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RESUMEN

La anemia constituye un problema grave de salud publica en el Perd, afecta
principalmente a los nifios menores de tres afios y gestantes, el tratamiento de
eleccion se da mediante el uso de sales ferrosas. Sin embargo, existe baja
adherencia al tratamiento. Objetivos: Determinar el efecto de una mezcla de
minerales y vitaminas sobre la capacidad antioxidante y anemia inducida en
ratas (concentracion de hemoglobina) y (cambios bioquimicos e histol6gicos).
Metodologia: Estudio analitico, experimental cldsico, longitudinal y
prospectivo. Se utilizaron 30 ratas albinas Holtzman, distribuidos
aleatoriamente en 5 grupos; Se indujo la anemia mediante extraccidén
sanguinea y dieta deficiente de hierro. Se brind6 tratamiento durante 21 dias.
Grupos: 1) Control negativo, 2) Control positivo, 3) Mezcla MV (fumarato
ferroso: 3 mg Fe/Kg p.c. + zinc, acido fdlico, vit. A y vit. C), 4) Sulfato
ferroso (3 mg Fe/Kg p.c.) y 5) Hierro heminico (3 mg Fe/Kg p.c). Se
determiné la hemoglobina basal, post induccion y post tratamiento; se midio
la capacidad antioxidante a través de la técnica FRAP y se analizaron los
cortes histolégicos de diversos 6rganos (higado, estomago, duodeno, riiidn,
bazo, corazén y cerebro). Resultados: Los tres tipos de hierro lograron la
recuperacion de hemoglobina similar a valores basales, se hallo diferencia
significativa entre el Control Positivo y Mezcla MV (p-valor = 0,001). En la
capacidad antioxidante post tratamiento se obtuvo diferencia significativa
entre los grupos tratados con sulfato ferroso y hierro heminico (p-valor =
0,033) a favor de éste ultimo. Se hallaron cambios histopatolégicos
principalmente en higado, duodeno y rifién en los grupos inducidos a anemia,
sobre todo en el grupo tratado con sulfato ferroso. Conclusion: Los tres
tratamientos de hierro produjeron un efecto antianémico. Los tratamientos
con hierro i6nico afectaron la capacidad antioxidante en suero a diferencia del
tratado con hierro heminico. El sulfato ferroso generé mayores alteraciones en

la morfologia celular, especialmente en higado.

Palabras clave: Anemia, Capacidad antioxidante, Hierro, Sulfato Ferroso,

Ratas (fuente: DeSC BIREME).



ABSTRACT

Anemia is a serious public health problem in Peru. It Affects children under
three years of age and pregnant women mainly. Usually, the treatment of
choice is ferrous salts. However, there is low adherence to treatment.
Objectives: To determine the effect of a mixture of minerals and vitamins on
the antioxidant capacity and induced anemia in rats (hemoglobin
concentration) and (Biochemical and histological changes). Methodology:
Analytical, experimental classic, longitudinal and prospective study. 30
Holtzman albino rats were used, randomly distributed in 5 groups; Anemia
was induced by blood extraction and iron deficient diet. Treatment was
provided for 21 days. Groups: 1) Negative control, 2) Positive control, 3) MV
mixture (ferrous fumarate: 3 mg Fe/Kg b.w. + zinc, folic acid, vit A and vit
C), 4) Ferrous sulphate (3 mg Fe/Kg b.w.) and 5) Heme iron (3 mg Fe/Kg
b.w.). The hemoglobin was determined at basal, post induction and post
treatment; Antioxidant capacity was measured through the FRAP technique
and the histological sections of various organs were analyzed (liver, stomach,
duodenum, kidney, spleen, heart and brain). Results: The three types of iron
achieved similar hemoglobin recovery at baseline values. A significant
difference was found between the Positive Control and MV Mix (p-value =
0,001). In the post-treatment antioxidant capacity, significant difference was
obtained between the groups treated with ferrous sulfate and heme iron (p-
value = 0,033) in favor of the latter. Histopathological changes were found
mainly in the liver, duodenum and kidney in the groups induced to anemia,
especially in the group treated with ferrous sulfate. Conclusion: The three
iron treatments produced an anti-anemic effect. The treatments with ionic iron
affected the antioxidant capacity in serum unlike of treated with heme iron.
Ferrous sulfate generated greater alterations in cell morphology, especially in

the liver.

Key words: Anemia, Antioxidant capacity, Iron, Ferrous Sulfate, Rats

(source: MESH NLM).



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Situacion Problematica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la anemia “es un trastorno en
el cual el nimero de eritrocitos (y, por consiguiente, la capacidad de
transporte de oxigeno de la sangre) es insuficiente para satisfacer las

necesidades del organismo” (OMS, 2011).

En el afio 2011, se estim6 que la anemia afectaba a alrededor de 800
millones de nifios y mujeres en el mundo, de los cuales, 528.7 millones eran
mujeres en edad reproductiva o gestantes; y 273.2 millones eran nifios
menores de 5 afios, aproximadamente el 50% de los casos son atribuidos a la

deficiencia de hierro (WHO, 2015).

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica e Informatica INEI, (2018)
en el Peru, “La anemia por déficit de hierro es estimada a partir del nivel de
hemoglobina en la sangre. Es una carencia que a nivel nacional afecta a
cuatro de cada diez nifias y nifios menores de 6 a 35 meses de edad (43,5%),

es mayor en el drea rural (50,9%) que en el drea urbana (40,9%)”.

Dada la alta prevalencia, en nuestro pais la anemia constituye un problema
grave de salud publica, se estima que hay 620 mil nifios con anemia (MINSA,
2017b). El promedio nacional del porcentaje de anemia es elevado desde
antes del afio 2000 (60,9%) y se viene manteniendo desde el 2012 (44,5%),
siendo mayor en las regiones de la Selva y Sierra segin los resultados de la

Encuesta Demogréfica y de Salud Familiar - ENDES (INEI, 2013).

El tratamiento de eleccion de la anemia ferropénica se da mediante el uso
de sales ferrosas, siendo el referente el sulfato ferroso, debido a su eficacia, ya
que permite la normalizaciéon de valores de ferremia, saturacion de
transferrina y ferritina con incrementos més precoces y de mayor intensidad,

ademds el costo es relativamente bajo. Sin embargo, las manifestaciones de



intolerancia digestiva pueden limitar su eficacia (Donato, Rapetti, Moran y

Cavo, 2007).

Dado el comportamiento epidemiolégico de la anemia en nuestro pafs, se
han implementado estrategias de intervencién para disminuir su prevalencia y
reducir el impacto negativo sobre el desarrollo de los nifios peruanos. En
1997, se establecid la suplementacién con sulfato ferroso como estrategia para
la prevencion de anemia en nifios de 6 a 36 meses, sin embargo, en el 2009
segiin ENDES solo el 12,6% recibian el suplemento de hierro, ademds se
identific6 baja adherencia y ausencia de estrategias de monitoreo y evaluaciéon

de la suplementacion con sulfato ferroso (Roman et al., 2014).

Luego de una revision sistemadtica de 8 estudios en varios paises, en la cual
se evalud la administracion de micronutrientes y su efecto sobre la
prevalencia de anemia, los resultados que el grupo asesor considerd
prioritarios para la Propuesta fueron, la concentracién de hemoglobina,
dotaciéon de hierro, la pauta de administracién, y la duracién de la
intervencion entre otros, los cuales apoyaron la directriz de dmbito mundial
que recomienda “la fortificacion domiciliaria de los alimentos con
micronutrientes en polvo (hierro, vitamina A y Zinc) para mejorar la dotacion
de hierro y reducir la anemia en lactantes y nifios menores de 5 afios de edad”
con frecuencia de un sobre diario en poblaciones con una prevalencia de

anemia de 20% a mas (OMS, 2012).

Sobre este tema, el Ministerio de Salud (2014) aprobd la Directiva
Sanitaria N°056 que estableci6 la Suplementacién con Multimicronutrientes y
Hierro para la prevencion de anemia en nifias y nifios de 6 a 36 meses de
edad, con la administracion diaria de un sobre de 1.0g de polvo cuyo
contenido consiste en, hierro (fumarato ferroso), vitamina A, acido félico,
vitamina C y zinc, a partir de los 6 meses de edad durante 12 meses

continuos.

En adelante se denominard al Multimicronutriente como Micronutriente,

segiin la Directiva Sanitaria N°068, la cual brinda una indicacién adicional



para la prevencion de anemia: “La suplementacion se iniciard a los 4 meses de
vida con sulfato ferroso o complejo Polimaltosado férrico en gotas hasta los 5
meses con 29 dias de edad”, considerdndose una dosis a administrar de 2 mg
de hierro elemental por kilogramo de peso diario, (MINSA, 2016a). Esquema
de suplementacion vigente de aplicacién obligatoria, a nivel nacional, en
todos los establecimientos del Sector Salud, segin lo establece la Norma
Técnica de Salud (NTS N°134) en el manejo terapéutico y preventivo de la
anemia en nifios, adolescentes, mujeres gestantes y puérperas (MINSA,

2017a).

Existe una baja adherencia a los suplementos de hierro, los cuales tienen
como finalidad prevenir la deficiencia de hierro en poblacion vulnerable, el
consumo de estos es limitado, segin ENDES 2016 sélo el 29.2% de nifios de
6 a 36 meses consumié suplementos de hierro en los tltimos 7 dias (21.9% de
micronutrientes, 5.8% en jarabe de sulfato ferroso y 3.4% en gotas de sulfato

ferroso) (MINSA, 2017b).

Segtin el Ministerio de Salud (2017a) bajo la NTS N°134, toda gestante a
partir de la semana 14 de gestacion y las puérperas, hasta los 30 dias después
del parto, deben recibir suplemento de hierro en dosis diaria de 60 mg de
hierro elemental méds 400 pg de 4cido félico (1 tableta diaria) de forma
preventiva, y como tratamiento de la anemia deberd administrarse 120 mg de
hierro elemental mas 800 pg de acido fdlico (2 tabletas diarias) durante 6
meses continuos. La suplementacion de hierro se da bajo la forma de sulfato
ferroso, en caso de adherencia inadecuada (<75%) o intolerancia digestiva se

puede emplear hierro Polimaltosado.

Un estudio realizado en 18 establecimientos de salud del MINSA para
conocer la adherencia al suplemento de hierro de las gestantes que acuden al
control prenatal determiné que menos del 50% de las gestantes estudiadas
mostraron una adherencia promedio a la suplementacién, y esto disminuye
conforme transcurren los meses de gestacion, llegando a ser sélo del 30% al

sexto mes de seguimiento, la adherencia baja se relacion6 con mayor nimero



de efectos adversos producto de la suplementacién como, nduseas y mal sabor

de boca (Munayco, Gambirazio, Sudrez, y Arias, 2009).

Al respecto, las intervenciones nutricionales para combatir la anemia se
han enfocado en el uso de suplementos de hierro de origen iénico y 4cido
folico en gestantes, lo cual no ha contribuido significativamente en reducir la
prevalencia de anemia, debido a la baja adherencia al tratamiento asociado a
reacciones gastrointestinales, motivo por el cual en otros paises se viene
empleando antianémicos en base a hierro heminico de origen natural
obtenidos a partir de la sangre bovina, obteniéndose eficacia antianémica
superior al 90%, y no se han reportado reacciones adversas gastrointestinales,
resultados que se han atribuido a su mayor biodisponibilidad debido a su

naturaleza (Gonzdlez, Garcia, Espinosa, Carmona y Cérdenas, 2011).

En la dieta humana el hierro (Fe) se encuentra como hierro heminico (en
tejido animal como carnes y en la sangre) y hierro no heminico (en alimentos
de origen vegetal, sales minerales y algunos alimentos de origen animal como
la leche, y los huevos.), en los paises en vias de desarrollo el consumo
alimentario habitual de la poblacion posee un bajo contenido de hierro
heminico, siendo una de las principales causas de la anemia por deficiencia de

hierro (Gaitéan, Olivares, Arredondo y Pizarro, 2006).

La condicién de anemia (por deficiencia de Fe en la dieta) y el uso de
preparados de Fe para prevenir y tratar la anemia pueden generar dafio
oxidativo, el cual se hall6 a nivel del higado de animales anémicos por el
movimiento del mineral desde éste érgano hasta los tejidos eritroides, debido
a la reactividad del Fe; a nivel de la mucosa del duodeno, dafio oxidativo a los
lipidos y a las proteinas, siendo mayor en el grupo de animales que recibieron
dieta de contenido normal en hierro (fumarato ferroso). Sin embargo, los
organismos vivos se protegen del dafio oxidativo mediante mecanismos

enzimaticos endégenos (Garcia, Morején y Bourg, 2015).

En una sobrecarga de hierro, el hierro libre puede generar radicales libres

que dafian componentes bioldgicos esenciales (lipidos, proteinas y DNA), por



lo cual el organismo debe ser capaz de controlarlo a través de la absorcion de

hierro, méds que a través de su excrecion (Palomo, Pereira y Palma, 2005).

Se denominan especies reactivas del oxigeno a las moléculas radicales y
no radicales que son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos a
radicales. Los radicales libres son dtomos o grupo de 4tomos que poseen un
electron desapareado, tienen capacidad de reaccionar con moléculas estables
que estdn a su alrededor, captando un electron de éstas con el fin de alcanzar
su estabilidad electroquimica, generando que la molécula que cedi6 el
electron se convierta a su vez en un radical libre inicidndose asi una reaccién

en cadena que destruye moléculas, membranas celulares y tejidos.

En cantidades moderadas los radicales libres cumplen una funcién
fisiologica, al participar en el metabolismo normal, en la fagocitosis e
inflamacion y constituyendo un mecanismo de defensa ante virus, bacterias,
pardsitos y células anormales. En nuestro organismo dichos procesos se dan
constantemente y deben ser controlados con una adecuada proteccién
antioxidante. Los antioxidantes son sustancias capaces de neutralizar la
accion oxidante de los radicales libres mediante la liberacion de electrones en

nuestra sangre (Avello y Suwalsky, 2006).

Cuando el incremento del contenido intracelular de los niveles de especies
reactivas de oxigeno, sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula se
produce estrés oxidativo, el cual induce dafio a moléculas biolégicas como
lipidos, proteinas y d4cidos nucleicos, alterando la funcionalidad celular

(Toxqui et al., 2010).

La utilizacién de modelos animales experimentales permite estudiar el
desarrollo de enfermedades y el efecto terapéutico de los medicamentos antes
de su aplicacion clinica, la rata recién destetada ha sido el modelo animal mas
empleado en estudios relacionados con el hierro debido a que existen
suficientes similitudes entre el ratén o rata y organismo del ser humano
(Garcia, Garcia-Pérez, Angeles—Campos, Carmona-Castro y Cardenas-

Véazquez 2013).



Sobre este tema, la induccién de anemia ferropénica en ratas se ha
obtenido bajo algunos modelos. Llanllaya y Meléndez (2013) lograron la
induccién mediante sangria, extrayéndoles 3 mL de sangre una vez por
semana durante 4 semanas, y modificacién de la dieta, antes y durante el
periodo de experimentacion, dieta baja en hierro de acuerdo a los

requerimientos integrada por, maicena, claras de huevo y aceite vegetal.

Considerandose anemia en ratas, concentraciones de hemoglobina en
sangre menores de 9 g/dL, resultados similares obtenidos por Tilldn,
Rodriguez, Gémez, Pardo y Agiiero (2004) quienes utilizaron ratas machos
con una masa corporal comprendida entre 250 y 300 g, los cuales fueron
sometidos durante 15 dias a una dieta semisintética deficiente en hierro y
extracciones de 2,5 mL de sangre del plexo ocular 3 veces por semana, hasta

provocar estados anémicos ademds de una dieta de deplecion.

Estos aspectos nos motivan a estudiar en forma comparativa los efectos de
la mezcla de algunos tipos de hierro y vitaminas sobre la capacidad
antioxidante y la anemia inducida, conduciéndonos a conocer qué tratamiento
de hierro ademaés de influir sobre la concentraciéon de hemoglobina logra una

mejor capacidad antioxidante y menores manifestaciones a nivel tisular.

1.2 Formulacion del Problema

(Cudl es el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas sobre la

capacidad antioxidante y la anemia inducida en ratas?



1.3 Justificacion tedrica

La anemia es un problema de salud global, superando el 43% a nivel
nacional, 620 mil nifios menores de tres afios padecen de anemia en una
poblaciéon de 1,6 millones, el gobierno se ha propuesto como objetivo
reducirla al 19% para el afio 2021, a través de diversas estrategias (Arroyo-

Laguna, 2017).

La anemia por deficiencia de hierro (Fe) o anemia ferropénica nutricional
se caracteriza por la reduccion o ausencia de depdsitos de Fe, bajo porcentaje
de saturacién de transferrina, bajos niveles de Fe sérico, disminucién de
ferritina sérica y finalmente bajos niveles de Hemoglobina. La ferropenia
ocasiona lesiones irreversibles a nivel neurolégico, principalmente en la
poblacion infantil, alterando el desarrollo cognitivo, motor y de la conducta,

incluso alteraciones sobre la fisiologia auditiva y visual (MINSA, 2015).

En un estudio descriptivo en gestantes anémicas de un hospital MINSA de
Lima, se analizaron factores asociados a la suplementacion, y se determiné
una asociacion entre la mayor frecuencia de sintomas gastrointestinales con la
administracién de hierro (sulfato ferroso) en mujeres con baja adherencia al
tratamiento, ademds 7 de cada 10 gestantes no conocian los beneficios de la

suplementacion (Guillen, 2014).

En la investigacion de Troncoso et al. (2011) el tratamiento antianémico
con sulfato ferroso y vitamina C ocasion6 dafio pulmonar, hemorragia septal
e iIntraalveolar moderada a severa, enfisema focal moderado en ratas
prefiadas, fetos y crias; los animales de experimento sin tratamiento

mostraron pulmones sin alteraciones.

En un estudio experimental se conocié que la administracién de sulfato
ferroso y vitamina C generé mayor produccion de radicales libres y accion
nociva sobre el tejido hepdtico (Guija et al. 2011). Los radicales libres son
compuestos quimicos caracterizados por poseer uno o mds electrones

desapareados, entre otros, pueden formarse intracelularmente en los



peroxisomas, en la cadena transportadora de electrones, durante la
fagocitosis, la autooxidacion o como consecuencia de la interaccién de
metales de transicion como el hierro o cobre con ascorbato o peréxido de

hidrégeno (Troncoso y Guija, 2007).

La eficiencia del hierro Fe?* para ceder electrones y la del hierro Fe** para
aceptarlos, es una caracteristica que, bajo condiciones aerobias facilmente se
puede catalizar la formacion de radicales libres nocivos, como el hidroxilo
(OH-) a partir de superéxido (O-") y peréxido de hidréogeno (H20»),
conocidos como intermediarios reactivos de oxigeno (ROS), los cuales se
forman a través de la reduccidon incompleta de oxigeno molecular en la
mitocondria. Los radicales libres promueven la oxidacion de proteinas,
peroxidacién de lipidos de membrana y modificacion de 4cidos nucleicos. Un
exceso de hierro con actividad redox agrava el estrés oxidativo y acelera la

degeneracion tisular (Toxqui et al., 2010).

Se ha reportado que la ferrodeficiencia genera deterioro al ADN, dafio
oxidativo al material genético y su estabilidad, revelado por el porcentaje de

ADN en cabeza y cola (Diaz et al., 2014).

A consecuencia de la deficiencia de hierro, ademas de las manifestaciones
propias de la anemia, se han descrito otras manifestaciones no hematoldgicas
generadas por la disfuncion de las enzimas hierro dependiente, entre ellas,
alteraciones de la inmunidad celular, disminucién de la termogénesis,
alteraciones funcionales e histologicas del tubo digestivo, falla en la

movilizacion de la vitamina A hepética, entre otros (Olivares y Walter, 2004).

De acuerdo a lo encontrado en la literatura, el plantear un estudio que
revele cuales son los efectos de distintos tratamientos de hierro no solamente
sobre la concentracion de hemoglobina sino sobre su repercusiéon en la
capacidad antioxidante del organismo y los probables efectos sobre algunos

organos justifican el desarrollo de la presente investigacion.



1.4 Justificacion practica

De acuerdo Alcazar (2012), se estimd el costo de la anemia tomando en
cuenta la carga que representa principalmente en dos componentes, su
influencia en el costo para la economia (por pérdida cognitiva, por pérdida
por escolaridad y por pérdida de productividad) y en el costo para el estado
(por atencién de partos prematuros de mujeres con anemia, por afios de
repitencia, por tratamiento de los nifios y gestantes con anemia) a nivel
nacional y calculé que debido a esto se pierde el 0,62% del PBI, es decir
aproximadamente S/. 2 777 millones, ésta cifra es cinco veces mayor al
presupuesto del SIS del afio 2009 y casi el 38% del presupuesto del sector

salud a nivel nacional del mismo ano.

Respecto a la prevencion de anemia mediante la administraciéon de
micronutrientes, un ensayo comunitario concluyd que se han encontrado
barreras de tipo subjetivas y objetivas para una adecuada adherencia a la
suplementacion, encontrdndose la modalidad de atencién, interrelacién entre
la madre y el personal de salud, la falta de monitoreo de la suplementacion
(visitas domiciliarias como parte del seguimiento para fortalecer los mensajes
respecto a la preparacion y consumo del suplemento), ademds la madre
considera la anemia como un proceso normal ademés se menciona efectos
gastrointestinales no deseados y ello debido a una mala preparaciéon del

suplemento (CENAN, 2016).

Se han identificado barreras referidas al producto que se emplea como
suplemento para la prevencion de anemia, los micronutrientes en polvo se
mezclan con el alimento del nifio, la madre lo percibe como un medicamento
desconociendo su importancia, ademads el sabor y forma de presentacién han
generado rechazo en algunos nifios, con efectos no esperados como
estrefiimiento, por otra parte, las barreras referidas a la familia y comunidad,
ejercen una gran influencia para la adopcién o no de las recomendaciones
brindadas por el personal de salud durante la consejeria (Aparco y Huaman-

Espino, 2017).
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En relacion a la prevencion y tratamiento de la anemia, el sulfato ferroso
es la sal ferrosa mas utilizada. En el ano 2016, la Direccion General de
Medicamentos, Insumos y Drogas elaboré un Informe Técnico para el
proceso de elaboracién de la Lista Complementaria de medicamentos para el
control de la anemia infantil y parasitosis, para el cual realizaron una revisién
de la informacion cientifica respecto al medicamento a base de hierro, como
polimaltosa (Hierro oral trivalente acoplado con un complejo de azucar) y

sulfato ferroso.

Se hall6 segun la base de datos VigiAccess de la OMS se registraron
46,306 sospechas de Reacciones Adversas a Medicamentos (RAMs) con
preparaciones de hierro en general ademds, el Centro Nacional de
Farmacovigilancia y Tecnovigilancia informé que desde el afio 2006 al 2016
se registraron 286 Reacciones Adversas reportadas con Sulfato ferroso,
clasificados segtn la gravedad como no serio, siendo el estrefiimiento uno de
los efectos secundarios mds comunes, significando ello un factor limitante
para la adherencia a la terapia con hierro oral, la mayor incidencia asociada al

uso de altas dosis de hierro.

El Equipo Técnico concluyé que existe evidencia cientifica con resultados
controversiales que el hierro polimaltosado tenga una mejor respuesta clinica
y menores eventos adversos que el sulfato ferroso para la prevencion y
tratamiento de la anemia por deficiencia de hierro, incluyéndolo en la Lista
Complementaria de medicamentos para el control de la anemia infantil y
parasitosis, al Petitorio Nacional Unico de Medicamentos Esenciales como
una alternativa en pacientes que presentan intolerancia con el uso de sulfato

ferroso (MINSA, 2016b).

En los tdltimos afios, el Ministerio de Salud viene proponiendo esquemas
de suplementacion preventiva con hierro (sulfato y fumarato ferroso) que no
han presentado una adecuada adherencia en su mayoria, por lo cual en la
presente investigacion comparamos el hierro i6nico versus el hierro heminico

y sus efectos sobre la anemia inducida en ratas.
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1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas sobre

la capacidad antioxidante y la anemia inducida en ratas.

1.5.2 Objetivos especificos

a. Determinar el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas sobre
la capacidad antioxidante en ratas con anemia inducida.

b. Determinar el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas sobre
la concentracion de hemoglobina en ratas con anemia inducida.

c. Determinar el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas sobre

cambios histoldgicos en 6rganos de ratas con anemia inducida.



12

CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1 Marco epistemolégico de la investigacion

La presencia de anemia maternoinfantil motiva mucha preocupaciéon en
todos los dmbitos, ya que sus consecuencias repercuten negativamente en la
salud y el desarrollo temprano de nifias y nifios, a nivel cognitivo, motor,

emocional y social afectandolos a corto y largo plazo (MINSA, 2017b).

En el presente trabajo de investigacion se ha impulsado analizar el efecto
de una mezcla de minerales y vitaminas sobre la capacidad antioxidante y la
anemia inducida en ratas, ya que se conoce del uso de sales ferrosas y su
efecto sobre la regeneracion de hemoglobina, pero es incierto aun los
probables efectos adversos sobre los 6rganos que puedan generar dichos

tratamientos.

Ademas de buscar mejorar la condicion clinica, se requiere generar el
menor dafio posible. La investigacién con animales experimentales es tan
antigua como la ciencia misma, gracias al uso de los animales, se han hecho
multiples hallazgos e invenciones para un gran ndmero de afecciones
humanas y animales, los cuales han sido constantemente reportados vy

celebrados (Cardozo de Martinez y Mrad de Osorio, 2008).

Por lo cual, se ha propuesto una metodologia de acuerdo a estudios de
referencia, teniendo en consideracion el cumplimiento de los requisitos de
una investigacion cientifica y las disposiciones para el manejo adecuado de

los animales de experimentacion.

Se ha establecido la correlacidon entre las variables del estudio, de acuerdo
a los objetivos planteados. Para su ejecucidon se cumplieron con rigurosidad
las exigentes normas y estdndares nacionales e internacionales para el trabajo

preclinico.
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2.2 Antecedentes de investigacion

Se viene investigando la persistencia de la anemia ferropénica y la baja
adhesién a la terapia con sulfato ferroso, teniendo como principal barrera el
disconfort abdominal, el desagradable sabor metédlico y tincién dental,
motivando un estudio para evaluar la aceptacién y tolerancia a los
microgranulos de fumarato ferroso microencapsulado en relacion a las gotas
de sulfato ferroso, y se determind que el porcentaje estimado de nifios que
incrementaron sus niveles de hemoglobina hasta alcanzar un estado “no
anémico” en el grupo con fumarato ferroso (54%) fue significativamente
mayor que en el grupo sulfato ferroso (21%), asi mismo respecto al promedio
de cumplimiento del tratamiento hallindose 78 y 55%, respectivamente

(Urquidi, Mejia y Vera, 2007).

Garcia, Gonzélez, Menéndez, Gonzédlez y Bourg (2008) ejecutaron un
disefio experimental utilizando formulaciones de hierro i6nico y no iénico
(para estimular simultineamente ambas vias de absorcion del hierro usando
dosis inferiores lo que conllevaria una menor tasa de efectos adversos
gastrointestinales), protocolo que distribuy6é las unidades biolégicas en 4
grupos, grupo control (I), hierro heminico (II), fumarato ferroso (III) y la
mezcla de hierro heminico-fumarato ferroso (IV); Se observd un incremento
significativo de la concentracion de hemoglobina en los grupos respecto al
basal. En el Grupo IV se registraron los mayores incrementos de
hemoglobina, los niveles séricos de hierro fueron significativamente mayores

en los grupos 11 - IV.

Gonzalez et al. (2011) compararon tres tipos de tratamientos en ratas con
anemia inducida, empleando sulfato ferroso, hierro heminico, solos y
combinados, los cuales mostraron un efecto antianémico similar, respecto al
Fe hepatico, el grupo que recibid sulfato ferroso mostré el contenido hepético
maximo de Fe lo cual pudiera desencadenar efectos adversos, entre ellos,

dafio oxidativo de células y 6érganos.



14

En un estudio experimental Alférez et al. (2014) reportaron que la
suplementacion con hierro no hemo o la combinacién de hierro hemo/no
hemo es eficiente para restablecer los pardmetros hematoldgicos en las ratas
anémicas. Sin embargo, los tratamientos basados en sobrecarga de hierro
generan mayor estrés oxidativo, pudo comprobar que una menor cantidad de
hierro y si es de tipo hemo, gener6 un menor dafio a proteinas a nivel

intestinal y eritrocitos.

Diaz et al. (2014) investigaron a cerca de la estabilidad del material
genético durante la recuperacion de la anemia ferropénica nutricional, tras la
administracion de hierro heminico y no heminico a diferentes dosis y
descubrié que “el suplemento de hierro heminico en la dieta, en pequefa
cantidad, minimiza la produccién de radicales libres y evita danos en el ADN

causado por tratamientos prolongados con este mineral”.

Por lo ya expuesto, desde las ultimas décadas vienen promoviendo la
bisqueda de nuevas formas de suplementacién. Apolinario, Herrada y Nole
(1998) estudiaron la influencia de galletas fortificadas sobre el nivel de
hematocrito en nifios de 7 meses a 3 afios en el Establecimiento Penitenciario
Mujeres- Chorrillos, se determiné que el 51.6% de los nifios presentaba
anemia, los cuales fueron intervenidos con galletas fortificadas con hierro
heminico (obtenido de sangre desecada de bovino), administrdndose 28.25
mg de hierro en 50 g de galleta por un periodo de 45 dias. La fortificacion
elevd los niveles de Hematocrito en un 61.3% de la poblacidn, con una tasa
de recuperacion en el grado anémico del 50% y un incremento promedio de

hematocrito de 1.7%.

A su vez, Baltazar y Tarmefio (1998) analizaron la influencia de galletas
fortificadas con hierro heminico sobre los niveles basales de hemoglobina en
adolescentes en Lima, hallando buena aceptacion y tolerancia, ademds del
incremento en los niveles basales de hemoglobina en un 76.5% de la
poblacién sujeto de estudio. La mayor proporcion de la muestra (35.3%)

present6 un incremento de 0.33 gr/dL. de hemoglobina.
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La deficiencia de hierro no s6lo causa anemia, también afecta tejidos, pues
este mineral es parte fundamental de la hemoglobina, componente clave de
enzimas que participan en la produccién de energia celular. Un estudio
comprobé que la deficiencia de proteina y hierro, generé cambios
histomorfoldgicos de la mandibula, disminuyendo la capa dentinaria, los

odontoblastos y fibroblastos pulpares, entre otros (Céaceres, 2016).

Abdel-Reheim, Shehata y Abo-Saif (2017) desarrollaron un experimento
en ratas en el cual concluyeron que el uso de sulfato ferroso (6 mg Fe/Kg
p.c./dia) produjo hepatotoxicidad, observiandose elevaciéon de marcadores de
dafio de la membrana del hepatocito, tales como transaminasas, marcadores
oxidativos e inflamatorios, incremento significativo de malondialdehido

generado por el estrés oxidativo.

2.3 Bases Teodricas.

Desde hace mas de un siglo se reconoce al hierro como un mineral
esencial, el hierro estd muy conservado dentro del cuerpo, aproximadamente
el 90% se recupera y reutiliza cada dia. El resto se excreta, principalmente por
la bilis. Se debe disponer de hierro en la dieta para mantener el equilibrio del
hierro y compensar esta diferencia del 10%, o se produce una deficiencia de

hierro (Mahan y Escott-Stump, 2009).

La deficiencia de hierro es uno de los principales problemas de salud
publica asociados a la nutricién, afectando a la poblacién maternoinfantil. La
ingesta recomendada de hierro en menores de 3 afos es 11 mg por dia, el
CENAN mediante un estudio alimentario comprobd un consumo reducido de
hierro en todos los quintiles socioeconémicos, el 90% de los nifios no alcanza
a consumir los niveles recomendados de hierro de origen animal (MINSA,

2017b).

Desde el punto de vista biologico, las dos formas relevantes de hierro son

el oxidado o férrico (Fe*") y el reducido o ferroso (Fe**). En los paises en
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vias de desarrollo las dietas tienen bajo contenido de Hierro Hem y alto
aporte de Hierro No Hem. Este ultimo tiene una biodisponibilidad que
usualmente es baja, ademds estd afectada por los inhibidores presentes en las
dietas ricas en productos de origen vegetal y pobres en carnes. No obstante, el
estado fisiolégico y las reservas de hierro del individuo modulan Ila

biodisponibilidad de este metal (Gaitdn et al., 2006).

Respecto a los tipos de suplemento de hierro oral, en el pais se encuentran
disponible como sales ferrosas, entre las mds usadas tenemos: bivalentes
(Fe*): sulfato ferroso, fumarato ferroso, gluconato ferroso, y trivalentes
(Fe**): hierro polimaltosa, proteinsuccinilato; las cuales varfan en su forma
galénica (de liberaciéon prolongada y rdpida) encontrdndose mads efectos
adversos si no estd en una formulacién de liberacion prolongada (MINSA,

2016b).

Segun Tostado-Madrid, Benitez-Ruiz, Pinzon-Navarro, Bautista-Silva y
Ramirez-Mayans (2015) en el organismo el hierro participa como:
1. Hierro funcional: conformando diversos compuestos, entre ellos 65%
hemoglobina, 15% enzimas que lo utilizan como cofactor o grupo prostético
(catalasas, peroxidasas, oxigenasas y transportador de los citocromos) y
mioglobina.
2. Hierro de depdsito formando la ferritina y la hemosiderina (20%).

3. Hierro de transporte en la transferrina (entre 0.1 y 0.2%).

El hierro constituye uno de los micronutrientes a incorporar diariamente en
la dieta. Es absorbido en el duodeno y yeyuno superior; en el estomago la
secrecion de 4cido clorhidrico y enzimas ayudan no sélo a liberar al hierro de
la matriz alimentaria sino también a su solubilidad, favoreciendo la reduccion

de este cation a la forma ferrosa.

Su absorcién a nivel intestinal estd influenciada ademads por la cantidad y
la forma quimica del mineral en la dieta, por el consumo simultineo de
factores estimulantes e inhibidores, por el nivel nutricional de hierro en el

individuo y segun su estado de salud. Desde el punto de vista nutricional el
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hierro se clasifica en hierro heminico y hierro no heminico (Cabrera y Garcia,

2014).

El proceso de absorcion del hierro puede ser dividido en tres etapas: 1)
Captacion de hierro, 2) Transporte intraenterocitico, y 3) Almacenamiento y
transporte extraenterocitico. Durante la fase intestinal de la asimilacién de
nutrientes, el hierro se enlaza a sitios especificos de la membrana de la
mucosa, es internalizado, para después ser captado en la célula de la mucosa o
transportado a la membrana basolateral, donde se acopla a la transferrina
plasmética. Este proceso estd mediado por factores intraluminales, mucosales

y somdticos (lannacone, 2014).

La dieta normal contiene 10-20 mg de hierro aproximadamente, de lo cual,
s6lo se absorbe entre 1-2 mg al dia, puede estar disponible como hierro
heminico u orgénico (10-20% del hierro presente en la dieta), o como hierro
no heminico o inorganico (80-90% del total del hierro) el cual presenta menor
biodisponibilidad, puesto que su absorcién puede ser interferida por otros
factores dietarios tales como los fitatos, el calcio, o la mucina (Sermini,

Acevedo y Arredondo, 2017).

Del hierro no heminico de los vegetales se absorbe entre el 2 y 10%, y se
suele absorber entre el 10 y 30% del hierro de origen animal (heminico y no
heminico). La eficiencia de la absorcién en las personas con anemia por
deficiencia de hierro puede ser de hasta 50%, este nivel de absorcién no es
comun. El 4cido ascorbico es el estimulante més potente de la absorcion del
hierro, lo reduce y forma un quelato con el hierro que permanece soluble al

pH alcalino del intestino delgado distal (Mahan y Escott-Stump, 2009).

El hierro heminico se genera por medio de la degradacién de la
hemoglobina y de la mioglobina, ambas hemoproteinas constituidas por
cadenas polipeptidicas; cada una va unida a un grupo prostético llamado
hemo. Por lo tanto, cuando el 4&tomo de hierro proviene de estas proteinas se
obtiene en forma de grupo hemo compuesto por el dtomo en estado ferroso

(Fe*) y un anillo tetrapirrélico (Protoporfirina). Cuando se ingieren
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alimentos con hierro heminico en su digestion la hemoglobina y la
mioglobina son degradadas en el estomago por accién del dcido clorhidrico y
la pepsina, especialmente por enzimas pancredticas en el lumen intestinal,

liberando el grupo hemo.

El grupo hemo ingresa al enterocito atravesando la membrana apical
mediante captaciéon por una proteina transportadora de hemo HCP-1. En el
citosol la hemooxigenasa HO libera el hierro de la estructura tetrapirrdlica
(grupo hemo). Una parte del Fe** es almacenada como ferritina o como
hemosiderina en menores cantidades, mientras que la otra cantidad de hierro
es utilizada pasando a la circulacién sanguinea por medio de la ferroportina,
donde es oxidada de Fe?* a Fe** por la proteina hefaestina o la ceruloplasmina
plasmética, el cual se une a la apotransferrina circulante convirtiéndose en

transferrina sérica (Tostado-Madrid et al., 2015).

La absorcion del hierro no heminico requiere de su solubilizacién y
reduccién del estado férrico (Fe**) a ferroso (Fe?*) que inicia en el medio
dcido gastrico, debido a que el hierro en estado férrico es muy poco
absorbible. Existen factores dietarios que también tienen la capacidad de

reducir al hierro como el 4cido ascorbico, la cisteina y la histidina.

En el duodeno, la actividad de la enzima citocromo B reductasa duodenal
(DCytB) en el borde del cepillo, cumple con la funcién de reducir el hierro,
luego éste es ingresado al citoplasma mediante el transportador de metales
divalentes DMT]1, el cual es capaz de transportar hierro y otros metales en su

estado reducido.

En el citoplasma, segtn las necesidades del nutriente, el hierro puede: 1)
ser almacenado en la ferritina (proteina reservorio de hierro y que puede
contener hasta 4500 atomos de hierro); 2) ser utilizado en los procesos
metabdlicos celulares, o 3) puede ser transportado a la sangre a través de la
membrana basolateral, mediante el transportador ferroportina. Junto a este
transportador se encuentra la proteina hefestina (una 6xido-reductasa) que

reoxida el hierro a Fe**. En este estado, es captado por la transferrina,
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principal proteina trasportadora de Fe plasmadtico, la cual transporta el hierro

a los tejidos periféricos (Ver Anexo 1) (Sermini et al., 2017).

Tras la absorcion del hierro, éste es transportado por la transferrina
plasmatica (Bl-globulina que fija el hierro procedente del tubo
gastrointestinal, los depdsitos o de la degradacion de la hemoglobina) hasta la
médula 6sea (para la sintesis de hemoglobina), las células endoteliales
(depdsito) o la placenta (necesidades fetales). En la superficie de los
eritrocitos se generan receptores de transferrina en respuesta a la necesidad de
hierro. Cuando existe deficiencia de hierro, hay tantos receptores de
transferrina sobre la superficie eritrocitica pendientes del hierro, que algunos
de ellos se desprenden y permanecen en el suero. Su presencia es un
indicador precoz de deficiencia de hierro; una cantidad alta de receptores
solubles de transferrina séricos (RSTF) expresa mayor déficit de hierro

(Mahan y Raymond, 2017).

En el cuerpo estdn almacenados entre 200 a 1500 mg de hierro en forma
de ferritina y hemosiderina, el 30% del depdsito de hierro esté en el higado, el
30% en la médula Osea y el resto en el bazo y en el musculo. Se pueden
movilizar del hierro de los depositos hasta 50 mg/dia, 20 mg de los cuales se
utilizan para la sintesis de hemoglobina. La excreciéon de hierro se da
mediante pérdidas sanguineas y en cantidades muy pequefias por las heces
(proveniente del hierro que no se pudo absorber, la bilis y células exfoliadas
del tubo digestivo), el sudor y la exfoliaciéon normal del cabello y la piel. Casi

no se excreta hierro por la orina.

Las funciones del hierro se relacionan con su capacidad de participar en
reacciones de oxidacion y reduccidn, es un elemento muy reactivo que puede
interactuar con el oxigeno para formar productos intermediarios con
capacidad de dafar las membranas celulares y degradar el ADN. El hierro
debe estar unido a proteinas para evitar estos efectos oxidativos (Mahan y

Escott-Stump, 2009).
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Durante la administraciéon de preparados de hierro, se estimula el
movimiento de Fe en varios tejidos y 6rganos, este proceso incrementa el
riesgo de generar dafio oxidativo por la elevada reactividad del mineral. Sin
embargo, los organismos vivos se protegen del dafio oxidativo generado por
el hierro mediante, la participacion de proteinas secuestradoras de hierro,
aumentando la absorcion intestinal o por la accién combinada de los
mecanismos enzimaticos endégenos. Cuando se produce un desbalance entre
la formacién y la neutralizacion de prooxidantes, como resultado de un
incremento en la generaciéon de especies reactivas del O (EROs), una
disminucién de los sistemas de proteccion antioxidante o un fallo en la
reparacion del dafio oxidativo, se presenta el estrés oxidativo (Garcia et al,

2015).

En condiciones fisioldgicas, el hierro extracelular se encuentra ligado a la
transferrina, la cual lo mantiene soluble y “practicamente” no-téxico. En
situaciones de sobrecarga de hierro, se satura la capacidad de unién con la
transferrina. Asi, el hierro no ligado, se internaliza en tejidos, a través de
mecanismos poco definidos que originan dafio celular. Diversos estudios han
investigado el efecto del hierro en la peroxidacion lipidica, influyendo en la
modificacién oxidativa de LDL, aumentando asi su potencial aterogénico

(Toxqui et al., 2010).

Se conoce que el organismo posee sistemas de defensa antioxidante que
impiden la formacién de radicales libres, bloqueando su propagacién o
interaccionando con ellos. Conforman este sistema la superéxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, acido trico, proteinas,
glucosa, glutation, grupos sulfidrilos, entre otros. Asimismo, es posible
ingerir en la dieta sustancias naturales o de origen sintético con capacidad
antioxidante, como flavonoides, polifenoles, B-caroteno, vitamina E, vitamina

C, dimetilsulféxido entre otros (Troncoso y Guija, 2007).

Los sistemas de defensa antioxidante celular son mecanismos con los
cuales la célula anula la reactividad y/o reduce la produccién de radicales

libres, mecanismos generados en la vida media de los radicales libres y
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comprenden moléculas pequefias, enddgenas y exdgenas con capacidad
antioxidante, éstas dltimas provenientes de la dieta. La contribucion de dichos
compuestos depende no sélo de su concentraciéon y de su calidad

antioxidante, sino que también de su interaccion con otros componentes.

El plasma puede estabilizar especies reactivas del oxigeno previniendo
reacciones que puedan generar especies ain mds nocivas. La capacidad
antioxidante celular estd principalmente determinada por sistemas
enzimadticos, mientras que las plasmaticas estdn asociadas a la concentracién

de antioxidantes suplementados por la dieta (Avello y Suwalsky, 2006).

Para conocer el estado del hierro existen biomarcadores del metabolismo
de hierro tales como, concentracion de hierro sérico, concentracion de
ferritina sérica, volumen corpuscular medio, porcentaje de saturacién de
transferrina, hematocrito, hemoglobina, hepcidina, ésta ultima viene siendo

muy investigada.

La hepcidina es una hormona peptidica sintetizada en el higado que regula
la absorcion, y la movilizacion del hierro correspondiendo el reciclaje del
mismo a los macréfagos, cuya expresion es afectada por los requerimientos
de hierro del organismo. Se ha comprobado la relacion directa de esta
hormona con casos de anemia cronica, asi como con la deficiencia de hierro

asociada con la obesidad (Tostado-Madrid et al., 2015).

Respecto a la regulacion del metabolismo del hierro a través de la
hepcidina, su sintesis es estimulada por las reservas y los niveles plasmaticos
de hierro, asi como por la inflamacion a través de citoquinas (TNFa, IL-6);
cuando los niveles de hierro sanguineo aumentan, se activa la sintesis de
hepcidina para prevenir la absorcién y mantener la homeostasis. Por el
contrario, la expresiéon de la hepcidina es inhibida por la actividad
eritropoyética, para asegurar que las concentraciones de hierro plasmético

extracelular y las reservas se mantienen estables (Toxqui et al., 2010).
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La Hemoglobina (Hb) es el principal componente de los eritrocitos, la
sintesis de eritrocitos tiene lugar en la médula 6sea y estd bajo el control de la
eritropoyetina. El hierro es un componente esencial del grupo heme que
forma parte de la hemoglobina. Una disminucién de hierro, induce una
disminucién en la sintesis del grupo heme y, por lo tanto, una disminucién en

la sintesis de hemoglobina (Sermini et al, 2017).

Segun Palomo et al. (2005) “La estructura de la Hb es resultado de un
largo proceso evolutivo, con perfecta adaptacion a la funcién que desarrollan
las células animales, esto es: transportar O desde los pulmones a los tejidos
del cuerpo y facilitar el regreso de CO2 desde los tejidos a los pulmones™.
La hemoglobina principalmente es una proteina transportadora de O». En cada
hematie hay alrededor de 280 millones de moléculas de hemoglobina. La
consecuencia de la anemia es la hipoxia tisular; lo cual altera el proceso de
generacion de energia en las células debido a la disminucién de la

disponibilidad de oxigeno, afectando la capacidad funcional de los 6rganos.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

Tipo y Diseio de Investigacion

- Estudio experimental: Analitico, experimental clasico, longitudinal y
prospectivo.
- Diseio de investigacion: Ensayo preclinico “in vivo”

- Seleccién de muestra: Distribucion aleatoria simple.

Animales de experimentacion:

Se utilizaron 30 ratas albinas Holtzman adultos machos, mayor de 2 meses
de edad, procedentes del Instituto Nacional de Salud, y permanecieron en el
Bioterio N°03 de la Facultad de Medicina San Fernando de la UNMSM, con

micro y macroambiente controlado.

Los animales de experimentacion fueron distribuidos aleatoriamente en 5
grupos de 6 animales cada uno, alojados en jaulas metabdlicas individuales
de acero inoxidable, a temperatura ambiente de 22 + 2°C y humedad relativa
de 75% * 5% controladas. Ademas, con ciclo luz/oscuridad de 12 horas
también controlados. Se les brindé alimentaciéon balanceada (La Molina-
Alimentos balanceados) y agua Ad libitum durante la primera semana de

aclimatacion.

Disefio Experimental:

Para la induccién de anemia se emple6 el método de deplecion-replecion
de la Hemoglobina (Hb) segtin Ortiz-Alva y Romédn-Vargas (2013) mediante
sangrado periddico, complementado con una dieta deficiente en hierro

elaborada manualmente.
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INDUCCION DE ANEMIA

Periodo de deplecion:

Elaboracion de la dieta:

Segtn el Subcomité del Consejo Nacional de Investigaciéon EE. UU., a
cerca de la nutricion del animal de laboratorio (1995), durante la etapa de
crecimiento cada kg de dieta balanceada contiene 35 mgFe/dia, y
considerando un consumo promedio de 30 g de racion de alimento diario

por unidad bioldgica, ésta aporta 1,05 mg hierro al dia.

Para complementar el proceso de induccion de anemia, ademds de la
extraccion sanguinea, se planifico una dieta deficiente de hierro que
aporte menos del 50% de lo requerido. Para tal fin se seleccionaron

alimentos de muy bajo aporte y biodisponibilidad de hierro.

La dieta estuvo integrada por maiz amarillo y arroz blanco corriente,
los cuales segtin andlisis tedrico de la racién promedio aportd 0,48 mg de
hierro (menos del 46% del requerimiento diario) de acuerdo a las Tablas
Peruanas de Composicion de Alimentos del Centro Nacional de

Alimentacién y Nutricién (2017).

Valor nutricional de la dieta deficiente de hierro en base a
30 g de parte comestible:

Alimento (peso)

Composicion Arroz blanco Maiz amarillo

(10 g) g @
Agua (g) 1.3 2.7 4
Proteina (g) 0.78 1.34 2.12
Grasa (g) 0.1 1.0 1.1
Carbohidrato (g) 7.8 14.7 22.5
Fibra cruda (g) 0.0 0.8 0.8
Calcio (mg) 1 1 2
Fosforo (mg) 13 53 67
Zinc (mg) 0.15 0.30 0.45
Hierro (mg) 0.10 0.38 0.48
Vitamina A (mg) 0.0 0.0 0
Vitamina C (mg) 0.09 0.14 0.23

Fuente: Tablas Peruanas de Composicién de Alimentos. CENAN (2017).
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Extraccion sanguinea:

Se realiz6 3 veces por semana, durante 2 semanas. Procedimiento:

1. Los animales fueron anestesiados con 0,075 mL de ketaxyl (Ketamina
100 mg, Xilacina 20 mg y Atropina sulfato 1 mg) + 0,15 mL cloruro de
sodio via intramuscular.

2. La dilatacién de la cola se logré mediante su sumersién en agua, a una
temperatura de 40 °C por 3 minutos.

3. Se ubico la vena lateral de la cola para extraccion sanguinea por goteo
(3 mL). Luego se repuso de 3 mL de cloruro de sodio 0,9% via

subcutanea.

Periodo de replecion:

Luego de haber logrado la deplecién de los valores de hemoglobina basal,

las unidades bioldgicas recibieron tratamiento cada 24 horas mediante una

canula orogastrica de acero durante 3 semanas, y continuaron con la dieta

deficiente de hierro empleada desde el periodo de deplecion (Ortiz-Alva &

Roman-Vargas, 2013).

Tratamientos:

Se conformaron 5 grupos, 2 controles y 3 experimentales: Grupo 1:
control negativo, Grupo 2: control positivo, con dieta deficiente de
hierro, Grupo 3: dieta deficiente de hierro y Mezcla de Minerales y
Vitaminas (fumarato ferroso: 3 mg Fe/Kg p.c. + zinc, dcido fdlico,
vitamina A y vitamina C), Grupo 4: dieta deficiente de hierro y sulfato
ferroso (3 mg Fe/Kg p.c.), Grupo 5: dieta deficiente de hierro y hierro
heminico (3 mg Fe/Kg p.c.) (Anexo 2).
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Productos utilizados:

Mezcla de minerales y vitaminas: Suplemento de micronutrientes en
polvo fabricado por Piramal Enterprises Limited, cada sobre de 1 g
contiene: Fumarato ferroso (12,5 mg Fe elemental), zinc (5 mg), 4cido
folico (160 pg), vitamina A (300 pug Retinol equivalente) y vitamina C
(30 mg).

Sulfato ferroso: Solucién oral en gotas, fabricado por Instituto
Quimioterdpico S.A., contiene: Sulfato Ferroso Heptahidratado (125

mg/mL Equivalente a 25 mg de hierro elemental).

Hierro Heminico: Hemin Powder fabricado por Xi‘an Wison Biological
Technology Co., Ltd, producto en polvo cristalino proveniente de sangre

bovina (8,55% de hierro).

Recoleccion de datos:

Peso: Se midi6 el peso corporal al inicio de experimento, post induccion
de anemia y post tratamiento, utilizando una balanza electrénica de

laboratorio.

Determinacion de la hemoglobina: Se consider6 3 mediciones, dosaje
basal, post induccién de anemia y post tratamiento. Se realiz6 la puncién
capilar en el extremo de la cola, para la toma de muestra de sangre se
utiliz6 una microcubeta Hb201 y se empleé el procedimiento de
referencia para la Determinacion de la Hemoglobina mediante

Hemoglobinémetro portatil modelo Hemocue (MINSA, 2013).

Sacrificio: Previo ayuno de 12 horas, los animales de experimento fueron
anestesiados mediante inhalacion de éter, se extrajo 3 mL de sangre por
puncidn intracardiaca en tubos Vacutainer para posteriormente obtener el
suero, luego se realizé la dislocacion cervical, se extrajeron y pesaron los

organos.
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Determinacion de la Capacidad antioxidante (Método FRAP): se empled
el método “Ferric Reducing Ability of Plasma” capacidad de reduccion
férrica del plasma, prueba sensible en la medicién del poder reductor.
Este método mide la reduccién del complejo férrico 2,4,6-tri-piridil-s-
triazina (TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe** -TPTZ) se reduce a ion
ferroso a bajo pH, generando el complejo (Fe** - TPTZ) el cual posee una

coloracion azul intenso y se puede monitorear a 593 nm (Szollosi y

Vargas, 2002).

Para su determinacion se utiliz6 una muestra de sangre extraida previo al
sacrificio, se centrifugd a 1500 rpm en una centrifuga clinica durante 20
minutos, obteniéndose el suero, para reservarlo en envases de eppendorf.
En un tubo de ensayo se colocé 50 uL de suero, 950 puL. de agua destilada
y 1 mL de solucion FRAP (mezcla de 0,1 mol/L. de buffer acetato de
sodio (pH 3,6), 10 mmol/L 2,4,6-TPTZ y 20 mmol/L de cloruro férrico)
se agitd y sometio a bafio maria a 37°C durante 15 minutos para luego dar
lectura a 593 nm en un equipo Espectrofotémetro NV 203, ubicado en el
laboratorio de Bioquimica y Nutricién de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, y finalmente se expres6 los resultados como

concentracién de umoles de Fe**/L de suero sanguineo.

Diseccién de 6rganos: Se procedié a cortar entre 0,5x1,0cm de algunos
organos: higado, estémago, duodeno, bazo, rifilones, corazén y cerebro,
los mismos que fueron colocados en envases individuales con formol al

10% en tampon fosfato 0,1 M (pH 7), debidamente rotulados.

Estudio histopatolégico de 6rganos: Los cortes practicados en los 6rganos
fueron seccionados con un micrétomo con un espesor de 3 a 4 micras,
para luego ser coloreados con HE (hematoxilina-eosina) y examinados
con un microscopio Optico a 20 y 40 aumentos para identificar los

cambios en la morfologia tisular.
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Diseno Estadistico:

Para el andlisis estadistico de los resultados se procedié a utilizar
estadistica descriptiva de promedios y desviacidon estdndar. Para conocer si
habia diferencia estadisticamente significativa, primero se comprobd si los
datos post tratamiento, concentracion de hemoglobina y capacidad
antioxidante tenfan una distribucién normal a través de la prueba Shapiro-
Wilk, encontrdndose en ambos casos que los resultados presentaban

normalidad (p > 0,05).

Luego, se realiz6 el andlisis de varianza; para la variable concentracion de
hemoglobina se aplicé la prueba HSD Tukey para comparaciones multiples, y
para evaluar la capacidad antioxidante se empleé el Test Kruskal-Wallis. Se
utilizo el valor p < 0,05 para establecer significancia estadistica. Se emple6 el
programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Science)

version 22.

Consideraciones éticas:

Se respetaron las disposiciones dadas por la Ley N° 30407, de Proteccion
y Bienestar Animal, aplicdndose buenas practicas de manejo y bioseguridad,
teniendo en cuenta que la primera condicidn del investigador que trabaja con
animales de laboratorio es el respeto por la vida, y cuidado de las condiciones

ambientales y de trabajo adecuadas segun la especie.

De acuerdo a Cardozo de Martinez y Mrad de Osorio (2008) la aplicacién
del Principio de las Tres R’s en investigacion con animales busca garantizar

el uso racional y respetuoso del animal, considerando 2 de sus principios:

- Alternativas de Reduccién: Se redujo al minimo indispensable el nimero
de animales para garantizar la validez del estudio.

- Alternativas de Refinamiento: Los animales fueron anestesiados en
ciertos procedimientos del experimento para evitar dolor. Se evité el
sufrimiento, estrés o lesiones prolongadas. Se promovié el bienestar de

los animales durante el experimento hasta el sacrificio de los mismos.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis, interpretacion y discusion de resultados
4.1.1 Resultados

El estudio del efecto de los diferentes tratamientos con hierro (Mezcla
MYV, sulfato ferroso y hierro heminico) sobre la anemia inducida en ratas,
concentracion de hemoglobina, capacidad antioxidante y cambios
histolégicos brind6 los siguientes resultados. Al inicio del experimento el
peso promedio de las ratas fue 265,4 + 6,9g, luego de 4 semanas el peso
promedio en los grupos post induccién de anemia fue 275,2 + 8,9g,
respecto a 344,2 + 36,9g que se obtuvo en el grupo control negativo

(Tabla 1).

- Determinacion de la Hemoglobina:

En relacién a la concentracion de hemoglobina basal, la media fue
14,5 + 0,5g/dL, posterior a la induccion de anemia se alcanz6 una media
de 6,7 = 0,5g/dL, aquellos grupos que durante 3 semanas recibieron
algtn tratamiento con hierro (Mezcla de Minerales y Vitaminas, sulfato
ferroso y hierro heminico) lograron recuperar su hemoglobina con un
valor promedio de 14,6 + 0,7g/dL frente a 11,8 + 1,85g/dL obtenido por

el grupo control positivo sin tratamiento (Tabla 2).

Sin embargo, existen diferencias de medias respecto a la
concentracion de hemoglobina entre los tratamientos. Donde la diferencia
de medias entre el Control Positivo y Mezcla MV es mas significativa
que el resto (p-valor = 0,001 < a = 0,05, prueba Tukey HSD)
obteniéndose mayores niveles de hemoglobina (15,4 + 1,2 g/dL) en el

grupo que recibio la Mezcla MV (Tabla 3).
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- Determinacion de la Capacidad Antioxidante:

Posterior a los tratamientos, se midié la capacidad antioxidante en
suero, utilizando la técnica FRAP, el grupo control obtuvo una media de
821,3 £ 82,4 umoles de Fe-II/L, mientras que en los tratamientos se
observé un rango de 740,2 a 902,9 umoles de Fe-II/L. La comparacién
entre tratamientos mostré diferencias estadisticamente significativas de la
capacidad reductora en el plasma entre los grupos sulfato ferroso y
control positivo (p-valor = 0,009) con valores FRAP de 740,2 + 20,7 y
902,9 £ 72,9 umoles de Fe-II/L respectivamente. También se halld
diferencias significativas entre los grupos tratados con sulfato ferroso y
hierro heminico, con un nivel de significacion de 0,033 obteniendo
valores FRAP de 740,2 + 20,7 umoles de Fe-II/L en el grupo tratado con
sulfato ferroso versus 880,7 + 82,81 umoles de Fe-II/L en el grupo hierro

heminico (Tabla 4-5).

Se midio el peso corporal final y el peso absoluto de algunos organos
(higado, bazo, rifién, corazén y cerebro). El grupo control negativo tuvo
un promedio de 378,2 + 34,57g de peso corporal al final del experimento,
y entre los grupos de tratamiento el que obtuvo los valores mdas cercanos

fue el Hierro heminico 322,67 + 32,67¢g (Tabla 6).

- Identificacion de los cambios histologicos:
Para el estudio de los cambios histologicos se analizaron
microscOpicamente las muestras de los siguientes Organos: higado,

estdmago, duodeno, rifién, bazo, corazon y cerebro.

Al observar tejido hepatico, se hallaron cambios en la morfologia
celular en todas las ratas inducidas a anemia con o sin tratamiento, sin
embargo, se encontraron mayores alteraciones en higado de rata tratada
con sulfato ferroso y en forma similar en ratas tratadas con la Mezcla
MYV, donde se aprecié pérdida de la distribucion polar de los hepatocitos
y alteracion de la estructura celular; menor proporcion de dafio se mostrd
en el higado de rata tratada con Hierro heminico. La muestra de higado

de rata control negativo conservo caracteres normales (Foto 1-5).
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Al examinar la estructura del estomago, se aprecié principalmente
presencia de células eosinofilicas en el epitelio de la mucosa del
estdmago de ratas con anemia y que recibieron tratamiento con algtin tipo

de hierro (Foto 6-10).

Al analizar las muestras de duodeno, se observaron cambios,
especialmente en el de rata Control Positivo en el cual el epitelio de la
mucosa duodenal mostré pérdida de su morfologia con desordenamiento
del epitelio, en las demds muestras de ratas de los distintos tratamientos
de hierro se hallaron algunas alteraciones en la estructura y presencia de

vacuolas (Foto 11-15).

Al observar los cortes del rifién, en rata tratada con Sulfato ferroso se
evidencié pérdida de la distribucion adecuada del peloton glomerular,
alteracion de la estructura del glomérulo y desprendimiento del epitelio
en el tibulo contorneado proximal. También se observé cambios en el
rindn de rata tratada con Hierro Heminico, en el cual se mostr6 el espacio
de Bowman disminuido, alteracion de la estructura del glomérulo y

desprendimiento del epitelio tubular. (Foto 16-20).

Al evaluar los cortes histoldgicos del tejido del bazo, se observaron
foliculos linfoides y material hemético a nivel del estroma linfoideo y
parénquima esplénico en todas las muestras de ratas inducidas a anemia
con o sin tratamiento, similar a lo hallado en el bazo de rata Control

Negativo (Foto 21-25).

Respecto a las muestras de corazén y cerebro, entre las unidades de
andlisis no se encontraron cambios significativos en la musculatura

cardiaca ni en el parénquima cerebral (Foto 26-35).
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4.1.2 Discusion

En la presente investigacion se estudid el efecto de tres tratamientos
que contenian, Mezcla de MV (fumarato ferroso, zinc, 4cido fdlico,
vitamina A, y vitamina C), Sulfato ferroso y Hierro heminico; sobre la

anemia inducida en ratas.

Los tratamientos antianémicos buscan restablecer los mecanismos
normales de produccién de hemoglobina y formacién de hematies. La
sintesis de hemoglobina tiene lugar en los precursores hematopoyéticos
del hematie, este proceso es dependiente de hierro, entre otros. La
molécula de protoporfirina se une a un atomo de hierro originando un
grupo hemo, el cual se adhiere a una cadena polipeptidica constituyendo
un monomero de hemoglobina, dos mondémeros forman un dimero y dos
dimeros conforman el tetrdmero final de la molécula hemoglobina

(Pefiuela, 2005).

Se evalu el efecto de los tratamientos sobre los niveles de
hemoglobina post induccién de anemia, y se comprobd que los tres tipos
de tratamiento de hierro lograron la recuperacion de la concentracién de
hemoglobina cercano a los valores basales, similar a lo reportado por
Garcia et al. (2008) quien evalud el efecto de la suplementacion
utilizando hierro heminico, hierro i6nico, solos y combinados logrando
un incremento significativo de la concentracién de hemoglobina en todos

sus grupos.

El tratamiento que alcanz6 valores significativamente mayores de
hemoglobina (p-valor = 0,001) fue el de la Mezcla de MV,
probablemente por la participacion de la vitamina C ya que en el medio
acido del estémago forma un complejo ascorbato férrico muy estable, e
incrementa la eficiencia de la absorcién del hierro al reducirlo a su estado
ferroso mejorando su solubilidad y absorcién a nivel intestinal (Palomo

et al., 2005). Considerando ademads que la Mezcla de MV contenia dcido
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folico, nutriente esencial en la sintesis de DNA, metabolismo de

aminodcidos y maduracion de eritrocitos (Trompetero, 2014).

Asimismo se observd que en el grupo Control Positivo hubo cierta
recuperacion de los niveles de hemoglobina sin lograr su normalizacidn,
grupo que fue inducido a anemia sin tratamiento con hierro, pudiéndose
explicar este resultado experimental como una respuesta del organismo
ante el estado de ferrodeficiencia el cual promueve la regulacion del
metabolismo del hierro estimulando su absorciéon y una mayor
movilizacién de hierro a través de la inhibicién de la expresion de la

Hepcidina (Toxqui et al., 2010).

Se analiz6 la capacidad antioxidante con el Método FRAP, el cual
midié la capacidad de reduccion férrica del plasma por accién de los
compuestos antioxidantes. Se ha descrito la eficiencia del Hierro para
ceder y aceptar electrones, caracteristica que lo convierte en un elemento
potencialmente téxico, ya que, bajo condiciones aerobias, puede catalizar
la formacién de radicales libres. Pequeias cantidades de este mineral son
suficientes para formar radical hidroxilo a partir de superdxido y
peroxido de hidrégeno. Un incremento en los niveles de especies
reactivas de oxigeno, que va mds alld de la capacidad antioxidante del

organismo, genera estrés oxidativo (Toxqui et al., 2010).

Para valorar la capacidad antioxidante post tratamiento en ratas con
anemia inducida se compar$ la significancia estadistica por parejas de

tratamiento antianémico:

Se hallé6 mayor diferencia significativa entre los grupos que se
administr6 sulfato ferroso y control positivo (p-valor = 0,009)
evidenciando que el hierro i6nico afectdé en mayor proporcion la
capacidad reductora de la muestra, obteniéndose los valores FRAP mas
bajos. Garcia et al, 2015, comprobé un menor efecto oxidativo en el
grupo de ratas con anemia sin tratamiento de hierro idnico, a su vez la

condicion de anemia no afectd la actividad de los sistemas antioxidantes
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de proteccién enddgena, los cuales son estimulados ante la noxa siendo
fundamental la actividad correspondiente a las enzimas antioxidantes,
como superdxido dismutasa, la cual permite la dismutacién del anion
super6xido en peréxido de hidrégeno y cuya acumulacién se evita por el
sistema glutatiéon peroxidasa/catalasa, transformindolo en oxigeno no

molecular, agua y glutatién oxidado (Corrales y Mufioz, 2012).

Asimismo, existi6 diferencia significativa entre los grupos que se
administré sulfato ferroso y hierro heminico (p-valor = 0.033) nuestro
resultado experimental mostré que en el grupo tratado con hierro hemo se
obtuvo mayor poder reductor segin su valor FRAP, la capacidad de
reducir metales es importante ya que €stos estdn implicados en procesos
de propagacion de la cadena radicalaria interactuando con biomoléculas
tales como lipidos membranales, proteinas, carbohidratos, e incluso con
el ADN, generando alteraciones de tipo estructural y funcional,
extendiendo el proceso de dafio celular en el organismo (Gonzalez-

Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Muiiiz, 2000).

Sobre este tema, se ha descrito que para neutralizar la actividad nociva
de los radicales libres el organismo posee sistemas de defensa
antioxidante, conformado por agentes enzimdticos y no enzimaticos.
Entre los antioxidantes de tipo no enziméticos encontramos un conjunto
de moléculas hidréfobas e hidrofilicas que tienen como funcién generar
moléculas menos dafiinas para la célula, entre ellas se encuentran: o-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C), glutation,
flavonoides, entre otros. La vitamina C es soluble en agua y se ubica en
el citoplasma celular, mientras que la vitamina E y el B-caroteno son

solubles en lipidos (Corrales y Mufioz, 2012).

Al respecto, entre los antioxidantes destacan algunos oligoelementos
como el cobre, zinc, selenio, magnesio y hierro, cuya incorporacién al
organismo es necesaria por constituir parte del nicleo activo de enzimas

antioxidantes, tal como la superdxido dismutasa que cataliza el cambio
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del radical superdxido a peréxido de hidrégeno, la cual contiene cobre y

zinc (Mayor-Oxilia, 2010).

Al evaluar los resultados de la capacidad antioxidante post tratamiento
antianémico, el grupo tratado con la Mezcla de MV que ademds del
fumarato ferroso contenia al zinc, 4cido f6lico, vitamina A, y vitamina C
obtuvo un valor promedio de 752,0 umoles de Fe-II/L, relativamente
bajo respecto a los otros grupos, aparentemente las vitaminas
antioxidantes no produjeron una accién antioxidante eficiente ante la

presencia del hierro iénico.

El hierro libre participa en la produccion de diferentes especies
reactivas de oxigeno, lo cual es controlado por la presencia de proteinas
que se unen a metales (en particular hierro y cobre), estas proteinas son:
ferritina, transferrina, ceruloplasmina, albimina y metalotioneinas. En el
plasma sanguineo la mayor accién protectora es efectuada por la
transferrina y la ceruloplasmina. La ferritina es una proteina intracelular
que evita la acumulacién de fierro libre (Gonzdlez-Torres et al., 2000).
En situaciones de sobrecarga de hierro, se satura la capacidad de union
con la transferrina. Asi, el hierro no ligado, se internaliza en tejidos,

originando dafio celular (Toxqui et al., 2010).

En nuestra investigacion, también se evalud si los tratamientos
antianémicos generaron algin efecto sobre los tejidos de Organos tales
como: higado, estomago, duodeno, bazo, rifiones, corazon y cerebro en
bisqueda de probables manifestaciones no s6lo del tratamiento
antianémico sino también de la condicién de anemia, y se hallaron

cambios histopatolégicos principalmente en higado, duodeno y rifién.

En higado de rata tratada con sulfato ferroso se observo la pérdida de
la distribucién polar de los hepatocitos y su membrana citoplasmatica,
ademds de la presencia de vacuolas, indicador de degeneracion del tejido,
lo cual se puede asociar a un mayor efecto oxidativo del tratamiento y

correlacionado a la menor capacidad antioxidante demostrada. Hallazgos
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similares se encontraron en higado de ratas tratadas con la Mezcla MV,
donde se aprecid, compromiso del parénquima hepético y alteracion de la

estructura del hepatocito.

Teniendo en cuenta que los tratamientos con hierro i6nico obtuvieron
las mayores concentraciones de hemoglobina post tratamiento Yy
considerando al higado como principal 6rgano de almacén de hierro, se
podria relacionar estos efectos histopatologicos al dafio oxidativo
generado por los tratamientos de la anemia, basados en sobrecarga de
hierro, alta reactividad del mineral, exceso de éste en el organismo en
determinado periodo, derivado de la replecion, produciendo mayor dafio
celular. Alférez et al. (2014) hall6 un menor estrés oxidativo en el grupo
experimental que recibié una baja cantidad de hierro y el hierro era de
tipo hemo, a menor cantidad de hierro circulante se minimizaron los

efectos negativos del mismo.

Respecto al andlisis de los cortes histolégicos en duodeno, se
observaron cambios principalmente en la mucosa duodenal de rata
Control Positivo en la cual se hallo desordenamiento del epitelio y
algunos nucleos sueltos, resultado que demostraria que, en la sola
condiciéon de anemia, la hipoxia tisular inducida por la ferrodeficiencia
limitaria la produccién de ATP y aumentaria la formacién de radicales
libres, lo cual afecta las multiples funciones celulares. En otro trabajo
experimental, luego de brindar dieta deficiente en proteina y hierro, se
hallé6 dafio en la histomorfologia de la mandibula en ratas, (Céceres,

2016).

En relacion al estudio del rifidn, en el parénquima renal se observo el
glomérulo con alteraciones en su estructura, principalmente
comprometido en rifion de rata tratada con Sulfato ferroso, signos
similares se hallaron en el grupo tratado con Hierro Heminico y un
menor compromiso se localizé en el grupo Control positivo, observando
afectacion en ambos tratamientos de hierro i6nico y hemo.

Probablemente, habiéndose ésto generado por la sobrecarga de hierro con
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actividad redox que agrava el estrés oxidativo dafiando biomoléculas y a
su vez por la hipoxia tisular que acelera la degeneracién, lo que se

observé en el tejido renal.

4.2 Pruebas de hipoétesis

4.2.1 Concentracion de hemoglobina post tratamiento:
4.2.1.1 Prueba de normalidad

Segun el contraste de hipétesis de Shapiro-Wilk se acepta la hipotesis
nula cuando el p-valor es >= a.

Ho: Los datos en cada grupo tienen una distribucién normal

H;i: Los datos no tienen una distribucion normal

De los resultados obtenidos de la prueba de Shapiro-Wilk, todos los
grupos tienen un p-valor mayor que 0,05, lo que evidencia que los datos

de cada grupo tienen una distribucién normal (Ver Anexo 3).

4.2.1.2 Prueba de igualdad de varianzas

El test de Levene se utiliza para contrastar la hipétesis nula de
igualdad de varianzas, cuando el p-valor >= a se acepta la hipotesis nula,
caso contrario se rechaza.

Ho: Las varianzas del nivel de hemoglobina de los cinco grupos son

similares

Hi: Al menos una varianza es diferente de los demas

Se obtuvo un p-valor de 0,351 mayor que a = 0,05, por lo tanto, se
cumple el supuesto de homogeneidad de las varianzas (Ver Anexo 3).

De este modo, se cumplen los supuestos de normalidad (Test de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks) y la Prueba de homogeneidad de
varianzas (Test de Levene), que requiere el andlisis de varianza

(ANOVA).
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4.2.1.3 Analisis de varianza (ANOVA)

Hipotesis de contraste:

Ho: Los niveles de hemoglobina promedio de cada grupo son similares

Hi: Al menos una media es diferente de las demads.

Al emplear el ANOVA de un factor, se calcula la prueba de F y su
significacion. El estadistico F se obtiene al estimar la variacion de las
medias entre los grupos de la variable independiente y dividirla por la

estimacion de la variacion de las medias dentro de los grupos.

Se hall6 el valor del estadistico de prueba, F=6,309 y su nivel de
significancia a = 0,001, por lo cual se rechaza la hipétesis nula ya que
existen diferencias de medias de hemoglobina entre los tratamientos (Ver

Anexo 3).

Sin embargo, es necesario precisar que el estadistico F del ANOVA
unicamente nos indica que hay diferencias significativas entre las medias,
pero no muestra si todas son diferentes entre si, o s6lo una media difiere
de las demads. Para determinarlo se utiliz6 otro tipo de contraste como las

comparaciones multiples POST HOC o a Posteriori.

4.2.1.4 Comparaciones post hoc o a posteriori

Se aplicé la prueba de hipétesis HSD Tukey donde se asume la
igualdad de varianzas de los grupos (Homogeneidad de varianzas).

La tabla de comparaciones multiples (prueba Post Hoc) identificé que
diferencias de medias son o no significativas, categoria a categoria segin

los diferentes contrastes.

Se observd que existen diferencias de medias, donde la diferencia
entre el Control Positivo y Mezcla MV es mads significativa que el resto
de tratamientos con un p-valor = 0,001 < a = 0,05, lo que hace rechazar

la hipétesis de igualdad de medias. (Ver Anexo 4).
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4.2.2 Capacidad antioxidante
4.2.2.1 Prueba de normalidad

Ho: Los datos en cada grupo tienen una distribucién normal

Hi: Los datos no tienen una distribucién normal

Segin el contraste de hipdtesis de Shapiro-Wilk se cumplié con la
prueba de normalidad ya que todos los grupos tienen p-valores mayores

que o = 0,05 (Ver Anexo 5).

4.2.2.2 Prueba de igualdad de varianzas

Las hipotesis del contraste son las siguientes:

Ho: Las varianzas de la capacidad antioxidante de los cinco grupos son

similares.

Hi: Al menos una varianza es diferente de los demas

Existieron suficientes evidencias estadisticas para rechazar la Ho (p-
valor es 0,000), por lo que se puede afirmar que las varianzas de la
capacidad antioxidante de los cinco grupos no son similares (Ver Anexo
35).

De acuerdo a los resultados obtenidos, no se puede aplicar el andlisis
de varianza (ANOVA) al no cumplir con uno de los supuestos. Por lo
cual se aplico la prueba estadistica Kruskal-Wallis y Chi-Cuadrado para

determinar si hay diferencias significativas entre los tratamientos.

4.2.2.3 Prueba no paramétrica

Se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis, método mas adecuado para
comparar poblaciones cuyas distribuciones no son normales.
Las hipdétesis del contraste son las siguientes:

Ho: Las medianas de los cinco grupos son similares

Hi: Al menos una mediana es diferente de las demas.
Se obtuvo el p-valor = 0,002, menor que a = 0,05 por lo cual se concluye

que las medianas son diferentes en cada grupo de datos. (Ver Anexo 5).
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Se utiliz6 la prueba de contraste Chi-cuadrado, en este caso
correspondié a 17,216 con 4 grados de libertad y el p-valor asociado a
este contraste es 0,002 entonces se confirma el rechazo de la hipdtesis

nula, existiendo diferencias entre los tratamientos (Ver Anexo 6).

Luego se aplicaron las pruebas a posteriori y comparaciones por
pareja de tratamientos para saber entre que grupos hay diferencia en los
tratamientos. Y se hall6 un nivel de significacion de 0,033 entre los
grupos de tratamiento sulfato ferroso y hierro heminico, lo cual evidencia

que dichos tratamientos producen diferentes efectos (Ver Anexo 7).



4.3 Presentacion de resultados

Tabla 1. Peso corporal de ratas segin tratamientos (n=30)

Peso corporal (g)
X +D.E.
Tratamientos
.. Post induccion Post
Inicial . .

de anemia tratamiento
Control negativo * 272,7+52,0 3442+37,0 378,2+34,6
Control Positivo® 266,7+35,0 2743+294 298,8 +£28,5
Mezcla MV © 261,3+47,1 270,7+46,0 296,7+43,3
Sulfato ferroso ¢ 255,8+44,2 267,8+35,5 296,7+37,0
Hierro heminico © 270,7+44,9 288,0+38,1 322,7+32,7

2 Sin induccidn a anemia, ni tratamiento.
b Tratamiento: dieta deficiente de hierro.

¢ Tratamiento: dieta deficiente de hierro y tratamiento con Mezcla MV.
4 Tratamiento: dieta deficiente de hierro y tratamiento con Sulfato ferroso.
¢ Tratamiento: dieta deficiente de hierro y tratamiento con Hierro heminico.

Tabla 2. Concentracion de Hemoglobina en ratas segiin tratamientos
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(n=30)
H_b (g/dL)
_ X£D.E.
Tratamientos Post Post
Basal induccion de  tratamiento g/dL def, % de
anemia (DS) [CUPEracion .. uperacion
Control negativo 13,7+0,26 14,6 1,0 14,7+0,8° - -
Control Positivo 149+1,36 63+1,8 11,8+1,8 54+1,3 45.7
Mezcla MV 146+1,19 63+14 154+1.2° 9,1+1,7 59.0
Sulfato ferroso 149+0,68 73+1,0 14,7+1,2°¢ 7,4+0,8 50.3
Hierro heminico 14,6 +0,74 7,0+ 1,7 139+1,3 70£1,4 50.3

DS: Dato significativo con p valor < 0,05 segiin Hipotesis Tukey HSD
@ p valor = 0,001 respecto al grupo Control Positivo.
®) p valor = 0,007 respecto al grupo Control Positivo.
© p valor = 0,009 respecto al grupo Control Positivo.



Tabla 3. Capacidad antioxidante segiin FRAP en ratas
post tratamientos (n=30)

Capacidad Antioxidante
(umoles de Fe-II/L) ®%

Tratamientos
X+ D.E.
Control negativo 821,3+ 82,4
Control Positivo 902,9+72.9
Mezcla MV 752,0£29.2°¢
Sulfato ferroso 740,2 + 20,7
Hierro heminico 880,7 + 82,8

DS: Dato significativo con p valor < 0,05 segun Comparaciones
por pareja de tratamientos

@ p valor = 0,009 respecto al grupo Control positivo.

® p valor = 0,033 respecto al grupo de Hierro heminico.

© p valor = 0,041 respecto al grupo Control positivo.
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Tabla 4. Peso corporal y de 6rganos de ratas al final del experimento

(n=30)

Peso (g) X

Tratamientos Corporal

final

Higado Bazo Rifion Corazon Cerebro

Control negativo * 378,2 13,46 1,36 2,34 1,28
Control positivo ° 298,83 10,95 1,07 1,9 1,23

Mezcla MV ¢ 296,6 10,97 0,9 1,83 1,17
Sulfato ferroso ¢ 296,67 10,58 0,97 1,87 1,1
Hierro heminico © 322,67 10,35 1,15 1,9 1,2

1,34
1,3
1,25
13
13

2 Sin induccidn a anemia, ni tratamiento.

® Tratamiento: dieta deficiente de hierro.

¢ Tratamiento: dieta deficiente de hierro y tratamiento con Mezcla MV.

4 Tratamiento: dieta deficiente de hierro y tratamiento con Sulfato ferroso.

¢ Tratamiento: dieta deficiente de hierro y tratamiento con Hierro heminico.
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(a)

(d)

(a)

(d)

Estudio Histolégico: HIGADO

Foto 1. Higado de rata Control Negativo (40X) col. HE: el corte
permite observar distribucion adecuada de las células hepaticas, las
que muestran nucleo (a), citoplasma (b) y membrana
citoplasmadtica (c) de caracteres normales. Se observan algunas
células de kupffer (d), el resto de caracteres normales.

Foto 2. Higado de rata Control Positivo (40X) col. HE:
Distribucién polar de los hepatocitos se ha perdido, algunas
células hepdticas muestran nicleos sueltos (a), con halo/vacuola
perinuclerar (b), no se diferencian los sinusoides hepaticos, se
observan una que otra célula de kupffer (c), algunas células
hepdticas estdn totalmente destruidas, hepatocitos lisados (d). Se
ha perdido la morfologia normal del hepatocito.

(b)

(c)
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(c)

(c)

d
Foto 3. Higado de rata éo)n Tratamiento Mezcla MV (40X) col.
HE: Se observan niicleos sueltos (a), algunos con halo periférico
a nivel nuclear (b), no se diferencia la membrana de los
hepatocitos (c), no hay un ordenamiento adecuado de la
estructura hepdtica. A nivel de sinusoides hay material hematico
(d). Un desordenamiento total del parénquima hepético.

Foto 4. Higado de rata con Tratamiento sulfato ferroso (40X)
col. HE: Manifiesta pérdida de la distribucién polar de los
hepatocitos, los hepatocitos han perdido su membrana
citoplasmatica (a), hay un halo/vacuola perinuclear (b) que rodea
a la mayoria de los hepatocitos. No se diferencian los espacios de
Disse y se observan una que otra célula de kupffer (c).

(a)
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(d)

Foto 5. Higado de rata heminico (40X) col. HE: Algunas células
hepdticas se muestran con nucleo, citoplasma y su membrana
citoplasmatica (a), otras todavia no han recuperado su membrana
ni su citoplasma (b), se encuentran niicleos sueltos (c), se observan
algunas células de kupffer (d). El 30 a 40% de las células hepaticas
se mantienen dentro de su morfologia adecuada, pero todavia hay
un porcentaje donde no se reconocen los hepatocitos con su
morfologia normal, solamente hay restos nucleares.

(b)

(c)
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Estudio Histolégico: ESTOMAGO

Foto 6. Estomago de rata Control Negativo (40X) col. HE:
Mucosa no muestra alteraciones significativas y la submucosa de
aspecto normal.

(a)

Foto 7. Estomago de rata Control Positivo (40X) col. HE: La
mucosa no muestra cambios significativos, se aprecia algunas
células eosinofilicas que se encuentran a nivel de las glandulas (a).
No se observan otras alteraciones.
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(a)

Foto 8. Estomago de rata con tratamiento Mezcla MV (40X) col.
HE: El epitelio de la mucosa muestra células eosinofilicas(a), no
se aprecia infiltrado inflamatorio de tipo agudo o crénico.

Foto 9. Estomago de rata con tratamiento Sulfato ferroso (40X)
col. HE: El epitelio de la mucosa géstrica muestra células
eosinofilicas (a); sin embargo, se observa algunas que cubren el
epitelio muestran ligero borramiento (b). No se aprecia infiltrado
inflamatorio. Se observa la submucosa y la muscular de aspecto
normal.
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(b)

Foto 10. Estémago de rata con tratamiento Heminico (40X) col.
HE: Mucosa muestra el epitelio de aspecto tubular (a), con
escasas células eosinofilicas. Sin embargo, panoramicamente la
mucosa muestra caracteres normales en un drea y en otra presenta
cierto deterioro (b).
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Estudio Histolégico: DUODENO

(b)

(a)

Foto 11. Duodeno de rata Control Negativo (40X) col. HE: El
epitelio de la mucosa duodenal se muestra de aspecto normal con
algunas formaciones vacuolares (a) a nivel de algunas células que
recubren la mucosa. En los intersticios se encuentran células
redondas en pequefias cantidades (b).

(b)

Foto 12. Duodeno de rata Control Positivo (40X) col. HE: El
epitelio de la mucosa duodenal muestra pérdida de su morfologia
(a) con un desordenamiento del epitelio, se observa homogenizada
con algunos nucleos sueltos (b).



Foto 13. Duodeno de rata con tratamiento Mezcla MV (40X) col.
HE. La mucosa duodenal muestra aspecto tubular que se diferencia
con claridad (a), algunas células que tapizan el epitelio con
vacuolas (b) y células eosinofilicas (c) a nivel del parénquima.
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(b)

Foto 14. Duodeno de rata con tratamiento Sulfato ferroso (40X)
col. HE. Mucosa duodenal se muestra ligeramente homogenizada,
no se diferencia el aspecto tubular del epitelio mucoso. Se observa
epitelio mucoso con nicleos sueltos (a), y en otras dreas se pueden
apreciar algunas vacuolas (b) que forman parte del epitelio.



(c)

(b)
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Foto 15. Duodeno de rata con tratamiento Heminico (40X) col. HE.
El epitelio duodenal muestra mucosa de caracteres normales (a); sin
embargo, en otra drea se observa infiltrado a células redondas (b).
En otras dreas del epitelio se observa que ha perdido su morfologia

(c).



(b)

(b)

Estudio Histolégico: RINON

(d) (a)

Foto 16. Rinén de rata Control Negativo (40X) col. HE: Se
aprecia el glomérulo con caracteristicas normales, tanto en la
capsula visceral (a) como la capa parietal (b) de aspecto normal.
Los tibulos contorneado proximal (c) y contorneado distal (d)
dentro de caracteres normales.

Foto 17. Rifién de rata Control Positivo (40X) col. HE: Corte en
40 aumentos, muestra ligera disminucién del espacio de Bowman
(a) y compromiso tanto de la membrana visceral como parietal;
asimismo se puede observar en algunos tibulos sobre todo en el
contorneado proximal desprendimiento de sus cilios (b).

(c)
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(b)

(c)

Foto 18. Rifién de rata con tratamiento Mezcla MV (40x) col. HE.
El glomérulo muestra ensanchamiento del espacio de Bowman (a),
ligera congestién (b). Los tibulis contorneados proximales
mantienen su estructura; en algunos tdbulis se observa
desprendimiento de su epitelio (c), las demas células con caracteres
normales.

(d)
(b)

(c)

Foto 19. Rifién de rata con tratamiento Sulfato ferroso (40x) col.
HE. Muestra glomérulo comprometido, se ha perdido Ila
distribucién adecuada del pelotén glomerular (a). Alteracién de
capa visceral y parietal del glomérulo (b). En contorneados
proximales se aprecia desprendimiento del epitelio tubular (c). En
el intersticio, entre tibulis y tibulis se observa material hematico
(d), asi como circundante al glomérulo.



(b)

Foto 20. Rifién de rata con tratamiento Heminico (40x) col. HE.
Parénquima renal muestra al glomérulo cuyo espacio de Bowman
ha disminuido totalmente (a). La membrana del glomérulo tanto
parietal como visceral se ha unido. A nivel de los tibulis se aprecia
desprendimiento del epitelio tubular, ocasionando que el lumen de
los thibulis se encuentre totalmente obstruidos (b).
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Estudio Histologico: BAZO

Foto 21. Bazo de rata Control Negativo (20X) col. HE: se aprecian
foliculos linfoideos (a) que se diferencian bien; sin embargo, parte
del estroma del bazo se observa con material hemorragico (b).

(a)

Foto 22. Bazo de rata Control Positivo (20X) col. HE: el
parénquima esplénico muestra foliculos linfoideos (a) y se aprecia
abundante material hemorrdgico a nivel del parénquima (b). Se
diferencia los linfocitos y foliculos.
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Foto 23. Bazo de rata con tratamiento Mezcla MV (20x) col. HE.
Muestra un parénquima con hemorragia (a), discretamente se
distingue una que otra estructura linfoidea del bazo (b), asimismo
se aprecia un bazo arterial con un codgulo en su lumen.

(a)

Foto 24. Bazo de rata con tratamiento Sulfato ferroso (20x) col.
HE. Muestra parénquima con abundante material hemético (a) que
circunda a algunos foliculos linfoideos, las células que componen
los foliculos linfoideos (b) se mantiene aparentemente en estado
normal.
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(b)

Foto 25. Bazo de rata con tratamiento Heminico (20x) col. HE.
Muestra presencia de foliculos linfoideos que se diferencian bien
(a); sin embargo, estos estdn rodeados por abundante material
hemorragico (b).



(a)

Estudio Histolégico: CORAZON

Foto 26. Corazén de rata Control Negativo (40X) col. HE: Los
cortes a nivel de musculatura cardiaca muestran la estructura
dentro de caracteres normales, con dos o tres areas focales de
hemorragia.

Foto 27. Corazén de rata Control Positivo (40X) col. HE: Los
cortes muestran fasciculos musculares (a) ligeramente
homogenizados, no observindose las estriaciones transversales(b),
a nivel del intersticio entre fasciculo y fasciculo muscular se
observa escaso material hematico.
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(b)

Foto 28. Corazén de rata con tratamiento Mezcla MV (40X) col.
HE: Los fasciculos musculares muestran material hemadtico a nivel
del intersticio (a), las estriaciones transversales (b) no se visualizan
bien.

Foto 29. Corazén de rata con tratamiento: Sulfato ferroso (40X)
col. HE. Los cortes muestran estructura muscular de aspecto
normal con nicleos (a). Hay pérdida de fasciculaciones
musculares (b).
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Foto 30. Corazon de rata con tratamiento: Heminico (40X) col. HE:
La estructura muscular del corazén muestra los fasciculos
homogenizados (a) nicleos periféricos.
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Estudio Histolégico: CEREBRO

(b)
(a)

(c)

Foto 31. Cerebro de rata Control Negativo (40X) col. HE:
Parénquima cerebral dentro de limites normales con células de la
oligodendroglia (a), algunas células de Purkinje (b) y algunos vasos
sanguineos (c).

(a)

Foto 32. Cerebro de rata Control Positivo (40X) col. HE: Tejido
cerebral muestra drea columnar con células de Purkinje (a) algunas
de ellas con vacuolas perinucleares, estroma del tejido nervioso
muestra pequefas vacuolas (b).



(a)
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Foto 33. Cerebro de rata con tratamiento Mezcla MV (40X) col.
HE: Parénquima cerebral con células dentro de limites normales(a),
uno que otro con halo perinuclear (b), algunos vasos.

(a)

(b)

Foto 34. Cerebro de rata con tratamiento Sulfato ferroso (40X)
col. HE. Parénquima con algunas células de Purkinje(a) con escaso
halo perinuclear, el parénquima neuronal dentro de lo normal,
algunas estructuras vasculares (b).



Foto 35. Cerebro de rata con tratamiento Heminico (40X) col.
HE: Parénquima cerebral normal.
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CONCLUSIONES

1. Los tres tratamientos de hierro idnico y no idnico recuperaron la
concentracion de hemoglobina a valores normales, similares al control negativo. El

grupo que recibi6 la Mezcla MV alcanz6 la més alta concentracion de hemoglobina.

2. A su vez, se evidencidé que los tratamientos con hierro idénico afectaron la
capacidad antioxidante en suero, encontrdndose mejores resultados en el grupo

tratado con hierro no iénico (heminico).

3. Se hallaron cambios histopatoldgicos principalmente en los cortes de higado,
duodeno y rifién, observdndose mayores alteraciones en la morfologia celular en el
grupo tratado con sulfato ferroso. Asi mismo, se pudo apreciar dafio en el grupo
control positivo, lo cual comprueba que la sola condicién de anemia afecta la

estructura celular y por ende, su normal funcionamiento.
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RECOMENDACIONES

1. Realizacién de investigaciones para tratamiento antianémico con la
combinacién de hierro idnico y no iénico (heminico) a bajas concentraciones, para
reducir los efectos adversos del hierro i6nico y rescatar los beneficios del hierro

heminico.

2. Promocién del consumo de alimentos de origen animal, fuentes de hierro
heminico, para prevenir la deficiencia de hierro, especialmente en etapas de mayor
requerimiento, gestaciéon e infancia, y evitar las consecuencias que ocasiona la

anemia.
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Absorcion de hierro heminico y no heminico desde la membrana
apical del enterocito, su internalizacion y transporte a la
membrana basolateral. Recuperado de “Biomarcadores del
metabolismo y nutricion de hierro”, por Sermini, C., Acevedo, M. &
Arredondo, M., 2017, Revista Peruana de Medicina Experimental y
Salud Publica, 34(4), p. 692. Copyright Instituto Nacional de Salud
(Pert).
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ANEXO 2

Cuadro A: Diseiio experimental

81

Distribucién aleatoria simple

Aclimatacién (1ra sem)

1°' Dosaje basal de hemoglobina

Dieta deficiente de hierro (2da a 7ma sem)

Extraccion sanguinea (3ra y 4ta sem)

2% Dosaje de hemoglobina

Tratamientos (5ta a 7ma sem)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Dieta deficient
) liljhizrlrf)len ¢ Dieta deficiente Dieta deficiente
Solo dieta erroy. de hierro y de hierro y
.. administracion L. > .. .
Control deficiente de de Mezcla de administracién administracién
hierro MV (fumarato de sulfato de h}e.rro
ferroso heminico
ferroso)

3* Dosaje de hemoglobina y sacrificio

Determinacion de la capacidad antioxidante y estudio histolégico.




ANEXO 3

Prueba de normalidad: Concentracion de Hemoglobina

82

Grupos Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Control Negativo 197 6 200" 946 6 710
Control Positivo 183 6 200" 931 6 587
Mezcla MV 191 6 200" .949 6 729
Sulfato ferroso 173 6 200" 973 6 914
Hierro Heminico .246 6 200" 919 6 4917

* Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de )
Levaie gll gl2 Sig.

1.163 4 25 351

Variable: Hemoglobina

Analisis de Varianza ANOVA de la Concentracion de Hemoglobina

Suma de
cuadrado gl  Media cuadrética F Sig.
s
Dentro de grupos 44.500 25 1.780

Total 89.419 29




ANEXO 4
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Comparaciones Muiltiples: Procedimiento post hoc: HSD TUKEY

Variable Dependiente: Hemoglobina

Tukey HSD
(I) Factor (J) Factor Diferencia de  Error Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) estandar Limite inferior Limite superior

Control Positivo 2.9000 7703 .007 .638 5.162

Control Negativo Mezcla MV -.6333 7703 921 -2.896 1.629
Sulfato ferroso .0667 7703 1.000 -2.196 2.329
Hierro Heminico 7833 7703 .845 -1.479 3.046
Control Negativo -2.9000 7703 .007 -5.162 -.638

Control Positivo  MezclaMV -3.5333 7703 .001 -5.796 -1.271
Sulfato ferroso -2.8333 7703 .009 -5.096 -.571
Hierro Heminico -2.1167 7703 .075 -4.379 146
Control Negativo .6333 7703 921 -1.629 2.896
Control Positivo 3.5333 7703 .001 1.271 5.796

Mezcla MV
Sulfato ferroso 7000 7703 .891 -1.562 2.962
Hierro Heminico 1.4167 7703 375 -.846 3.679
Control Negativo -.0667 7703 1.000 -2.329 2.196

Sulfato ferroso Control Positivo 2.8333 7703 .009 571 5.096
Mezcla MV -.7000 7703 .891 -2.962 1.562
Hierro Heminico 7167 7703 .882 -1.546 2.979
Control Negativo -.7833 7703 .845 -3.046 1.479

Hierro Heminico Control Positivo 2.1167 7703 .075 -.146 4.379
Mezcla MV -1.4167 7703 375 -3.679 .846
Sulfato ferroso -.7167 7703 .882 -2.979 1.546

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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ANEXO 5

Prueba de normalidad: Capacidad antioxidante

Grupo Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Control Negativo 253 6 200 .862 6 196
Control Positivo 272 6 189 .878 6 261
Mezcla MV 314 6 .065 .881 6 272
Sulfato ferroso 220 6 200 931 6 .589
Hierro Heminico 287 6 133 .836 6 JA21

* Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
df1 df2 Sig.
Levene
15.093 4 25 .000

Capacidad antioxidante

Prueba no paramétrica
Resumen de contrastes de hipotesis

Null Hypothesis Test Sig. Decision

The distribution of Antioxidante is ISndepelndent- Reﬂect the

1 the same across categories of I{?urg ael-s 002 ' null _
Grupo. Wallis Test hypothesis.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacién es 0,05.



ANEXO 6
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Grupo

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

Total N 30
Test Statistic 17.216
Degrees of Freedom 4

Asymptotic Sig. (2 sided test) 00z

Los estadisticos de prueba se ajustan para empates.
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ANEXO 7

Comparaciones por pareja de grupos

at@ ferroso

Cada nodo muestra el rango promedio de muestra de grupo

Sample1-Sample? st & St & Std.Teste  cig. © Adjsig
Sulfato ferroso-Mezcla MV 2333 5.082 483 B4B 1.000
Sulfato ferroso-Control Negativo 8.333 5.082 1.640 101 1.000
Sulfato ferroso-Hierro Heminico -14.917 5.082 -2.935 .003 033
Sulfato ferroso-Control Positivo 16.917 5.082 3329 .001 009
Mezcla MV-Control Negativo £.000 5.082 1.181 238 1.000
Mezcla MV-Hierro Heminico -12.583 5.082 2478 013 33
Mezcla MV-Control Positivo 14.583 5.082 2870 .004 04
Control Negativo-Hierro Heminico -6.583 5.082 -1.295 195 1.000
Control Negativo-Control Positivo -8.583 5.082 -1.689 091 912
Hierro Heminico-Control Positivo 2.000 5.082 394 694 1.000

Cada fila prueba la hipétesis nula de que las distribuciones de la muestra 1 y la muestra 2 son iguales.
Se muestran las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es 0,05



