad celular

En lo que respecta a los ensayos de viabilidad se presentan los resultados del MTT
(Tabla 17, Fig. 23), de rojo neutro (Tabla 18, Fig. 24), IDN (Tabla 19, Fig. 25) y
hemotoxicidad (Tabla 20, Fig. 26).

22.1.1. MTT

La suplementacion que presenté la mayor viabilidad fue la HS 16,6 y la que presentd la
mas baja fue CP. Se realizd el analisis ANOVA simple y se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre todos los puntos experimentales (P <0,001). A partir
de la prueba de contraste de multiples rangos, se reconocieron 6 grupos homogéneos que
van de mayor a menor viabilidad: a) HS 16,6; b) C 16,6 y HS 8,3; c¢) HS 8,3; HD 16,6 y C 8,3;
d) CN; e) HD 8,3; f) CP.




Cultivos MTT
CN 53(2,5)
c83 72,95 (2,5)
C16,6 80,27 (0,4)
HS 8,3 79,7 (0,3)
HS 16,6 100 (0,5)
HD 8,3 44,82 (0,4)
HD 16,6 73,09 (1,0)
cpP 9(1,0)

Tabla 17. Ensayo MTT. ANOVA simple P <0,001. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques
experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 23. Ensayo MTT. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre
si (ANOVA simple P <0,001). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdndar.
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22.1.2. Rojo neutro (RN)

Respecto del ensayo de RN (Tabla 18, Fig. 24), se realizé un analisis de ANOVA simple
que permitid observar diferencias estadisticamente significativas entre los puntos
experimentales (p= 0,00442). La viabilidad mds alta se encontré nuevamente para el
tratamiento HS 16,6 seguido por el control de vitamina E (16,6). La mds baja se observé
en el control positivo, tal como es de esperarse, y se diferenciaron 2 grupos homogéneos
por contraste de multiples rangos: por un lado a) CN; C 8,3; C 16,6, HD 8,3; HD 16,6; HS
8,3; HS 16,6 y por otro lado b) CP.

Cultivos RN
CN 82,36 (2,06)
c83 90,11 (6,07)
C16,6 100,00 (7,8)
HS 8,3 84,91 (3,9)
HS 16,6 101,67 (4,6)
HD 8,3 88,53 (5)
HD 16,6 95,95 (1,6)
cp 16,03 (6,68)

Tabla 18. Ensayo Rojo neutro. ANOVA simple p= 0,00442. Los valores corresponden al promedio de las 3
bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 24. Ensayo RN. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si
(ANOVA simple p= 0,00442). Los valores corresponden a los promedios de viabilidad y las barras indican el
desvio estdndar.

22.1.3. Indice de divisién nuclear (IDN)

Se observd una disminucion del IDN (Tabla 19, Fig. 25) en los cultivos con sulfato
ferroso y en el control positivo (bleomicina). En el control negativo, se observé el IDN mas
elevado. En los suplementos con la dosis mas alta de vitamina E, se observé un leve
aumento de este indicador. A través del ensayo de ANOVA simple, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F= 114,11; p= 0,0). Por otro
lado, a partir del analisis por contraste de multiples rangos se pudo analizar la
homogeneidad al interior de los grupos. Se visualizaron cuatro grupos homogéneos de
mayor a menor viabilidad: a) CN; b) C 8,3; C 16,6; c) HS 8,3; HS 16,6; HS 16,6 d) HD 8,3; CP.

De todos los suplementos combinados HS 16,6 fue el que presentd el mayor IDN.




Cultivos IDN
CN 1,136 (0,0014)
cs83 1,11 (0,007)
C16,6 1,114 (0,0014)
HS 8,3 1,074 (0,0028)
HS 16,6 1,08 (0,0021)
HD 8,3 1,062 (0,0014)
HD 16,6 1,074 (0,0014)
cpP 1,06 (0,007)

Tabla 19. IDN Ensayo CBMN. ANOVA simple p= 0,0. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques
experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 25. IDN, Ensayo CBMN. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes
entre si (ANOVA simple p=0,0). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdandar.
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22.1.4. Hemotoxicidad

Para la determinacién de la hemdlisis (Tabla 20, Fig. 26), se compararon los resultados

a través de la prueba de Kruskal Wallis resultando las diferencias estadisticamente

significativas (p= 0,0044). La mayor hemodlisis se observd en el control positivo y se

diferencié ampliamente del resto de los puntos experimentales. La menor se corresponde

con el control negativo, seguido por ambos controles de vitamina E. Se determinaron los

siguientes grupos organizados de menor a mayor hemdlisis: a) CN; C 8,3; C 16,6 y HS 16,6;

b) HD y HS; c) HD y HS; d) CP. De las combinaciones analizadas HS 16,6 fue la que presenté

la menor hemolisis.

Cultivos Hemodlisis
CN 15,24 (0,005)
c83 13,14 (0,008)
C16,6 15,60 (0,025)
HS 8,3 22,49 (0,006)
HS 16,6 18,74 (0,039)
HD 8,3 28,05 (0,024)
HD 16,6 27,05 (0,014)
cp 100,00 (0,07)

Tabla 20. Ensayo Hemotoxicidad. Kruskal Wallis p= 0,0044. Los valores corresponden al promedio de los 3

bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 26. Ensayo de hemdlisis. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes entre si (Kruskal Wallis p= 0,0044). Los valores corresponden a los promedios de lisis de glébulos
rojos y las barras al desvio estdndar.

22.1.5. Resumen de las técnicas de viabilidad celular

En la tabla 21, se presentan los datos resumidos de las técnicas de viabilidad
celular analizadas (MTT, RN, IDN y Hem.), comparando especificamente ambas formas de
administracion del sulfato ferroso en la combinacion con la vitamina E (HS 8,3 vs. HS 16,6;
HS 8,3 vs. HD 8,3; HS 8,3 vs. HD 16,6; HD 8,3 vs. HD 16,6; HD 8,3 vs. HS 16,6; HD 16,6 vs.
HS 16,6). Se puede observar que la suplementacién semanal con la mayor dosis de

vitamina E presenta la mayor viabilidad y la menor hemdlisis.
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HS 8,3 <* HS 16,6 HS 8,3 >* HD 8,3 HS 8,3 >HD 16,6 HD8,3<*HD 16,6 HD83<*HS16,6 HD 16,6 <*HS 16,6

HS 8,3 <HS 16,6 HS 8,3<HD 8,3 HS 8,3 > HD 16,6 HD 8,3 <HD 16,6 HD 8,3 <HS 16,6 HD 16,6 < HS 16,6
HS 8,3 <* HS 16,6 HS 8,3 >* HD 8,3 HS 8,3 >* HD 16,6 HD 8,3 <HD 16,6 HD 8,3<*HS 16,6 HD 16,6 <* HS 16,6

HS 8,3 >HS 16,6 HS 8,3 <*HD 8,3 HS 8,3 <* HD 16,6 HD 8,3 > HD 16,6 HD 8,3>*HS 16,6 HD 16,6 >* HS 16,6

Tabla 21. Cuadro comparativo técnicas de viabilidad celular para ambos tipos de suplementacion. >* o <*:
mayor o menor estadisticamente significativo, > o <: mayor o menor tendencia no estadisticamente

significativa.

22.2. Mediciones de hierro

La cuantificacidén de hierro, se evalud por medio de la técnica colorimétrica que utiliza
desferal en el sobrenadante de cultivo (Fig. 27). En el caso de los controles (CN y CP), no se
pudieron determinar los valores de hierro debido a que cayeron por debajo del nivel de
deteccion de la técnica (n.d.). En el caso de los suplementos, en HD se observa una
cantidad de hierro que varia ente 13 y 15 ug/ml y en HS entre 7 y 8,5 ug/ml. Ambas
combinaciones de hierro (diario y semanal) con la mayor cantidad de vitamina E (16,6)
presentaron menor cantidad de hierro en el sobrenadante y en su equivalente con menor

dosis de vitamina E (8,3).
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Determinacion de hierro sobrenadante
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Figura 28. Medicidn colorimétrica de hierro (ug/ml) a partir de desferal en sobrenadante de cultivo.

La cuantificacién de hierro en los linfocitos de sangre periférica se evalué por medio

de una técnica colorimétrica que utiliza batofenantrolina (Fig. 29). En el control negativo

(CN) se pudieron detectar cantidades muy bajas de hierro (0,4 pug/ml) y en el control

positivo (CP) no se pudieron detectar (n.d.). En el caso de los suplementos, en HD se

observo una cantidad de hierro que varia ente 2,5y 3 ug/mly en HS entre 4 y 6 pg/ml.
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Determinacion de hierro en linfocitos

Hierro (pg/ml)

n.d.

CN HS HS8,3 HS16,6 HD HD 8,3 HD16,6 cp

Figura 29. Medicion colorimétrica de hierro (g/ml) a partir de batofenantrolina en linfocitos de sangre

periférica cultivados por 7 dias.

Los cultivos con mayor cantidad de vitamina E (16,6) para ambas modalidades de
administracion del hierro (semanal y diario) presentaron menor contenido de hierro en el
medio extracelular y mayor en las células de cultivo comparado con la dosis recomendada
de vitamina E (8,3). Para los tratamientos con HD el contenido total, sumando el
sobrenadante y el pellet celular es mayor y dicha diferencia resulta estadisticamente

significativa (ANOVA simple p= 0,0435) (Tabla 22).
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Hierro Hierro Hierro total
Cultivos sobrenadante Linfocitos (ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml)
CN 0 (0) 0,4 0,4
HS 8,3 (0,51) 5,7 (0,66) 14 (3,3)
HS 8,3 8,6 (0,51) 3,8 (0,66) 12,4 (3,3)
HS 16,6 7,6 (0,51) 5(0,66) 7,6 (3,3)
HD 13,9 (0,87) 2,8 (0,25) 16,7 (0,7)
HD 8,3 15,4 (0,87) 2,5 (0,25) 17,9 (0,7)
HD 16,6 13,6 (0,87) 3(0,25) 16,6 (0,7)
cP 0 0 0(0,7)

Tabla 22. Medicion de hierro en sobrenadante y en linfocitos de sangre periférica cultivados in vitro. El hierro
total es la suma del hierro obtenido en el sobrenadante y el intracelular en los linfocitos, y resulta
estadisticamente significativa (HD vs. HS ANOVA simple p= 0,0435). El DE se indica entre paréntesis.

22.3. Estrés oxidativo
22.3.1. T-BARS

En lo que respecta al estrés oxidativo, la peroxidacidn lipidica fue analizada a partir del
ensayo de T-BARS (Tabla 23, Fig. 30). Dado que la distribucién de los datos no resultd
normal, se realizé el analisis de Kruskal Wallis y en el mismo no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas. La mayor peroxidacién lipidica se observd en el CP y las
mas bajas en ambos controles con vitamina E (C 8,3; C 16,6) y el CN. En relacién a los
suplementos combinados, se pudo observar una menor peroxidacion en HS 16,6 y en HS

8,3 respecto de HD con ambas concentraciones de vitamina E.
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Cultivos T-BARS
(nmol MDA/ml)

CN 425,625 (36)
c8,3 423,25 (14)

C16,6 400 (18)
HS 8,3 511,875 (10)
HS 16,6 502,625 (18)
HD 8,3 560,375 (13)
HD 16,6 528,125 (18)
cP 925,75 (34)

Tabla 23. Ensayo T-BARS. Valores de peroxidacion lipidica calculados en homogenado de linfocitos. Kruskal
Wallis no estadisticamente significativo. Promedio de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre

paréntesis.
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Figura 30. Ensayo T-BARS- No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal Wallis
P >0,05). Los valores corresponden a los promedios de peroxidacion lipidica y las barras al desvio

estandar.

22.3.2. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

En el caso del ensayo de ROS (Tabla 24, Fig. 31), los resultados del analisis de ANOVA
simple evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,0000). Del analisis de
las diferencias al interior de los puntos experimentales, la prueba por contraste de
multiples rangos permitié visualizar seis grupos organizados de menor a mayor: a) NAC; b)
C8,3yC16,6;c)CN; d)HS 16,6 y HD 16,6: e) HS 8,3; f) HD 8,3; g) CP. La suplementacion

HS 16,6 presentd frecuencias menores de ROS respecto de las de HD 8,3 y 16,6.

Tratamientos ROS
(Int. Fluor.)
CN 14961 (326)
NAC 8434 (306)
Ccs8,3 12899 (282)
C16,6 12387 (273)
HS 8,3 18607 (75)
HS 16,6 16212 (149)
HD 8,3 19626 (89)
HD 16,6 16644 (102)
(o 27266 (408)

Tabla 24. Ensayo ROS. ANOVA simple p= 0,0000. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques
experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 31. Ensayo ROS. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre
si (ANOVA simple p= 0,0000). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estandar.

22.3.3. Lactato deshidrogenasa (LDH)

La medicién de actividad de la enzima LDH en los glébulos rojos (Tabla 25, Fig. 32),
permitid analizar el estado oxidante total. La comparacion de los resultados se realizé a
partir de la prueba de ANOVA simple y se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P <0,0001). Cuando se aplico la prueba de contraste de multiples rangos, se
diferenciaron 7 grupos homogéneos: a) CN; b) C 16,6; c) C 8,3; d) HS 16,6; e) HS 8,3; f) HD
16,6; g) HD 8,3 y CP. Ambas combinaciones de vitamina E con HS presentaron menores

valores de LDH que HD.
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Cultivos LDH
(AAbs/min)
CN 142,818 (2,8)
Cc8,3 192,02 (2,8)
C16,6 176,56 (2,8)
HS 8,3 225,772 (2,8)
HS 16,6 217,336 (2,8)
HD 8,3 263,734 (2,8)
HD 16,6 239,832 (2,8)
cP 266,546 (2,8)

Tabla 25. Ensayo LDH realizada en globulos rojos como indicador de estado oxidativo. ANOVA simple P
<0,0001. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre
paréntesis.
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Figura 32. Ensayo LDH. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre
si (ANOVA simple P <0,0001). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estdndar.
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22.3.4. Enzimas antioxidantes

En lo que respecta a la evaluacién de la respuesta enzimatica antioxidante del sistema
in vitro, se realizaron los ensayos de SOD y de catalasa. Para ambas técnicas el hierro
semanal con ambas combinaciones de vitamina E presentd menor respuesta antioxidante

que la suplementacién diaria (HD 8,3 y 16,6).

22.3.4.1. Superdxido dismutasa (SOD)

Para el ensayo de SOD (Tabla 26, Fig. 33), se realizé la prueba de Kruskal Wallis, dado
que los datos no respondian a una distribucién normal y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los puntos experimentales (P= 0,09). En relacidn a los
suplementos combinados, se pudo observar una actividad de SOD menor en HS 16,6 y en

HS 8,3 respecto de HD con ambas concentraciones de vitamina E.

SoD

Cultivos USOD/ml
CN 0,007 (0,0014)
c8,3 0,005 (0,0007)
C16,6 0,005 (0,0007)

HS 8,3 0,007 (0,0)
HS 16,6 0,007 (0,0014)

HD 8,3 0,009 (0,0)
HD 16,6 0,009 (0,0014)
cpP 0,013 (0,005)

Tabla 26. Ensayo SOD. Kruskal Wallis P= 0,09. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques
experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 33. Ensayo SOD. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal Wallis P=
0,09). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio estandar.

22.3.4.2. Catalasa

En el caso del ensayo de catalasa (Tabla 27, Fig. 34), al tratarse de una distribucion
normal, se realizé la comparacién entre puntos experimentales a través de la prueba de
ANOVA simple y se observaron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,0000). Se
separaron siete grupos homogéneos con la prueba de contraste de multiples rangos: a)
CN; b) HS 16,6; c) HS 8,3; d) HD 16,6; e) C 16,6 y HD 83; f) C 83 y g) CP. Nuevamente se
observé una menor actividad enzimatica en HS 16,6 y en HS 8,3 respecto de HD con

ambas concentraciones de vitamina E.




Catalasa

i UCatalasa/ml
CN 25530 (375)
c8,3 52170 (120)
C16,6 48840 (240)
HS 8,3 40515 (364)
HS 16,6 37740 (170)
HD 8,3 49395 (279)
HD 16,6 47175 (124)
cP 73815 (223)

Tabla 27. Ensayo Catalasa. ANOVA simple p= 0,0000. Los valores corresponden al promedio de los 3 bloques
experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 34. Ensayo catalasa. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes entre si (ANOVA simple p= 0,0000). Los valores corresponden a los promedios y las barras al desvio

estandar.




22.4. Daiio genético

22.4.1. Micronucleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN)

En la Tabla 28, se muestran los resultados obtenidos para los indicadores analizados

con el ensayo CBMN (MNi, NPBs y NBUDs).

Cultivos MNi %o NPBs %o NBUDs %o
CN 1,32 (0,001) 0,0 (0,0) 0
C8,3 1,11 (0,007) 0,0(0,7) 0
C16,6 1,09 (0,007) 0,0 (0,0) 0
HS 8,3 2,22 (0,014) 0,1(0,07) 0
HS 16,6 2,14 (0,014) 0,0 (0,0) 0
HD 8,3 2,47 (0,007) 0,2 (0,07) 0
HD 16,6 2,41 (0,014) 0,1(0,07) 0

cP 4,1 (0,141) 0,7 (0,14) 0,3 (0,07)

Tabla 28. Ensayo CBMN. Los valores corresponden a las frecuencias cada 1000 células, el DE se indica entre

paréntesis.

Para valorar el dafio cromosdmico, se contabilizé la frecuencia de MNi, NPBs y NBUDs

en 1.000 células binucleadas. Las mayores frecuencias de MNi se encontraron en el CP y

en los suplementos diarios (Fig. 35). El analisis por ANOVA simple arrojo diferencias

estadisticamente significativas (p= 0,0000). El analisis al interior de los grupos por

contraste de multiples rangos separd los resultados en 4 grupos: a) CN; C 8,3; C 16,6; b) HS




8,3y HS 16,6 ¢) HD 8,3 y HD 16, 6; d) CP. Se observd un aumento significativo de
micronucleos en HD respecto de HS vy, por otro lado, se pudo constatar que una mayor
concentracion de vitamina E se correlaciond con una menor frecuencia de dafio

cromosdmico, aunque no de manera estadisticamente significativa.
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Q

CN Ccs8,3 C16,6 HS8,3 HS16,6 HDS83 HD16,6 cp

Figura 35. Frecuencia de MNi (%o) en el ensayo CBMN. Los grupos que no comparten la misma letra son
significativamente diferentes entre si (ANOVA simple p= 0,0000). Los valores corresponden a los promedios y

las barras al desvio estdndar.

Las frecuencias obtenidas de puentes nucleoplasmicos (NPBs) y brotes nucleares
(NBUDs) fueron, en lineas generales, muy bajas. En el caso de los NPBs (Fig. 36), se realizo
el analisis de ANOVA simple, el cual no resultd estadisticamente significativo (p= 0,107).

Los valores de HS (8,3 y 16,6) fueron menores a los de HD (8,3 y 16,6).
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Figura 36. NPBs ensayo CBMN. Los valores de P se refieren al andlisis de ANOVA (p =0,107). Los valores

corresponden a los promedios y las barras al desvio estdandar.

Para los NBUDs (Fig. 37), como los datos no respondian a una distribucién normal, se
utilizé la prueba de Kruskal Wallis (p = 0,082). Sélo resultd estadisticamente significativa la

comparacion entre el control positivo y el resto de los cultivos.
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Figura 37. NBUDs ensayo CBMN. Kruskal Wallis p =0,802. Los valores corresponden a los promedios y las

barras al desvio estdndar.

22.4.2. Electroforesis en gel de células aisladas (ensayo cometa)

En lo que respecta al ensayo cometa en su version alcalina, se procedié a calcular el

indice de dano (ID) (Tabla 29, Fig. 38). Su analisis, utilizando la prueba de ANOVA simple,

arrojé diferencias estadisticamente significativas (P <0,0001). El mayor ID se correspondié

al CP, seguido por la suplementacion diaria con la dosis mas baja de vitamina E (HD 8,3).

Por medio de la comparacién con la prueba de contraste de multiples rangos se pudieron

diferenciar cinco grupos: a) CN; C 8,3y C 16,6; b) C8,3 y HS 16,6 c) HS 8,3 y HD 16,6; d) HD

8,3; e) CP. Tanto HS 8,3 como HS 16,6 presentaron un menor ID que HD 8,3y 16,6.

Cultivos

1D

CN
Ccs8,3
C16,6
HS 8,3
HS 16,6
HD 8,3
HD 16,6

CcP

6,50 (4,2)
17,00 (5,2)
10,75 (3,3)

41,00 (5)
27,00 (2,5)
66,00 (12)
44,25 (11,8)

156,75 (15,4)

Tabla 29. ID Ensayo cometa. ANOVA simple P <0,0001. Los valores corresponden al promedio de los 3

bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.

127



Cometa
200,00

180,00
160,00
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00 S
20,00 i i
0,00 _M ﬁ : -

8,3 C16,6 HS 8,3 H5166 HD 8,3 HD166 Ccp

Indice de dafio

Figura 38. Ensayo cometa. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes
entre si (ANOVA simple P <0,0001). Los valores corresponden a los promedios de indice de dafio y las barras
al desvio estdndar.
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22.5. Resumen de las técnicas de estrés oxidativo y dafo genético

En la tabla 30, se presentan los datos resumidos de las técnicas de estrés oxidativo

y dafio genético analizadas (T-BARS, ROS, SOD, Cat,

MNi y EC),

comparando

especificamente ambas formas de administracion del sulfato ferroso en la combinacion

con la vitamina E (HS 8,3 vs. HS 16,6; HS 8,3 vs. HD 8,3; HS 8,3 vs. HD 16,6; HD 8,3 vs. HD

16,6; HD 8,3 vs. HS 16,6; HD 16,6 vs. HS 16,6). Se puede observar que la suplementacion

semanal con la mayor dosis de vitamina E (HS 16,6) presenta los menores valores de

estrés oxidativo y de respuesta enzimatica antioxidante asi como de dafio genético,

respecto de la suplementacién diaria (HD 8,3 y 16,6).

HS 8,3 > HS 16,6

HS 8,3 >* HS 16,6

HS 8,3 >* HS 16,6

HS 8,3 =HS 16,6

HS 8,3 <* HS 16,6

HS 8,3 >HS 16,6

HS 8,3 >* HS 16,6

HS 8,3<HD 8,3

HS 8,3<*HD 8,3

HS 8,3 <* HD 8,3

HS 8,3 <HD 8,3

HS 8,3 <* HD 8,3

HS 8,3 <*HD 8,3

HS 8,3 <* HD 8,3

HS 8,3 <HD 16,6

HS 8,3 > *HD 16,6

HS 8,3 <* HD 16,6

HS 8,3 <HD 16,6

HS 8,3 <* HD 16,6

HS 8,3 <* HD 16,6

HS 8 3 <HD 16,6

HD 8,3 > HD 16,6

HD 8,3 >* HD 16,6

HD 8,3 >* HD 16,6

HD 8,3 =HD 16,6

HD 8,3 >* HD 16,6

HD 8,3 >HD 16,6

HD 8,3 >* HD 16,6

HD 8,3 > HS 16,6

HD 8,3 >* HS 16,6

HD 8,3 >* HS 16,6

HD 8,3 > HS 16,6

HD 8,3 >* HS 16,6

HD 8,3 >* HS 16,6

HD 8,3 >* HS 16,6

HD 16,6 > HS 16,6

HD 16,6 > HS 16,6

HD 16,6 >* HS 16,6

HD 16,6 > HS 16,6

HD 16,6 >* HS 16,6

HD 16,6 >* HS 16,6

HD 16,6 >* HS 16,6

Tabla 30. Cuadro comparativo técnicas de estrés oxidativo y dafio genético para ambos tipos de

suplementacion. >* o <*: mayor o menor estadisticamente significativo, > o <: mayor o menor tendencia no

estadisticamente significativa.
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23. Discusion hierro y vitamina E

En el presente apartado de la tesis doctoral, se analizo el efecto de la vitamina E sobre
ambas modalidades de administracién de la suplementaciéon preventiva con sulfato
ferroso (diario y semanal) de la anemia ferropénica. Se evalud la viabilidad celular, el
estrés oxidativo y el dafio genético en sangre periférica cultivada in vitro.

En lo que respecta a los ensayos de MTT y de RN, se puede observar que para ambas
técnicas la mayor viabilidad se presenté en la suplementacién semanal con la mayor dosis
de vitamina E (HS 16,6). A su vez, al comparar entre los suplementos combinados se
puede apreciar una mayor viabilidad en ambos suplementos con hierro semanal por sobre
el diario, la cual mejora con la dosis mas alta de vitamina E. Como se esperaba, el control
positivo presenta la viabilidad mds baja al tratarlo con etanol. Todos los puntos
experimentales, a excepcidon del control positivo, superan ampliamente el 50% de
viabilidad celular y esto es de suma importancia, dado el prolongado tiempo de cultivo
gue tiene el presente disefio experimental. En este contexto, remarcamos lo antedicho,
que las dosis de sulfato ferroso no representan dosis tdxicas por tratarse de
suplementacion preventiva. Resulta interesante destacar que todos los suplementos de
vitamina E (C 16,6 y C 8,3) superan en cantidad de células vivas al control negativo, por lo
gue dicha vitamina pareciera favorecer la viabilidad celular. En la comparacién entre la
suplementaciéon de hierro diario y semanal presentada en el apartado anterior no se
habian encontrado diferencias estadisticamente significativas entre ambas formas de
administracion; mientras que al combinar los mismos con vitamina E se pudo observar
gue la administracién semanal combinada con la dosis mas alta de vitamina E presenta un
IDN significativamente superior al de la administracion diaria combinada con la dosis mas
baja de vitamina E. Respecto de los controles con ambas dosis de vitamina E, si bien se
pudo observar un mayor IDN en la dosis mas altas, dicho aumento no resulté significativo.
Cabe mencionar que para todos los puntos experimentales, los valores de IDN resultaron
bajos con respecto a los publicados por Fenech para linfocitos humanos (Fenech, 2007).
Esto pudo variar en funcién de la cantidad de citocalasina B utilizada, pero sobre todo,

podria haber incidido el extenso tiempo de cultivo que requiere el protocolo aqui




desarrollado. Avula y Fernandez, en un ensayo con ratones, observaron que la
suplementacion con vitamina E en la dieta favoreceria la proliferacién celular asi como
disminuia la muerte celular programada al reducir los perdxidos lipidicos (Avula y
Fernandes, 2000). Respecto de los resultados obtenidos para evaluar la hemdlisis, se pudo
comprobar que el valor mas elevado fue para el control positivo tratado con tritén, el cual
representa el 100% de glébulos rojos degradados. A éste, le siguen ambos suplementos
con hierro diario, donde se vio menos de un 30% de hemdlisis, y ambos suplementos
semanales, en los cuales la hemodlisis disminuye hasta un maximo de 20%
aproximadamente. Los menores valores (alrededor de 15%) se alcanzaron en el control
negativo y en ambos controles con vitamina E. Se observé que a mayor dosis de vitamina
E hubo menor hemolisis. En este sentido, nuestros resultados concuerdan con los de
Marar, quien observo cierto efecto protector de la vitamina E al atenuar la hemdlisis de
los glébulos rojos en condiciones hiperglucémicas a nivel in vitro (Marar, 2011). Por su
parte, las experiencias de Jilani y colaboradores, brindan una explicacion posible para este
hecho, ya que encontraron que la vitamina E podria suprimir la inhibicion de la apoptosis
de las células progenitoras eritroides humanas para aumentar la concentracidon de
hemoglobina (Jilaniy col., 2015; Jilani y Igbal, 2018).

Para analizar el estado oxidativo del presente sistema, se utilizaron los ensayos de T-
BARS para evaluar la peroxidacion lipidica, de ROS para valorar el estrés oxidativo general
y de LDH como indicador de actividad oxidante total. Respecto del primero, si bien las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas, en los suplementos combinados
se observa una marcada tendencia decreciente en el siguiente orden: HD 8,3; HD 16,6 HS
8,3 y, por ultimo, HS 16,6, con la menor peroxidacién lipidica. Esta misma tendencia
decreciente se pudo observar en el analisis de LDH en glébulos rojos, donde los resultados
si mostraron diferencias significativas entre puntos experimentales. Para ambas técnicas,
la administracién de hierro semanal con la mayor dosis de vitamina E (HS 16,6), evidencia
el menor estado oxidativo entre los suplementos combinados. En ambos controles con
vitamina E también se evidencia una leve disminucién del estado oxidativo. En el caso del

ensayo de ROS se observa una tendencia similar, ambos suplementos semanales




presentan menor estrés oxidativo que los de hierro diario. Ademas, las combinaciones con
las dosis mds altas de vitamina E, parecerian tener un efecto protector al presentar
menores valores de ROS. Esto se puede apreciar también en el caso de ambos controles
de vitamina E, aunque la diferencia no resulta estadisticamente significativa.

Respecto de la respuesta antioxidante, tanto la actividad de la catalasa como de la
enzima SOD, se encuentran mds elevadas en aquellos cultivos que recibieron Ia
administracion de hierro diaria y, en menor medida, en aquellos con administracidn
semanal. Esto podria estar evidenciando que, frente a la presencia de un potente pro-
oxidante como lo es el sulfato ferroso, se incrementa la respuesta antioxidante del
sistema, aunque la misma no logra evitar el leve estrés oxidativo final que este mineral
ocasiona. Lo mismo se pudo observar en el apartado anterior. Sin embargo, al realizar la
co-suplementacidn con vitamina E, la misma pareceria reforzar y complementar el sistema
de defensas y asi lograr atenuar el estrés oxidativo ocasionado por el sulfato ferroso. La
bibliografia respecto a los efectos de la vitamina E sobre el estrés oxidativo resulta
controversial. La mayoria de los trabajos generales refieren una funcién protectora y
beneficiosa de esta vitamina. Por ejemplo, Wawrzyniak y colaboradores sugirieron, a
partir de la experimentacion en un modelo de ratones, que el a-tocoferol, el acido
ascorbico y el B-caroteno, cuando se administran simultdaneamente, tienen principalmente
efectos antioxidantes sobre la peroxidacion lipidica (Wawrzyniak y col., 2013). Riffle y
colaboradores observaron, en un modelo de ratones, que tanto la vitamina C como la
vitamina E favorecian la eliminacion de especies reactivas de oxigeno y ayudarian a
normalizar el estado oxidativo de la médula espinal alterado por el dolor (Riffel y col.,
2018). Altamura y colaboradores, visualizaron que la maduracién alterada de los
reticulocitos en respuesta a la pérdida de Gpx4 en las células hematopoyéticas causa una
eritropoyesis ineficaz, y esto resulta parcialmente atenuado por la suplementacién
dietética de vitamina E (Altamura y col., 2020).

Dentro de los trabajos que vinculan directamente la co-suplementacién de la vitamina
E con el hierro, Tang y colaboradores, plantearon que adicionar vitamina E junto con el

tratamiento terapéutico con hierro podria, al disminuir la inflamacién, favorecer la
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absorcién del hierro (Tang y col., 2016). Arnon y colaboradores, también observaron que
dicha combinacion resulté ser eficaz y segura para mejorar la anemia en los recién nacidos
prematuros (Arnon y col.,, 2009). A su vez, tanto Madhikarmi y Murthy, como Simsek
Orhon y colaboradores, investigaron puntualmente el estado oxidante/antioxidante en la
anemia por deficiencia de hierro (ADH). Ambos trabajos concluyeron que después de la
suplementacion con vitamina E, se logra una menor peroxidacion de lipidos, ya que se
reduce la produccién de MDA (Madhikarmi y Murthy, 2014; Simsek Orhon y col., 2006).
Madhikarmi y Murthy, también observaron un aumento de las enzimas antioxidantes e
Isler y colaboradores, vislumbraron que junto al tratamiento con hierro parenteral, la
suplementacion con vitamina E podria ser una estrategia eficaz para restaurar la respuesta
antioxidante durante la anemia (Isler y col., 2002).

Al analizar los resultados del ensayo CBMN, se observa que la suplementacion con
hierro semanal ocasiona frecuencias de MNi significativamente inferiores a las observadas
para los suplementos diarios. Las frecuencias mds bajas de micronucleos se corresponden
con el control negativo y ambos controles de vitamina E. Hay que mencionar, que todas
las frecuencias de micronucleos registradas en ambas suplementaciones con sulfato
ferroso, se encuentran dentro del rango de normalidad establecido por Fenech para
cultivos de linfocitos de sangre periférica humana (Fenech, 2007). Dado que ambas
administraciones se corresponden con las utilizadas para la suplementaciéon preventiva de
la anemia, se considera un resultado esperado que las frecuencias de ambos se
encuentren dentro de dichos parametros de normalidad. De todos modos, estos
resultados sugieren que la suplementacién semanal produciria un menor dafio gendmico
gue la diaria. Respecto de la combinacién entre el sulfato ferroso y ambas dosis de
vitamina E, si bien dichas diferencias no resultaron estadisticamente significativas para
ambas administraciones de hierro, se puede observar una tendencia hacia un menor dafo
con la dosis mds alta de vitamina (16,6). La vitamina E, al ser el antioxidante lipidico mas
potente, podria reducir el dafio cromosémico inducido por los radicales libres mediante la
inhibicién de la formaciéon de los mismos y la activacién de las endonucleasas, que

aumentan la tasa de eliminacion del ADN dafiado. Aunque algunos estudios sugieren dicha




funcién en la prevencion de los efectos mutagénicos, en otros estudios no se observa
ningun tipo de efecto protector (Claycombe y Meydani, 2001). Rodriguez y colaboradores,
observaron que el uso de membranas recubiertas con vitamina E supone una disminucién
en los niveles de dafio oxidativo del ADN y, a su vez, mejora el estado de la anemia
urémica en pacientes con hemodialisis (Rodriguez-Ribera y col., 2017). Sin embargo,
Record y Jannes, evidenciaron que la suplementacion con vitamina E tendria poco efecto
contra el dafo gendmico oxidativo evaluado por la formacién de microndcleos en
esplenocitos sometidos a estrés oxidativo ex vivo (Record y Jannes, 2000). A su vez,
Fenech y colaboradores observaron durante un estudio de intervencion, que el aumento
de vitamina E no tuvo un impacto significativo en la tasa de dafio genético basal y
tampoco hubo correlacién entre la frecuencia de dafio genético basal y el estado de
vitamina E evaluado en linfocitos humanos (Fenech y col.,, 1997). En lo que respecta
especificamente a este plan de tesis, se podria interpretar que frente a la presencia de un
poderoso pro-oxidante como es el sulfato ferroso, una mayor cantidad de vitamina E
resultaria beneficiosa para contrarrestar la produccién de radicales libres y evitar asi el
dafio cromosdmico.

Por su parte, en el caso del analisis de puentes y brotes nucleares, se puede
vislumbrar la propension hacia un menor dafo genético con la suplementacion semanal
en comparacién con la diaria, el cual es ain menor en combinacién con la concentracion
mas alta de vitamina E. Los resultados para ambos biomarcadores también se encuentran
dentro de lo que Fenech considera rangos normales de dafio gendmico (Fenech, 2007).

En lo que respecta al dafo citomolecular analizado a partir del ensayo cometa, los
valores mas altos corresponden al control positivo y los menores para el control negativo
y los controles de ambas dosis de vitamina E. Los tres se encuentran por debajo del 15%
de dafio. Tal como se pudo observar en el apartado anterior, la suplementacién semanal
presenta menor indice de dafio que la diaria (Gambaro y col., 2018 b). Ambos tipos de
administracion de la suplementacion con sulfato ferroso (HD y HS), con la dosis mas baja
de vitamina E (8,3), tuvieron valores similares a los obtenidos en el apartado anterior, por

lo que en este caso la misma no pareceria sumar un efecto protector al sistema. Sin




embargo, al observar ambas suplementaciones con las dosis mas altas de vitamina E (HD
16,6 y HS 16,6), el dafio citomolecular disminuyd, por lo que si podriamos pensar en un
efecto antioxidante al aumentar la dosis de dicha vitamina. Al respecto algunos autores
encontraron resultados similares a los aqui presentados. Kan y colaboradores
vislumbraron un claro efecto genoprotector de la suplementacion con vitamina E en
pacientes con dialisis después de 14 semanas de tratamiento; ellos observaron que el
indice de dafo disminuye 6 veces su valor (Kan y col.,, 2002). Segun la bibliografia
consultada si bien no hay un claro consenso, el indice de dafio para los controles varia
entre 1y 30 aproximadamente para ensayos realizados in vivo (Martino-Roth y col., 2003;
Garcia y col., 2004). Este rango de referencia, se corresponde con los valores del control
negativo y de los cultivos con suplementacién semanal hallados en este trabajo. Mientras
gue en la suplementacién diaria, los valores de dafio serian levemente superiores a dicho
rango, aunque este parametro mejoraria después del tratamiento con la vitamina E. Por
su parte, Ozdemir y colaboradores, quienes analizaron el dafio en el ADN a partir del
ensayo cometa, no encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y los pacientes talasémicos suplementados con vitamina E durante 3 meses
(Ozdemiry col., 2014).

Al igual a lo observado en el capitulo anterior, los niveles de hierro en el sobrenadante
de la suplementacién diaria son considerablemente mas elevados que en la semanal.
Contrariamente, se puede observar un leve incremento de hierro en los linfocitos de la
suplementacién semanal con respecto a la diaria. Una explicacidon plausible, podria ser
gue en la administracién semanal estan optimizados los mecanismos de absorcion,
regulacién, transporte y almacenaje del hierro, evitando el aumento de las enzimas
antioxidantes y, consecuentemente, un posible dafio genético. Por el contrario, en la
suplementacién diaria se puede observar cierta sobrecarga de hierro que conllevaria al
aumento observado de la respuesta de las enzimas antioxidantes y, con ello, a un mayor

dafio genético.




24. Consideraciones parciales

Los resultados del presente trabajo in vitro permiten sugerir que la vitamina E, por sus
caracteristicas antioxidantes, complementaria la respuesta de los antioxidante
enzimdaticos y ayudaria a disminuir el estrés oxidativo y el consecuente dafio genémico
ocasionado por el sulfato ferroso. Dicho efecto protector pareceria ser mayor al aumentar
al doble la dosis de ingesta diaria recomendada para lactantes (16,6). En funcion de los
analisis de estrés oxidativo y de dafio genético realizados, nuevamente la suplementacion
semanal se posiciona como una mejor alternativa que la diaria como método preventivo
de la anemia ferropénica en nifios menores de 24 meses. De este modo, realizar la
suministracion conjunta de vitamina E con sulfato ferroso en dosis semanales, podria ser
una estrategia a considerar para disminuir los efectos adversos que esta suplementacién

ocasiona.




CAPITULO VIIl. PROPUESTA ADICIONAL:

NANOPARTICULAS DE VITAMINA E

25. Introduccién

En base a cuestiones metodoldgicas relacionadas con el modelo experimental elegido
para la realizacién de la presente tesis doctoral y a los hallazgos publicados en el campo de
los nanobiomateriales, se procedié a encapsular la vitamina E en nanoparticulas sélidas
lipidicas (NSL). El propdsito fue analizar si de este modo, se lograba efectivizar y potenciar
el efecto antioxidante de dicha vitamina, disminuyendo o evitando asi las complicaciones
asociadas a la administracion del sulfato ferroso, como suplemento preventivo de la
anemia ferropénica. Para tal fin, se trabajé en colaboracién con el laboratorio de
Nanobiomateriales perteneciente al Centro de Investigacién y Desarrollo en
Fermentaciones Industriales (CINDEFI, UNLP-CONICET).

Entre los diferentes vehiculos para la administracion de farmacos y moléculas, las NSL
han surgido en los ultimos afios como sistemas éptimos para aplicaciones bioldgicas y
biomédicas. La seleccién de este tipo de matrices lipidicas se basa en la ausencia de
toxicidad y en sus propiedades de biocompatibilidad, de composicidon verde, en sus
caracteristicas fisicoquimicas y sus tamanos en la escala nanométrica, que les permiten
penetrar en casi todos los tejidos y optimizar la biodistribucién de las moléculas que
transportan (Islan y col.,, 2018; B. Rodenak-Kladniew y col.,, 2019). Para mejorar las
propiedades de las NSL, se ha desarrollado una nueva generacién de nanoparticulas
denominadas transportadores lipidicos nanoestructurados (TLN). Consisten en
nanoparticulas lipidicas con lipidos liquidos incluidos en su estructura, lo cual permite
disminuir el grado de cristalinidad de los lipidos constituyentes de la matriz. Mediante
esta modificacion, se logra una mejora tanto en la estabilidad de las nanoparticulas
durante su almacenamiento, como en el porcentaje de encapsulacién de los farmacos y
los perfiles de liberacién (Fang y col., 2012). En este caso, el tocoferol (vitamina E), dada
su naturaleza lipofilica, podria estar actuando de agente nanoestructurante de las NSL

(Fig. 39). Las propiedades antioxidantes y fotoprotectoras que presenta la vitamina E,
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resultan sumamente interesantes para el desarrollo de productos farmacéuticos vy
cosmeéticos. Sin embargo, su lipofilicidad y su inestabilidad quimica, asi como su forma de
administracion, han limitado la eficacia de estas formulaciones. Han surgido muchos
intentos de incluirla en diferentes sistemas de administracién de farmacos (Saez y col.,
2018), aunque su vehiculizacién resulta todavia un area a explorar con el fin de obtener
formulaciones estables y versatiles a la hora de su administracién. Cabe destacar, que su
utilizaciédn como herramienta complementaria a la suplementacién preventiva de la

anemia ferropénica no ha sido reportada hasta el momento.

Surfactante \

Matriz solida lipidica

a-Tocoferol

Figura 39. Representacion de los componentes de una NSL para la vehiculizacion de vitamina E (tocoferol).

26. Materiales y métodos
26.1. Materiales
El lipido utilizado, denominado miristato de miristilo (CrodamolTM MM), fue donado

por Croda (Argentina). El surfactante Pluronic®F68 (cat# A-6973) y la vitamina E (a-
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tocoferol) fueron adquiridos en Sigma—Aldrich (Buenos Aires, Argentina). Se utilizdé agua
Milli-Q para todas las formulaciones. Otros reactivos utilizados, fueron de grado analitico

de fuentes disponibles en el mercado.

26.2. Preparacion de nanoparticulas sélidas lipidicas (NSL)

Protocolo
- Se utilizé el método de homogenizacién por ultrasonicaciéon (Rodenak-Kladniew vy col.,
2019).
- Brevemente, 400 mg de lipido (2,0% p/v) se fundieron en un bafio de agua a 60°C y se
mezclaron con 200 mg de vitamina E.
- Después de 10 minutos, se afiadio a la fase lipidica una solucién acuosa caliente (20 ml)
que contenia 3,0% (p/v) de Pluronic® F68.
- Inmediatamente, la mezcla se sometié a ultrasonido durante 15 minutos (70% de
amplitud) usando un procesador ultrasdnico (130 vatios, Cole-Parmer, EE. UU.) equipado
con una punta de titanio de 3 mm.
- Luego, la dispersién se enfrié a temperatura ambiente y se almacend a 5°C para su

posterior uso.

26.3. Deteccion analitica de vitamina E por espectroscopia UV-Vis

Protocolo
- Se procedid con la preparacion de una solucion de vitamina E en etanol 90% con una
concentracion inicial de 10 mg/ml.
- Se realizaron diluciones sucesivas y se procedié a medir la absorbancia en el rango de
longitudes de onda de 250 a 350 nm a fin de hallar el maximo de absorcién (Fig. 40 a).
- Posteriormente, una vez identificado el maximo a Amsx= 294 nm, se realizé una curva de
calibracion a fin de establecer el rango de linealidad entre absorbancia y concentracién.
- Se observo una relacion lineal en el rango de concentraciones de 2,5 a 617,3 pug/ml de

vitamina E (r=0.998) (Figura 40 b).
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Figura 40. Deteccidn analitica de vitamina E en etanol 90% vol/vol por espectroscopia UV-Vis. a) Barrido de

absorbancia en el rango de 250 a 350 nm; b) Curva de calibracion de vitamina E.

26.4. Medicion de la eficiencia de carga
Protocolo
- Se midié el volumen de reaccién final, donde se produce evaporacion durante el

procedimiento de sonicacion, y se determind la concentracion de vitamina E libre.
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- Brevemente, se transfirieron 500 pl de la formulacion de NSL a un dispositivo centrifugo
de ultrafiltracién (MWCO 10,000, Microcon, Millipore, Ma.) y se centrifugaron a 5,000 g
durante 10 minutos para retener las NSL.

- El filtrado se diluyd diez veces en etanol absoluto para medir la vitamina E no
encapsulada por espectroscopia UV-Vis (Amax= 294 nm).

- La eficiencia de encapsulacion (EE) se calculé de la siguiente manera:

(Qg-(CrxV)) X100
EE (%) =

Qo es la cantidad inicial de vitamina E, Cr es la concentracién de vitamina E en la

solucion filtrada y V es el volumen final después de terminar la preparacion.

26.5. Tamaiio de particula, potencial zeta (Z,.) e indice de polidispersion (IPD)

Protocolo
- El didmetro medio y la distribucién del tamafio de las NSL se determinaron mediante
espectroscopia de correlacidon de fotoneso DDL (dispersién dinamica de luz) en un Nano ZS
Zetasizer (Malvern Instruments Corp, Reino Unido) a 25°C en cubetas de poliestireno con
una longitud de trayectoria de 10 mm.
- El Zpot que nos indica la carga superficial de las NSL, se determind mediante anemometria
Iaser Doppler también usando el Zetasizer Nano ZS.
- Las mediciones se realizaron en células capilares con longitudes de trayectoria de 10
mm, utilizando agua desionizada obtenida de un sistema Milli-Q.

- Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

26.6. Estabilidad fisica
Protocolo
- La estabilidad fisica de la dispersion de nanoparticulas se evalué examinando cambios

macroscopicos (presencia de agregados, division de fases y precipitados) y mediante




cambios del tamafio medio de particula y el Z,: durante el almacenamiento a 4°C
protegidos de la luz por 6 meses.

- Ademas, se determinaron las variaciones en la cantidad de la vitamina E encapsulada.

26.7. Observacion de NSL por microscopia electrénica de transmision (TEM)
Se analizé presencia, dispersién, morfologia y estabilidad (presencia de agregados) de
las NSL.
Protocolo
- La dispersidén de nanoparticulas se diluyé diez veces con agua ultra pura y una gota de la
dispersiodn se extendio sobre una rejilla de Cu recubierta con colodién (malla 400).
- El exceso de liquido se drend con papel de filtro.
- Se afiadio una gota de acido fosfotungstico a la dispersion, para mejorar el contraste.
- Finalmente, el analisis TEM se realizo utilizando el microscopio Jeol-1200 EX II-TEM (Jeol

USA, Ma.).

26.8. Hemotoxicidad

Protocolo
- La sangre extraida previamente con heparina se centrifugd a 2500 rpm durante 10
minutos.
- Se desechd el plasma, y el concentrado de eritrocitos se lavd tres veces con buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,4.
- Se preparo una suspension de eritrocitos al 25% con el mismo buffer y se colocaron 2 ml
por well.
- A cada well se le adicioné una concentracién conocida de NPS, en una placa de 12 wells.
- Se resuspendié y se mantuvo en agitacidon constante durante 1 y 3 hs a temperatura
ambiente.
- Transcurrido el tiempo de incubacidn, se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos y se

desecho el precipitado.




- Debido a que es posible determinar el porcentaje de eritrocitos lisados por medio de la
cuantificacion de hemoglobina liberada, se leyd la absorbancia de 100 pl de suspensién a
540 nm en un espectrofotdmetro.

- Se establecio el 100% de hemdlisis mediante la incorporacidn de tritédn X-100 (1%) en el

medio, y como control negativo se utilizé solucién fisioldgica.

26.9. Viabilidad celular

- Para evaluar la viabilidad celular, se utilizé el ensayo de MTT descripto en la Métodos y
Técnicas (Capitulo V) en cultivos de sangre periférica.

- En el disefio experimental propuesto para la combinacion de la vitamina E y el sulfato
ferroso, sélo se reemplazd la vitamina E por las NSL con la vitamina E encapsulada (NSL-E).
- Se agregaron dos controles de las nanoparticulas sin la vitamina E encapsulada (NSL 16,6

y NSL 33,2) para descartar la potencial toxicidad del resto de sus componentes.

Disefio Experimental

. Control negativo (CN): sin tratar.

. Control de nanoparticulas 1: 16,6 ug/ml de NSL (NSL 16,6).

. Control de nanoparticulas 2: 33,2 ug/ml de NSL (NSL 33,2).

. Control de nanoparticulas (16,6 pg/ml de NSL) mas vitamina E;: 8,3 pug/ml (NSL-E 8,3)

. Control de nanoparticulas (33,2 pg/ml de NSL) mas vitamina E,: 16,6 ug/ml (NSL-E 16,6)
. Suplementacién hierro semanal 1: 0,55 mg/ml + vitamina E 8,3 pg/ml (HS NSL-E 8,3).

. Suplementacién hierro semanal 2: 0,55 mg/ml + vitamina E 16,6 pug/ml (HS NSL-E 16,6).
. Suplementacién hierro diario 1: 0,14 mg/ml + vitamina E 8,3 pug/ml (HD NSL-E 8,3).

O 00 N o uu B W N -

. Suplementacién hierro diario 2: 0,14 mg/ml + vitamina E 16,6 ug/ml (HD NSL-E 16,6).
10. Control positivo (CP): etanol 10%.




27. Resultados

Tal como fuera explicitado en Metodologia, se desarrollaron NSL mediante el método
de homogenizacidn por ultrasonicacién y se obtuvieron formulaciones estables. Se logré
encapsular eficientemente la vitamina E en NSL con un porcentaje de encapsulacion del
90% y una relacién de vitamina E/lipido de 500 pg/mg.

Tal como se observa en la Tabla 31, las NSL mostraron un didmetro medio de 145,9 nm
con un indice de polidispersividad relativamente bajo (<0,3). Las mediciones de carga
superficial (Zyot), evidenciaron que las nanoparticulas poseen carga negativa. Por su parte,
la incorporacién de vitamina E en las NSL generd un aumento en el tamafio medio de las
nanoparticulas con un diametro de 228 nm. A su vez, se observd un incremento de la
polidispersividad con un valor de PDI de 0,335 y mayor negatividad en superficie. No
obstante, cabe aclarar que ambos tipos de nanoparticulas presentan valores de carga y

polidispersividad aptos para su aplicaciéon en sistemas biolégicas (Danaei y col., 2018;

Rodenak-Kladniew y col., 2019).

2,0% 2,0%

3,0% 3,0%

- 1,0 %

145,9 (0,9) 228,2 (3,5)
3,86 (2,2) 8,92 (2,2)
0,032 (0,004) 0,335 (0,015)

Tabla 31. Caracterizacion por dispersion dindmica de luz (DDL) de las NSL vacias y cargadas con vitamina E

(a tocopherol). Entre paréntesis el desvio estandar.

El grafico de distribucion de tamafio de las formulaciones indica la presencia de una
suspension homogénea en el caso de las NSL (Fig. 41). Por su parte, la distribucion de las
NSL-E muestra una poblacién que posee un tamafio medio alrededor de los 250 nm
(mayor al 90%) y una pequeiia poblacidon con un tamano cercano de 50 nm (menor al
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10%). Esta pequena fraccion puede deberse a la presencia de micelas formadas por la
vitamina E no encapsulada y el tensio-activo utilizado, lo cual ha sido previamente
reportado para la encapsulacion de compuestos de base oleosa o de alta hidrofobicidad

(Rodenak-Kladniew y col., 2017).

Size Distribution by Intensity

207
1571

1071

Intensity (Percent)

10 100 1000
Size (d.nm)

Figura 41. Distribucion de tamafio de las NSL (rojo) y las NSL/vitamina E (verde).

Finalmente, la formacidon de las nanoparticulas fue confirmada por microscopia
electronica de transmisiéon (Fig. 42). Se puede observar la presencia de nanoparticulas
homogéneas, esféricas y sin la presencia de agregados. Las NSL conteniendo vitamina E
muestran un tamafo mayor que las NSL vacias en concordancia con las mediciones

realizados por DDL.




NSL-E

Figura 42. Microscopia electrdnica de transmision de las formulaciones.

Una vez confeccionado el disefio y realizada la encapsulacién de la vitamina E en las
nanoparticulas, se procedid a la evaluacién de la hemotoxicidad de las mismas en distintas
concentraciones. Se evaluaron, por un lado, las nanoparticulas vacias (NSL) y, por el otro,
las nanoparticulas con vitamina E encapsulada (NSL-E), con el propésito de determinar si
alguno de ambos compuestos podia ocasionar hemdlisis.

Dado que los resultados de hemotoxicidad no responden a una distribucién normal,
los mismos se analizaron con el ensayo de Kruskal-Wallis. Las diferencias entre las
concentraciones registrados a una hora (Fig. 43) resultaron estadisticamente significativos
(p = 0,019), al igual que a las tres horas (Fig. 44) (p = 0,020). El 100% de hemodlisis la
registrd el CP con tritén al 1%, la cual superd ampliamente los valores para el resto de los
puntos experimentales con diferentes concentraciones de nanoparticulas. Ninguna de las
concentraciones testeadas para las nanoparticulas control ni para las nanoparticulas con
vitamina E, superaron el 1% de hemdlisis. De este modo, ni los compuestos de las
nanoparticulas ni la vitamina E encapsulada resultarian hemotdxicas en las
concentraciones aqui evaluadas, lo cual sustenta su potencial aplicacion en sistemas

bioldgicos.
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Figura 43. Ensayo hemotoxicidad. Nanoparticula sdlida lipidica (NSL), control Nanoparticula sélida

lipidica con vitamina E (NSL-E). Las diferencias entre los valores registrados a una hora resultaron

estadisticamente significativas (p = 0,019). En el recuadro se observan los valores que no se ven por la escala

de los resultados. Los valores corresponden a los porcentajes.
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Figura 44. Ensayo hemotoxicidad. Nanoparticula sdlida lipidica (NSL), Nanoparticula sdlida lipidica
vitamina E (NSL-E). Las diferencias entre los valores registrados para las tres horas resultaron
estadisticamente significativas (p=0,020). En el recuadro se observan los valores que no se ven por la escala

de los resultados. Los valores se corresponden a los porcentajes.

En las Figuras 45 y 46 se comparan los resultados a 1 hora y a 3 horas para las NSL (Fig.
45) y para las NSL-E en todas las concentraciones (Fig. 46). En el caso de las nanoparticulas
control (NSL), en las dos primeras concentraciones (0,1 y 1) aumentd levemente la
hemdlisis a las 3 horas y en las concentraciones mas altas, se observé una disminucién de

la misma (Tabla 32).

0,04 (0,001) 0,06 (0,0008)

0,08 (0,0021) 0,15 (0,002)
0,09 (0,0024) 0,15 (0,033)
0,13 (0,0025) 0,12 (0)

0,20 (0,0027) 0,16 (0,03)

0,33 (0,0005) 0,28 (0,017)

Tabla 32. Ensayo de Hemotoxicidad. Comparacion de la hemdlisis a diferentes tiempos de exposicion a las
nanoparticulas sin vitamina E (NSL) (1 HORA (p = 0,019) y 3 horas (p=0,020)). Corresponden al promedio de
los 3 bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 45. Ensayo de hemotoxicidad. Comparacion de la hemdlisis a diferentes tiempos de exposicion a

las nanoparticulas sin vitamina E (NSL) (1 y 3 horas).

En el caso de las nanoparticulas con la vitamina E encapsulada (NSL-E), en todas las

concentraciones, la hemolisis disminuyd pasadas las 3 horas (Tabla 33, Fig. 46).

0,04 (0,001) 0,06 (0,0008)

0,08 (0,006) 0,06 (0,007)
0,09 (0,005) 0,09 (0,002)
0,14 (0,006) 0,12 (0,004)
0,19 (0,002) 0,15 (0,0003)

0,31 (0,002) 0,24 (0,0003)

Tabla 33. Ensayo de hemotoxicidad. Comparacion de la hemdlisis a diferentes tiempos de exposicion a
las nanoparticulas con vitamina E (NSL-E) (1 y 3 horas). Corresponden al promedio de los 3 bloques

experimentales, el DE se indica entre paréntesis.
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Figura 46. Ensayo de hemotoxicidad. Comparacion de la hemdlisis a diferentes tiempos de exposicion a

las nanoparticulas con vitamina E (NSL-E) (1 y 3 horas).

Cabe destacar que en ambos casos las diferencias son despreciables, y que la hemdlisis
es practicamente nula para ambas nanoparticulas en todas las concentraciones. De hecho
ninguna de las concentraciones supera el 1% de hemotoxicidad.

Una vez testeados los controles de nanoparticulas y vitamina E, se procedié a evaluar
la viabilidad celular en el diseno experimental propuesto, mediante el ensayo de MTT
(Tabla 34, Fig. 47). Para comparar los valores obtenidos para los distintos puntos
experimentales, se utilizd el ensayo de ANOVA simple. Las diferencias observadas,
resultaron estadisticamente significativas (p= 0,0000). Con la prueba de contraste de
multiples rangos, se detectaron seis grupos organizados de mayor a menor viabilidad: a)
HS NSL-E 16,6 b) NSL-E 8,3; NSL-E 16,6; HS NSL-E 8,3 c) HD NSL-E 16,6 d) HD NSL-E 8,3 e)
CN; NSL 16,6; NSL 33,2 f) CP. Como se pudo observar, la mayor viabilidad se presenté en la
administracion conjunta de hierro semanal con la dosis mas alta de vitamina E
encapsulada. Cabe destacar que todos los cultivos suplementados con vitamina E
encapsulada presentaron porcentajes de viabilidad mayores incluso que el control

negativo. Los controles de las NSL sin vitamina E arrojaron valores similares a los del




control negativo y la menor viabilidad observada se encuentra como es de esperarse en el

control.
.. NSL-E NSL-E NSL NSL HS NSL- HS NSL- HD NSL- HD NSL-
Técnica C
8,3 16,6 16,6 33,2 E 8,3 E 16,6 E 8,3 E 16,6
85,51 87,54 58,5 83,04 100 71,39 8038
57 (7,07 58 (9,9 ! 11 (2,83
LIS 7O oe3)  212) O 1) @es)  @sa  wey) (283) (2,83)

Tabla 34. Ensayo MTT. Valores en porcentaje correspondientes al promedio de los 3 bloques

experimentales, el DE se indica entre paréntesis. El 100% corresponde al valor de mayor viabilidad.
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Figura 47. Ensayo MTT. Los grupos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes
entre si (ANOVA simple p=0,0000). Los valores se corresponden a los porcentajes y las barras al desvio

estandar.

En la tabla 35 y la figura 48, se presenta la comparacién de los resultados del MTT

entre los cultivos con la vitamina E encapsulada y sin encapsular. Sélo se encontraron




diferencias para la suplementacién diaria con 8,3 de vitamina E (HD NSL-E 8,3), la cual

resultd significativamente superior para la administracién encapsulada (p= 0,021).

57 (7,07)

53(2,5)

72,95 (2,5) 85,51(2,83)
80,27 (0,4) 87,54(2,12)
79,7 (0,3) 83,04 (4,95)
100 (0,5) 97,04 (3,54)
44,82 (0,4) 71,39(1,41)
73,09 (1,0) 80,38(2,83)

9 (1,0) 11 (2,83)

Tabla 35. Ensayo MTT. Comparacion de la viabilidad celular entre los cultivos con la vitamina E sin
encapsular (suplementacion cldsica) vs. encapsulada. HD 8,3 s/NSL-E vs. HD 8,3 ¢/NSL-E (p= 0,021) el resto
no resulto estadisticamente significativo. Valores en porcentaje correspondientes al promedio de los 3

bloques experimentales, el DE se indica entre paréntesis. El 100% corresponde al valor de mayor viabilidad.
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Figura 48. Ensayo MTT. Comparacion de la viabilidad celular entre los cultivos con la vitamina E sin
encapsular vs. encapsulada. Diferencias estadisticamente significativas (*) (p= 0,021). Los valores se

corresponden a los porcentajes y las barras al el desvio estdandar.
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28. Discusion

En base a los estudios desarrollados, se pudo observar que las nanoparticulas no
generan ningun tipo de hemotoxicidad y que, a su vez, no comprometen la viabilidad
celular de los linfocitos. Estos hallazgos resultan prometedores para su aplicacién en
sistemas bioldgicos. En las células suplementadas con las dosis mas altas de vitamina E
(16,6), se observa mayor viabilidad para ambas formas de administracién del hierro. A su
vez, ambos controles de las nanoparticulas sin vitamina E presentan aproximadamente un
100% de viabilidad celular, al igual que el CN, lo que remarca el caracter no téxico de la
formulacidn de las nanoparticulas. Tampoco se evidenciaron diferencias significativas en
la viabilidad celular en la comparacién con los resultados de la vitamina E no encapsulada.
Este hecho resulta importante para resaltar la ausencia de hemdlisis en los cultivos a largo
plazo. En los trabajos publicados hasta el momento respecto de esta temdtica, la mayoria
realizados in vitro, se destaca principalmente la utilizacién de las nanoparticulas con
vitamina E encapsulada para usos cosméticos y de futura aplicacién tdpica. En general, la
citotoxicidad reportada es baja (Saez y col., 2018). Ma y colaboradores, evidenciaron que
las suspensiones concentradas de NSL-E (1: 50-1: 200) afectaron la actividad celular,
mientras que las concentraciones mds diluidas se comportan de manera mas similar al
control. La concentracién de NSL-E (1: 600) no presentd ninguna citotoxicidad (Ma vy col.,

2007).




29. Consideraciones parciales

En el presente capitulo se replicd el modelo desarrollado en sangre para evaluar los
efectos de la co-suplementacion de hierro con la vitamina E, a partir del uso de una
técnica innovadora, tal como lo es la vehiculizacién por medio de nanoparticulas. El
propédsito del mismo, fue evaluar si la adicién de la vitamina E a través de un sistema de
liberacidon controlada lograba mejores resultados que la suplementacion cldsica. En este
sentido, no se observaron diferencias para la viabilidad celular segun la forma de
incorporacion de la vitamina E.

A raiz de la pandemia COVID-19 y el consecuente aislamiento preventivo obligatorio,
no fue posible realizar el resto de los ensayos correspondientes para aplicar la
suplementacion de la vitamina E encapsulada a los cultivos de sangre periférica entera.
Por lo tanto, se espera que los resultados promisorios obtenidos con el presente
desarrollo tengan una potencial aplicacién, la cual pueda ser explorada en el futuro como
herramienta novedosa para la suplementacién preventiva de micronutrientes esenciales

para el normal crecimiento y desarrollo de la poblacion infantil.




CAPITULO IX. CONSIDERACIONES FINALES

30. Conclusiones

» A partir de la administracion de suplementos de sulfato de hierro en dosis
diarias, se puede observar cierta sobrecarga de dicho mineral que conllevaria a
un leve aumento del estrés oxidativo. Si bien se evidencia un aumento en la
respuesta antioxidante, se acompafna por un incremento en los indicadores de
estrés oxidativo y de dafio genético, lo que podria implicar un desequilibro del
sistema de Oxido-reduccion, en favor de un mayor estrés comparado con la

suplementacién semanal.

» En la suplementaciéon semanal, los mecanismos de absorcion, regulacion,
transporte y almacenaje del hierro parecerian estar optimizados, el hierro
estaria neutralizado (no reactivo), dado que no conlleva una respuesta
antioxidante enzimatica y tampoco un aumento considerable de los
indicadores de estrés oxidativo. A su vez, ésto podria asociarse con el menor
efecto sobre el material genético observado en comparacion a la

suplementacién diaria.

» La vitamina E, por ser un antioxidantes no enzimatico, complementaria la
respuesta de los enzimas antioxidantes y ayudaria a disminuir el estrés
oxidativo y el efecto sobre el material genético ocasionado por el sulfato
ferroso. Asimismo, la accion de la vitamina E se ve incrementada cuando se

utiliza el doble de la dosis de ingesta diaria recomendada para lactantes.

» La administracion de vitamina E a través de un sistema que implica la liberacién
controlada de nanoparticulas sélidas lipidicas pareceria constituirse como una

herramienta novedosa y efectiva. Sin embargo, a causa de los sucesos de




publico conocimiento relacionados con el virus del COVID-19 sdlo se pudo
evaluar la viabilidad celular. De todos modos, este desarrollo podra tener una
potencial aplicacion a ser explorada en el futuro como herramienta innovadora
para la suplementacién de micronutrientes importantes para el normal

crecimiento y desarrollo de los nifios.

En funcion de los analisis de viabilidad celular, estrés oxidativo y de dafio genético
realizados in vitro en sangre periférica, la suplementacion semanal se posiciona como una
mejor alternativa para la prevencion de la anemia ferropénica por sobre la administraciéon
diaria. La suministracion conjunta de vitamina E con sulfato ferroso en dosis semanales,
podria ser una estrategia plausible para disminuir algunos de los efectos adversos que
esta suplementacion ocasiona. Quizd asi se pueda lograr un mayor cumplimiento de la
suplementacion preventiva y disminuir de este modo la prevalencia de anemia en nifios

menores de 24 meses.
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31. Perspectivas futuras

Seria necesario poder complementar los resultados obtenidos en el presente plan de
tesis con el desarrollo de modelos in vivo que permitan evaluar holisticamente las
implicancias de ambas formas de administracién de la suplementacion preventiva de la
anemia ferropénica y comparar los resultados con los aqui obtenidos.

En este apartado se considera importante recordar que todos los nifios tienen derecho
a la salud, a una nutricion adecuada y a que se combatan las enfermedades vy la
malnutricién en el marco de la atencién primaria para la salud. A pesar de ello, la anemia
por deficiencia de hierro en ninos menores de 24 meses sigue siendo un problema que
afecta a nivel mundial y que todavia continla sin resolverse. Es en este contexto que
resulta fundamental el disefio, a partir de una base cientifica, de politicas publicas que
hagan hincapié en la educacion nutricional. Es vital concientizar sobre el problema vy
generar un cuidado social que traspase los programas prediseiiados y el clasico enfoque
asistencialista que revela la desatencién de la dimensién social del problema. Desde un
enfoque antropoldgico, la alimentacidn constituye un proceso sumamente complejo,
donde se deben considerar no sdlo cuestiones de caracter bioldgico, sino también
ideoldgicas, econémicos y sociales.

Como se menciond anteriormente, una nutricion inadecuada en la infancia tiene
importantes repercusiones no sélo sobre el crecimiento y desarrollo de los nifios sino
también sobre la salud en la vida adulta. Consecuentemente, resulta clave la atencién que
se les brinde a los nifios y las acciones que se emprendan en la primera infancia, ya que
constituyen la base fundamental del proceso holistico que permitird la integraciéon y el

desarrollo del adulto en la sociedad.
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Anexo 1
)

Calculos de la concentracidn de hierro:

v Un bebe de entre 1 y 12 meses tienen aproximadamente 75 ml/kg de sangre y
necesita 1 mg/kg/dia (Suplementacién diaria) y 4 mg/kg/dia (Suplementacion
semanal) de sulfato ferroso.

. Extrapolados para 10 ml (volumen final del cultivo) se necesitan
0,14 mg de sulfato ferroso para la suplementacién diaria.
. Extrapolados para 10 ml (volumen final del cultivo) se necesitan

0,55 mg de sulfato ferroso para la suplementaciéon semanal.

Solucidn de sulfato ferroso Ferdrdmaco (125mg/ml):

v' Suplementacién diaria: 1 ml de SO4Fe (1,3 mg) en 95 ml de solucidn fisioldgica*
v' Suplementacién semanal: 1 ml de SO4Fe (5,5 mg) en 22 ml de solucidn fisiologica*

*Para poder adicionar 100 pl de solucién al cultivo

Solucién de vitamina E

v' 44 pl en 100 pl de etanol=> solucién de trabajo
e 8,3 ug/ml—> 2 ulen 10 mlde cultivo
e 16,6 ug/ml - 4 pl e 10 ml de cultivo

Soluciones de uso general:

v Solucién de PBS (Phosphato Buffer Saline) libre de Ca** y Mg*%
NaCl 0,14 M
KCl 0,004 M (0,2982 g)
Na,HPQO,4,12 H20 0,01 M

Llevar a 1000 ml con H,0 destilada y ajustar a pH 7,0

v" Solucidn fisioldgica 0,9%: 9 g de NaCl en 1000 ml de agua destilada




v" Medio de cultivo utilizado para linfocitos de sangre periférica:
HAM F 12/DMEM 100 %
Penicilina 60 Ul/ml

Estreptomicina 50 pg/ml

v Fitohemaglutinina: 100 pl en 9900 ml finales de cultivo

v' 10 X ACK (Buffer para lisis de eritrocitos)
Mm 500 ml 1,5 M cloruro de amonio (NH4Cl)
100 mM bicarbonato de potasio (KHCO3)
100,12 g/mol5g10mM Triplex111 (EDTA-2Na)
Diluir en 400 ml de agua destilada
Ajustar el PH a 7, 2 segln sea necesario
Agregar agua destilada hasta completar 500 ml|
Para esterilizar filtrar y conservar el stock a 4°C

Previo al uso, diluir en 1x ACK

Soluciones indice mitético

v' 100 pg/ml de colchicina
v Solucién hipotdnica 0,075 molar: 1,39 g de KCl en 250 ml de agua destilada

v Fijador Carnoy (metanol-acético 3:1)
Soluciones MTT
v Solucién stock MTT: 0,05 g en 10 ml en PBS

v' Solvente de extraccion: DMSO puro

Soluciones rojo neutro (RN)

v" Solucidn de rojo neutro stock
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v Solucién de rojo neutro de trabajo

0,033 g RN en 10 ml de agua destilada

100 ul de solucidn stock RN en 10 ml de PBS a 37°C

v" Solucidn de extraccion:

Acido acético 1%

Etanol 50%

Agua destilada 49%

Cuantificacion de hierro total en células

v' Batofenantrolina

Buffer NaAc (27 g en 200 ml de IFW). Llevar a pH 6 con acido acético glacial

Agua libre de hierro (IFW) (3 g de resina Chelex cada 1000 ml de agua milli Q).

Agitar con buzo magnético hasta pH=9.

Acido tioglicélico 8% con IFW.

Batofenantrolina disddica 4 mM (32,19 mg en 15 ml de IFW) (PM= 536,5).

HNO 3 0,15%: 22,6 pl HNO 3,65% en 10 ml IFW

Estdndar de Fe en acido nitrico 0,15% (1,8 mM)

Blanco (mezcla de HCIO 4 /HNO 3 1:1).

v" Curva de calibrado con batofenatrolina

Std (ul) Std (nmol) Bco (ul) IFW (ul) TGA 8% (ul) | Buffer (ul) Batof (ul)
0 50 200 50 900 200
1 50 199 50 900 200
2 50 198 50 900 200
4 50 196 50 900 200
6 50 194 50 900 200
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50 192 50 900 200
Muestra IFW (ul) TGA 8% (ul) | Buffer (ul) Batof (ul)
50 200 50 900 200

***Respetar el orden de agregado de cada reactivo, mezclando bien en cada paso***
***Si la aparicion de color es lenta tal vez se deba a que el pH es muy bajo. Probar con
menos muestra o agregar NaAc sin acético glacial***

***La pendiente de Abs vs nmoles deberia dar 0,018-0,019)***

Cuantificacion de hierro en medio de cultivo

v' Curva de calibrado (desferal). Medir Abs430

a) 0 ul Fe **+ 200 ul HCI 0,2 N + 400 pl desf + 400 pl Tris
b) 5 ul Fe > + 195 pl HCI 0,2 N + 400 pl desf + 400 pl Tris
c) 10 pl Fe *" + 190 ul HCI 0,2 N + 400 pl desf + 400 pl Tris
d) 15 ul Fe * + 185 pl HCI 0,2 N + 400 pl desf + 400 pl Tris
e) 20 pl Fe ** + 180 pul HCI 0,2 N + 400 pl desf + 400 pl Tris

Soluciones T-BARS

v Solucién de acido tiobarbittrico 0,67%: 0,1675 g TBA en 25 ml de agua bidestilada

v' TCA 5%: 2,5 g de 4cido tricloroacético en 50 ml de agua bidestilada.
Soluciones ROS
v Diclorofluoresceina 10 uM: 2 pl de DFC en 1998 pul de PBS

v" Nac 5 mM: 1,63 mg/ml en etanol al 70%

Soluciones catalasa




v' Buffer fosfato de sodio 50mM: a la solucidn basica agregar solucién acida hasta llegar

apH7.0.
e Solucion basica: 3,55 g de Fosfato de Sodio dibasico en 500 ml de agua
destilada.
e Solucion acida: 3,45 g de Fosfato de Sodio monobdsico en 500 ml de agua
destilada.

v' Perdxido de hidrogeno (H,0,) 150 mM: 100ul de H,0, 30% en 5,9 ml de buffer
fosfato.

Soluciones ensayo cometa:

v' Agarosa de punto de fusién normal (APFN):
Solucién al 0,5 % (GIBCO BRL) en PBS.
Calentar varias veces sin llegar al punto de ebullicién para que se disuelva la

agarosa. Alicuotar y mantener a 4°C hasta su uso.

v' Agarosa de bajo punto de fusién (ABPF):
Solucién al 0,5 % (GIBCO BRL) en PBS.
Calentar varias veces sin llegar al punto de ebullicién para que se disuelva la

agarosa. Alicuotar y mantener a 4°C hasta su uso.

v Solucidn de lisis:
NaCl 2,5 M, EDTA 100mM, Tris 10 mM
Esta Ultima solucién debe ser ajustada a pH 10 con granallas de NaOH. En caso de
superar este valor de pH, debe ser corrigido con HCl hasta alcanzar el valor de 10.
La soluciéon debe prepararse previamente a la realizacién de la técnica. Es
aconsejable que no permanezca preparada por mas de tres dias
En el momento de ser utilizada, por cada 100ml de buffer de lisis debe agregarse:
Tritén X- 100: 1ml; DMSO: 10 ml. Una vez que se agrega el Triton X-100 y DMSO
debe mezclarse suavemente por inmersion y finalmente el almacenaje debe

realizarse a 4-8 C para evitar la cristalizacién.




v" Solucidn de electroforesis:
e Soluciones stock: - NaOH 10 M.
- EDTA disédico 200mM

e Solucion de trabajo: 30 ml de Solucién Stock de NaOH + 5 ml de Solucién Stock
de EDTA, llevar volumen a un litro, con lo que se obtiene una solucién cuya
concentracion final es de 300mM de NaOH y EDTA disédico 1ImM. El buffer de

electroforeis debe prepararse fresco antes de cada corrida y luego se descarta.

v' Tampodn de neutralizacion:

- Tris-HCI 0,4 M a pH 7,5

v Solucién de tincién:
- Syber Green (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) 1ul en 1 ml de agua

destilada.

Soluciones CBMN:
» Solucidén de citocalasina-B (Sigma, St. Louis, MO, USA):
e Solucién stock: 1 mg de Cytocalasina B en 1mL de DMSO.

e Solucidn de trabajo concentracion final utilizada: 3 ug/mL.

» Solucién de fijador:
e fijador | (cloruro de sodio-metanol-acético 6:5:1).

e fijador Il (metanol-acético 5:1)

> Solucidén de tincidn:

e Giemsa al 5% en agua.




Anexo 2
)

Tabla 36. Cuadro comparativo sobre los modelos experimentales citados en el capitulo VI.

Apartado 20. Discusién hierro.

Autores/Afio Modelo Disefio Técnica/s Resultados ‘
Jovery col., 1992 In vitro. Cultivo de 24 hs. de exposicion  MTT Aumento de la
hepatocitos al sulfato ferroso. citotoxicidad
humanos y de (ICs0, 0.05-6 mM) inmediata
raton.

Linea celular 3T3 no
hepatica de roedor

Alcantaray col., In vitro. Linea 24 hs de exposicion  Kit de proliferacion ~ Reduccion de
2013 celular Astrocitica al sulfato de hierro  celular (XTT). viabilidad a partir
U343 MG de 240 pg/mL.
Micronucleos Estadisticamente

significativo a partir
de 640 pg/mL.
Aumento de la Fr.
De micronucleos al
aumentar la dosis.
Estadisticamente
significativo a partir
de 640 pug/mL

Hacihamdioglu y In vivo. Lactantes Suplementacién Peroxidacion No se encontraron
col., 2013 sanos preventiva. 10 Lipidica. diferencias
mg/dia durante 2 significativas en
meses Enzimas comparacion con
Antioxidantes los controles.
Orozcoy col.,, 2012  Invivo. Hombres Suplementacién T-BARS La suplementacién
adultos sanos oral a corto plazo con Hierro no
con hierroy 8-OHdG incremento los
antioxidantes niveles de dafio
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Kurtoglu y col 2003. /n vivo. Pacientes Tratamiento con T- BARS El tratamiento con
con ADH sulfato ferroso Hierro favorece la
diario (6 mg/kg/dia) GSH-Px disminucion del
durante 6 semanas estrés oxidativo
SOD previo
Catalase
Zaka-Ur-Rab y col., Invivo. Nifios Estrés oxidativo T-BARS La terapia con
2016 (Aprox 3 afios) con basal hierro mejora los
ADH Tratamiento con SOD niveles previos de
sulfato ferroso estrés oxidativo
diario (6 mg/kg/dia) Catalasa
después de 8
semanas GPx
Sundaramy col., In vivo. Pacientes 1 mes de Peroxidacion El tratamiento con

2007

Anémicas (Aprox.
16 afios)

suplementacion con
hierro

lipidica

hierro habria
disminuido los
valores de
peroxidacion
lipidica

Aycicek y col., 2014

In vivo. Nifios con
ADH

Comparacién de
diferentes farmacos
de hierro de
administracién oral

Tiol total sérico (SH)

Capacidad
antioxidante total
(TAC)

Estado oxidante
total (TOS)

indice de estrés
oxidativo (OSl)

El hierro fue
efectivo en corregir
el estado oxidativo
elevado

Mimic¢-Oka y col.,
2005

In vivo. Pacientes
adultos con
hemodialisis

Terapia repetitiva
intravenosa de
hierro dosis total de
625 mg

Derivados reactivos
con carbonilo

Grupos tioles
Tiol total sérico (SH)
Malondialdehido

SOD

El tratamiento con
hierro produjo un
aumento del estrés
oxidativo en el
plasma de los
pacientes
hemodializados




GPX

Akarsu y col., 2013

In vivo. Pacientes
con anemia por
deficiencia de
hierro (ADH)

Dosis terapéutica
de hierro.
Administracién oral,
intramuscular e
intravenosa

Capacidad
antioxidante total

la terapia oral con
sulfato ferroso
indujo un estrés
oxidativo leve,
mientras que las
terapias
intramuscular e
intravenosa
indujeron niveles
mas altos de estrés
oxidativo

Altuny col., 2014

In vivo. Lactantes <2
anos, ninosde3a9
anos y adolescentes
de 10 a 15 afios con
ADH

Administracidn
diaria de Fe™, a una
dosis terapéutica de
4 mg/kg/dia para el
tratamiento de la
anemia durante un
periodo de 8 a 12
semanas

Malonaldeido
(MDA)

Catalasa (CAT)
SOD

Glutathione
peroxidase (GSH-Px)

El sulfato ferroso
utilizado en el
tratamiento de Dl o
IDA podria provocar
estrés oxidativo

Abtahiy col., 2014

In vivo. Adultos
sanos

Efectos del
consumo de pan
fortificado con

Capacidad
antioxidante total

El enriquecimiento
de la harina con
hierro entre los

hierro MDA adultos no
anémicos a largo
SOD plazo podria
conllevar a un
incremento del
estrés oxidativo
Pray col., 2008 In vivo. Ratones Sulfato ferroso MNi Reportaron un
diario aumento
(33.2mg/kg) significativo de la
frecuencia de MNi
Pray col., 2012 In vivo. Nifios sanos  Ingestade 15 mg/d  MNi Dicha ingesta no

de hierro

aumenta la
frecuencia basal de
micronucleos




Premkumary
Bowlus, 2003

In vivo. Ratones

Dieta con alto MNi
contenido de

sulfato ferroso (100

0300 mg/kg de

dieta en forma de

FeSO4) durante 3

semanas

Incrementa la
frecuencia de MNi
en células de
médula ésea

Aksuy col., 2010

In vivo. Nifios con
IDA

Administracidn
diaria de hierro (5-6
mg/kg/dia)

Ensayo Cometa

Después de la
administracion de
hierro aumentan los
sitios sensibles a
Fpg, que
representan ADN
dafado por
oxidacién

Mollet y col., 2016

In vitro. Células
endoteliales
humanas primarias

Dosis bajas de
citrato de hierro
(10pM)

Ensayo Cometa

Los tratamientos
con bajas dosis de
hierro son
suficientes para
modificar el
endotelio vascular e
inducir una
respuesta al dafio
del ADN.

Franke y col., 2005

In vivo. Ratones

Dosis de sulfatode  Ensayo Cométa
hierro FeSO4 (33,23

mg Fe/kgw.b.)y

dos dosis de VitC (1

y 30 mg / kg de

peso corporal del

raton)

Sulfato de hierro
aumentaba el dafio
en el ADN y que
este dano se
incrementaba con
la vitamina C

Diaz-Castro y col.,
2013

In vivo. Ratas
anémicas después
de la completar los
reservorios de Fe

Tres fuentes
diferentes (FeSO4,
hem Fe y FeSO4 +
hem Fe) y
cantidades (45, 12y
31 mg Fe/kg dieta)

Ensayo Cometa

Peroxidacion
lipidica

La suplementacidn
de Fe con dosis
bajas de Fe hem o
formas combinadas
de Fe no hem y hem
(FeSO4 + hem) son
eficaces para
restaurar los
pardmetros
hematoldgicos
deteriorados y




prevenir el dafio
asociado con los
suplementos de Fe

Tabla 37. Cuadro comparativo sobre los modelos experimentales citados en el capitulo VII.

Autores/Afio

Avula y Fernandes,

2000

Apartado 23. Discusién hierro y vitamina E.

Modelo

In vivo. Ratones
machos de 2 meses
de edad

Diseno

Se alimentaron con
una dieta durante
tres meses con
aceite de maiz al
10%, suplementado
con vitamina E en
niveles normales
(75Ul /kg)o
superiores (500 Ul /
kg), o sin Vit E como
grupo control

Técnica/s

Peroxidacion
lipidica (MDA)

Tincidn con
diclorofluoresceina

Resultados

La suplementacion
con vitamina E en la
dieta favoreceria la
proliferacién celular
de manera dosis
dependiente, asi
como disminuia la
muerte celular
programada al
reducir los
peréxidos lipidicos
(MDA)

Marar, 2011 In vitro. Modelo de  Vitamin E T- BARS Efecto protector de
hemolisis de (18 pg/ml) (nivel la vitamina E al
, . Catalasa
glébulos rojos normal en suero). atenuar la
inducida por superéxido hemodlisis de los
glucosa 5,10y 20 dismutasa glébulos rojos y
mM. mejora la respuesta
Glutation antioxidante
Jilaniy col., 2016 In vivo. Adultos Vitamina E (400 mg) Parametros El estudio mostré
sanos levemente todos los dias bioquimicos una asociacion
anémicos durante un periodo positiva entre la
Estado-

de tres meses

antioxidante-total

suplementacion
convitamina Ey
niveles de
hemoglobina

Wawrzyniak y col.,

In vivo. Modelo de

Suplementacién con

Peroxidacion

Reduccion de los
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2013 ratones a-tocoferol (2 mg), lipidica niveles de perdxido
acido ascérbico (12 de lipidos en el
mg) y B-caroteno (1 8-ox0 DG plasma de ratas
mg), tanto sometidas a
individualmente ejercicio y que
como en recibieron 2 0 3 de
combinacion, los antioxidantes.
durante 14 dias

Altamura y col., In vivo. Células La delecidon de Gpx4 Parametros La delecidn de Gpx4

2020 hematopoyéticas de en el sistema Bioquimicos ocasiona en células

raton

hematopoyético se
indujo alimentando
con citrato de
tamoxifeno durante
tres semanas

Ratones con dieta
pobre en vitamina E
gue contenia 7 ppm
de a-tocoferol.

La dieta repleta de
vitamina E contenia
275 ppm de a-
tocoferol

Expresidn genética

hematopoyéticas
causa una
eritropoyesis
ineficaz, y esto
resulta
parcialmente
atenuado por la
suplementacion
dietética de
vitamina E

Tangy col., 2016

In vivo. Bebés y
nifios pequefios con
deficiencia de
hierro

Terapia con hierro
(6 mg / kg /d) mas
placebo (n=22) o

hierro (6 mg/ kg /
d) mas vitamina E

(18 mg/d, n=14)
durante 8 semanas

Estado de hierro e
inflamacion

Microbioma
intestinal

Adicionar vitamina E
junto con el
tratamiento
terapéutico con
hierro podria, al
disminuir la
inflamacién y
favorecer la
absorcion del hierro

Arnony col., 2009

In vivo. Recién
nacidos prematuros

Recibieronlas2 04
semanas de edad 5
mg/kg/d de
complejo de hierro
polimaltosa no

Niveles de Vitamina
E

Parametros
bioquimicos

La combinacién de
hierro y vitamina E
resulté ser eficazy
segura para mejorar
la anemia en los
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idnico con una dosis

recién nacidos

diaria de 25 Ul de prematuros
vitamina E (como
dl- acetato de a-
tocoferol) a partir
de las 2 semanas de
edad
Madhikarmiy In vivo. Pacientes Los pacientes y Peroxidacion Conla
Murthy, 2014 anémicos (30 afios sujetos sanos lipidica (MDA) suplementacion se
prox). recibieron logré una menor
suplementos de CAT peroxidacion lipidica
vitaminaCy E SOD y un aumento de
durante 15 dias vitaminas
(400 mg una vez al GPx vitamina A antioxidantes
dia).
vitamina C
vitamina E
Actividad
antioxidante total
Simsek Orhony In vivo. Pacientes Tratamiento con Malonaldehido Los niveles de

col., 2006 con IDA de nueve hierro, y hierrocon  (MDA) malonaldehido del
meses vitamina E. grupo tratado con
vitamina E vitamina E
SOD resultaron mas bajos
durante el
tratamiento.
Islery In vivo. Pacientes Los pacientes Superdxido La suplementacion
colaboradores, con ADH recibieron hierro dismutasa (SOD) con vitamina E junto
2002 oral (567,7 mg) dos con el tratamiento
glutatién

veces al dia de
sulfato de peroxidasa (GSH-Px)
ferroglicina. Otro

grupo hierro

parenteral

(polimaltosa de

hidréxido de ferro

[ll; 200 mg IM).

El tercer grupo

con hierro Parental
resultd ser eficaz
para restaurar
parcialmente el
estado antioxidante
en la anemia




recibio hierro
parenteral mas
vitamina oral.

E (300 mg/dia
oralmente)

Rodriguez-Riberay
col., 2017

In vivo. Pacientes
con hemodialisis.

Uso de membranas
de polisulfona
recubiertas con
vitamina E

MNi

Ensayo Cometa

Los pacientes con
deficiencia de
vitamina E
mostraron niveles
mas altos de dafo
oxidativo en el ADN.
Tras el uso de
membranas
recubiertas de
vitamina E
detectamos una
disminucién
significativa en los
niveles de dafio

oxidativo
Record y Jannes, In vivo e In vitro. El contenido final MNi A pesar de las
2000 Esplenocitos de hierro de las concentraciones de
sometidos a dietas fue de 45 mg a-tocoferol
desafios oxidativos  de Fe/kg o de 205 significativamente
ex vivo. mg de Fe/kg de mas altas en plasma
dieta (hierro normal e higado en animales
o alto), sin la suplementados con
adicion de a- esta vitamina, no
tocoferol o con la hubo proteccidn
adicién de 67 mg de aparente contra la
a-tocoferolacetato / genotoxicidad
kg. dieta (baja o alta oxidativa.
vitamina E)
Fenechy col.,, 1997 Invivo. Voluntarios  D-alpha-tocopherol  Vitamina E El aumento de
sanos varones de (VITE) VN vitamina E no tuvo
[

entre 50y 70 afios.
Analisis realizado en
sangre periférica

recomendacién de
ingesta diaria (10.0
mg or 14.9 U VITE)

un impacto
significativo en la
tasa de dafio
genético basal y




tampoco hubo
correlacién entre la
frecuencia de dafo
genético basal y el
estado de vitamina E

Kany col., 2002

In vivo. Pacientes
con dialisis

Suplementaciéon con Ensayo Cometa
vitamina E (600

mg/dia) en después

de 14 semanas de

tratamiento

Efecto
genoprotector.
Observaron que el
indice de dafio
disminuye 6 veces su
valor

Ozdemir y col.,
2014

In vivo. Nifios con
talasemia

Suplementados con  Ensayo Cometa
vitamina E
(101U/kg/dia)

durante 3 meses

No encontraron
diferencias
estadisticamente
significativas entre el
grupo control y los
pacientes
suplementados




