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RESUMEN

La anemia por deficiencia de hierro (IDA) y la deficiencia de vitamina A (VAD) hacen parte del grupo de las
deficiencias por micronutrientes definidas por la OMS como de interés mundial. En el caso de Colombia,
la prevalencia de IDA en nifios de 1 a 4 afios es de 14.8% y la anemia esta en 24.7% para nifios entre 6 y 59
meses, algo paraddjico si se tiene en cuenta que desde 1996 es obligatorio fortificar la harina de trigo con
hierro. De otro lado, la prevalencia de VAD es de 27.3% para el mismo grupo poblacional, en este caso

hasta el dia de hoy no existe ningun tipo de fortificacidn obligatoria en el pais.

Las interacciones entre nutrientes no son algo desconocido en el campo de la salud y la nutriciéon, la mas
reconocida es la existente entre calcio y vitamina D; ademas, existe evidencia desde el punto de vista
epidemioldgico de que la VAD y la ID tienen algun tipo de relacién, hecho que ha sido soportado por

algunos estudios en modelos celulares y animales.

Este estudio parte de la hipdtesis de que la vitamina A regula de alguna forma la homeostasis del hierro y
su rol metabdlico, y aborda tres enfoques: ganancia de peso, pardmetros bioquimicos y hematolégicos y

biomarcadores de la homeostasis del hierro.

Para abordar el problema, se disefié un estudio con cuatro dietas experimentales con diferentes relaciones
de hierro y vitamina A (suficiencia, insuficiencia y deficiencia) y una dieta control que brindaba un aporte
suficiente a los animales. Estadisticamente se determind el tamafio apropiado de grupos, resultando en
siete animales por grupo para un total de 35 animales. Las ratas iniciaron el experimento al momento del
destete (21 dias) y recibieron alimentacién y agua ad libitum durante seis semanas, durante este tiempo
se registraron los consumos del alimento y el peso de los animales cada semana. Posteriormente fueron

sacrificados y se tomaron muestras de sangre y de los tejidos de interés (higado, bazo y duodeno) para los
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analisis posteriores de: parametros bioquimicos y hematoldgicos en sangra y pruebas de PCR y Western
Blot en los tejidos con el fin de analizar las proteinas de interés (hepcidina, ferritina, receptores de

transferrina, transferrina e interleucina-6).

Se encontré que, efectivamente, la VAD, aln con un adecuado suministro de hierro tiene un efecto
deletéreo sobre la ganancia de peso, los niveles de hierro sérico, el recuento de reticulocitos, la proteina
reguladora de hierro 2 (IRP2) y los receptores de transferrina en un nivel post-transcripcional y ferritina

en un nivel post-traduccional.

Si bien no es suficiente evidencia para soportar un cambio de politicas publicas en fortificacién con
micronutrientes, se espera que estos resultados alienten mas investigaciones y atraigan la mirada del
sector publico para disefiar nuevas estrategias que permitan la reduccién de la IDA y la VAD en poblacién

infantil en los proximos afios.
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ABSTRACT

Iron deficiency anemia (IDA) and vitamin A deficiency (VAD) belong to the micronutrient deficiencies
defined by the WHO as worldwide concern. In Colombia, IDA prevalence for children from 1 to 4 years old
is 14.8% and anemia is 24.7% for children from 6 to 59 months old, it is remarkable in a country where is
mandatory to fortify wheat flour with iron since 1996. On the other hand, VAD prevalence for children

from 1to 4 yearsoldis 27.3% and, in this case, there is no mandatory fortification programs in the country.

Interactions between micronutrients are not unknown on health and nutrition field, the most recognized
is that between calcium and vitamin D; besides, there is evidence from an epidemiological perspective

that VAD and ID are linked in some way, fact supported for some studies using cellular and animal models.

This study has the hypothesis that vitamin A regulates in some way the iron homeostasis and its metabolic
role, and has three approaches: weight gain, biochemical and hematological parameters and molecular

markers of iron homeostasis.

We designed a study with four experimental diets with different ratios of iron and vitamin A (sufficient,
insufficient and deficient) and a control diet with a sufficient supply of both micronutrients. The quantity
of animals was calculated statistically giving seven animals per group for 35 animals. The rats started the
experiment at weaning (21 days-old) and received food and water at libitum for six weeks, during this time
food intake and weight were recorded each week. At sixth week the animals were euthanized and samples
from blood and tissues of interest (liver, spleen and duodenum) were taken for analysis of biochemical
and hematological indicators in blood and PCR and Western Blot test in tissues for the analysis of hepcidin,

ferritin, transferrin receptors, transferrin and interleukin-6 as proteins of interest.
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We found that, indeed, even with an adequate supply of iron, VAD has a deleterious effect on weight gain,
serum iron levels, reticulocyte count, iron regulatory protein 2 and transferrin receptors at post-

transcriptional level and ferritin at post-translational level.
Even is not enough evidence to support changes in public policies for micronutrient fortification programs,

is expected that those results encourage more research and attract the attention of the public sector to

design new strategies that allow to reduce IDA and VAD in children in the next years.
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1.  INTRODUCCION

La principal motivacidn para estudiar deberia estar siempre sustentada en dos pilares fundamentales:
compartir lo aprendido y aplicarlo en experiencias reales para tratar de solucionar o, por lo menos,

disminuir la incidencia de problemas que afecten a determinadas comunidades.

Después de varios afios de ejercicio docente y profesional en dreas como Quimica Orgdnica, Bioquimica,
Nutricion y Desarrollo de Productos, el autor decidié profundizar alin mas sus conocimientos para
entrelazarlos y plantear posibles soluciones a un problema que las estadisticas nacionales siempre
evidenciaban pero no parecian motivar la busqueda de respuestas, al menos desde el ejercicio académico
y cientifico: la alta prevalencia de anemia infantil en un pais donde es obligatorio fortificar la harina de

trigo con hierro.

Al ser una condicién de origen multifactorial, el abordaje de las intervenciones para disminuir en alguna
cifra los casos de IDA, especialmente entre nifios hasta los 4 afios, representa un campo inmensamente
amplio como para pretender describirlo en un trabajo cientifico de algunos afos; por tal razén se eligié un
enfoque desde la interacciéon de micronutrientes tomando como referencia la relacion existente entre

vitamina D y calcio.

En el presente trabajo se aborda la importancia del suministro conjunto de hierro y vitamina A como
estrategia para la reduccion de la anemia infantil, partiendo de evidencias previas sobre el efecto que tiene
la ultima sobre los mecanismos asociados a la homeostasis del primero. Si bien no se ha encontrado la
solucidn definitiva a la patologia, se ha logrado mover un poco esa barrera del conocimiento que, tal vez,
permita motivar futuras profundizaciones sobre el temay, por qué no, llegar en algiin momento a elaborar
politicas publicas de fortificacidon obligatoria con vitamina A, mejorando de alguna manera la calidad de

vida de los nifios y ninas de Colombia.
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1.1.  ESTADO DEL ARTE

1.1.1. Hierro

1.1.1.1. Generalidades

El hierro es un mineral esencial, perteneciente al grupo de los metales de transicidn que, gracias a sus
propiedades quimicas y fisicas particulares, posee un rol determinante en el metabolismo de la mayoria
de los seres vivos. Se encuentra presente en numerosas proteinas, especialmente aquellas asociadas al
transporte de oxigeno, de ahi su importancia en el sostenimiento de la vida, practicamente podria decirse
qgue en ausencia de hierro la vida no seria posible (al menos para numerosos organismos) (1,2). El
requerimiento medio estimado (ingesta diaria de un nutriente, considerada adecuada, para cubrir las
necesidades de la mitad de los individuos sanos de un grupo etario definido, EAR por sus siglas en inglés)
para nifios entre 7y 12 meses es de 6.9 (nifios) y 6.3 mg/dia (nifias), para nifios y nifias de 1 a 3 afios es de
3 mg/dia y en nifios y nifias de 4 a 8 afios es de 4.1 mg/dia. La ingesta dietética recomendada (cantidad
recomendada del nutriente que permite cubrir las necesidades de la mayoria de la poblacién de un grupo
etario determinado, RDA por sus siglas en inglés) es de 11 mg/dia para nifios y nifias de 7 a 12 meses, 7
mg/dia para nifios y nifias de 1 a 3 afios y 10 mg/dia para nifios y nifias de 4 a 8 afios. Debido a la
insuficiente evidencia cientifica para determinar EAR y RDA para nifios de 0 a 6 meses se ha estimado la
cantidad de hierro que aporta la leche materna como unico alimento en este rango de edad y se ha fijado
como valor de ingesta adecuada (Al), la cual es también un valor medio de ingesta del nutriente pero
basado en los valores observados del mismo en un grupo que se considera recibe la cantidad adecuada,
para el caso de hierro es de 0.27 mg/dia (3). En cuanto a la posibilidad de presentar alguna clase de efecto
adverso o riesgo por sobreingesta del mineral, se ha fijado el nivel de ingesta maxima tolerable (nivel mas
alto de ingesta que no representa un riesgo parala mayoria de la poblacidn de un grupo etario
determinado, UL) en 40 mg/dia para nifios hasta 13 afios de edad (4,5). La Resolucién 3803 de 2016
establecié en Colombia las Recomendaciones de Ingesta de Energia y Nutrientes — RIEN para la poblacion

colombiana y fij6 en 11 mg/dia el EAR para nifios y nifias entre siete meses y 3 afios (6).

El contenido normal de hierro en el cuerpo es de 4-5 g, la mayoria se encuentra formando parte de las
proteinas pigmentantes de la sangre (hemoglobina) y el musculo (mioglobina), también esta presente en
numerosas enzimas como catalasa, peroxidasa e hidroxilasas entre otras (7), adicionalmente los depédsitos

de hierro en forma de ferritina y hemosiderina representan alrededor del 25% del hierro total del cuerpo
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(8). Sus funciones estan asociadas al transporte de oxigeno en los glébulos rojos, cofactor en reacciones

enzimaticas y desempefia un rol activo en el transporte de electrones entre células (9).

1.1.1.2. Digestidn, absorcion y eflujo

Las principales fuentes de hierro dietario son la carne (hierro heminico) y vegetales y leguminosas (hierro
no heminico), el proceso de absorcion del hierro dietario en la luz intestinal, es similar para ambos tipos
(10). El hierro heminico se encuentra fuertemente ligado a proteinas globulares, las cuales deben ser
hidrolizadas mediante el pH del estdmago y las proteasas gastricas e intestinales (9,11). De manera similar,
el hierro no heminico requiere también del pH acido generado en el estémago para favorecer la
solubilizaciéon y disociacion de los componentes a los cuales se une covalentemente (12). Tanto el hierro
heminico como el no heminico se absorben en el duodeno (1), sin embargo, los mecanismos de absorcion

del mineral por parte del enterocito, dependen del origen dietario del hierro (10).

El hierro no heminico generalmente estd en forma férrica (Fe3*), debe ser reducido a su forma ferrosa
(Fe?*) por una proteina citocromo duodenal de membrana (DcytB), proceso favorecido por el acido
ascorbico (vitamina C), una vez reducido es llevado al interior del enterocito por una proteina ubicada en
la membrana apical conocida como DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) (13). De otro lado el hierro
heminico es captado por una proteina anclada a la membrana apical denominada HCP1 (Heam Carrier
Protein 1), que es especifica para esta forma de hierro; luego, el hierro heminico intacto pasa a un
endosoma en donde es degradado por accién de la enzima hemo-oxigenasa (HEMOX-1), mecanismo que
permite la liberacién del hierro desde la protoporfirina. Finalmente, este es liberado al citosol del
enterocito mediante una isoforma del DMT1, presente en el endosoma y se hace indistinguible del hierro

no heminico (14).

Una vez en el citosol del enterocito, el hierro tiene diferentes destinos: 1) formar parte de los citocromos
de la membrana mitocondrial, donde es utilizado para favorecer los procesos de éxido-reduccion
necesarios en la cadena transportadora de electrones; 2) formar parte de un pool transitorio de hierro
intracelular libre, que auto regula, agudamente, la captacion del mineral; 3) puede ser almacenado en la
proteina de reserva, la ferritina celular (1) y 4) ser exportado al torrente sanguineo por medio de una
proteina localizada en la membrana basolateral, denominada ferroportina (FPN), después de lo cual
requiere de la actividad ferroxidasa (para ser convertido a hierro férrico) bien por una proteina de

membrana denominada hefestina o por una plasmatica denominada ceruloplasmina, luego es ligado a la
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transferrina, que es la proteina que lo transporta hacia diferentes érganos y tejidos, aunque se ha
encontrado también que puede circular de otra forma no unido a transferrina (non transferrin bound iron-
NTBI) (15). La

Figura 1 representa esquemdticamente la absorcion de hierro en el enterocito y su transporte al torrente

sanguineo (12,14).

RBC (Hb)

%
Sy

&

DMT1: Transportador de metales divalentes 1. Dcytb: Citocromo B duodenal. HCP1: Proteina transportadora de grupo hemo 1.
HemOX: Hemo-Oxigenasa. FN: Ferritina. FPN: Ferroportina. HEPH: Hefestina. Cp: Ceruloplasmina. Tf: Transferrina. NTBI: Hierro
no ligado a transferrina. Hep: Hepcidina. EM: Médula eritroide. RBC: Globulos rojos. Hb: Hemoglobina

Figura 1. Absorcién de hierro en el enterocito y su transporte al torrente sanguineo.
Adaptada de Silva y Faustino, 2015 (16)

1.1.1.3. Proteinas asociadas al metabolismo del hierro

1.1.1.3.1. Transportador de metales divalentes 1 (DMT-1)

El transportador de metal divalentes 1 (DMT1) es una proteina de membrana celular, fue la primera
proteina de este tipo asociada a la absorcidn del hierro identificada en mamiferos, en el enterocito se
expresa a nivel apical para permitir la absorcidn de los metales desde el lumen; consta de doce dominios

transmembrana y ambos extremos residen en el citoplasma (17,18).
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Dada su naturaleza es un transportador no especifico viable para cualquier metal divalente, sin embargo
se ha encontrado que tiene mayor afinidad por hierro en comparacion con otros metales como zinc,
manganeso, niquel y cobalto (19), no se ha evidenciado que el cobre represente competencia para
absorber el hierro (20), tampoco se ha encontrado que el consumo de calcio, uno de los metales divalentes
dietarios de mayor abundancia e importancia, tenga un efecto negativo sobre la absorcién del hierro (21).
Es importante mencionar que DMT1 también participa en la absorcién de metales pesados téxicos como

cadmio, plomo y mercurio (22).

1.1.1.3.2. Oxidorreductasas de membrana y plasmaticas

Para ser absorbido el hierro no-hemo debe estar en forma reducida, es decir Fe*?, si el hierro dietario estd
en forma oxidada debe reducirse primero. La DcytB (duodenal cytocrome B) se expresa en la membrana
apical del enterocito y tiene un alta actividad reductasa para permitir que el hierro no-hemo sea absorbido

apropiadamente desde el lumen (12,23-25).

Una vez en el interior del enterocito el hierro puede permanecer en su forma reducida y emplearse para
el metabolismo celular o almacenarse en forma de ferritina; sin embargo, para poderse transportar debe
ser oxidado nuevamente, para ello se cuenta con dos proteinas, una de membrana y otra sérica (26). La
ceruloplasmina (Cp) es una proteina sérica descubierta en 1948 mientras se investigaba el transporte de
cobre, es una oxidasa dependiente de cobre. Se le atribuye la fuerte actividad ferroxidasa del suero y es,
junto con la hefestina, responsable por la oxidacién el hierro en su forma ferrosa a su forma férrica para
que éste pueda ser incorporado posteriormente a la transferrina para su transporte (27). Se ha encontrado
gue mutaciones que afecten la expresiéon de Cp estan asociadas con deficiencias de hierro y disrupciones
en su homeostasis (28). La hefestina (HEPH) es una proteina de membrana expresada principalmente a
nivel basolateral en el enterocito. Al igual que la Cp, su funcién consiste en oxidar de nuevo el hierro de su
forma ferrosa a su forma férrica una vez sale del enterocito. Del mismo modo que con Cp, mutaciones

asociadas a su expresion se relacionan con deficiencias de hierro (28,29).

1.1.1.3.3. Transportador de grupo hemo 1 (HCP1)
Es una proteina de la membrana apical del enterocito identificada en 2005 como transportador del grupo
hemo, su expresion es principalmente a nivel de la mucosa duodenal de hecho, no se evidencia expresién

de su mRNA a nivel ileal o yeyunal (30). La regulacion de esta proteina ocurre post-transduccional en
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funcién de los depdsitos de hierro intracelulares y del nivel de oxigeno plasmatico; el comportamiento es

aparentemente lineal mostrando saturacién a niveles muy altos del grupo hemo (14,31).

1.1.1.3.4. Hemooxigenasa (HEMOX-1)
Es una proteina citoplasmatica cuya funcién es prevenir los posibles efectos téxicos del grupo hemo
mediante la ruptura del anillo de porfirina en biliverdina, mondxido de carbono y hierro, este ultimo se

integra con el hierro no-hemo al pool citosodlico y sigue la ruta metabdlica independiente de su origen (15).

1.1.1.3.5. Ferritina (Fn)

Es una proteina para el almacenamiento del hierro en la célula, la apo-ferritina (forma libre de hierro) esta
compuesta por 24 subunidades de peso molecular aproximado a 20 kDa, ensambladas forman una
estructura hueca de aproximadamente 500 kDa y en su interior pueden almacenar hasta 4500 dtomos de
hierro (12). Su expresidn es regulada por el estado de hierro en el individuo de forma directa, esto puede
deberse ala necesidad de una respuesta inmediata de la célula para almacenar cualquier exceso de hierro
que pueda tener actividad oxidante; del mismo modo una deplecién de los niveles de hierro reduce la
expresion de la proteina. En condiciones de exceso de hierro algunas moléculas de ferritina pueden
degradarse a otra forma de almacenamiento de hierro, mds pequefia, conocida como hemosiderina,

presente en tejido hepatico, bazo y médula dsea (15).

1.1.1.3.6. Ferroportina (FPN)

Es una proteina de la membrana basolateral del enterocito, es la Unica proteina de membrana conocida
por ser responsable del eflujo unidireccional desde el interior de la célula hacia el torrente sanguineo, sin
embargo, su expresion no es exclusiva del enterocito, también se encuentra en otras células como los
macrofagos y hepatocitos. Su expresion es regulada en funcidn del estado de hierro del individuo,
incrementandose cuando hay déficit y disminuyendo cuando hay exceso, comportamiento contrario al
hepatocito en donde su expresion es directamente proporcional al nivel de hierro. También se ha
encontrado que puede ser regulada por la hepcidina, una hormona hepatica de la cual se hablara mas

adelante (15,32).

1.1.1.3.7. Transferrina (Tf)
Es la principal proteina plasmatica involucrada en el transporte de hierro, es una glucoproteina sintetizada

principalmente en el higado, existen otras transferrinas de importancia en el metabolismo del hierro, pero
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suelen llamarse por su nombre especifico: lactoferrina, ovotransferrina y mielotransferrina, sin embargo,
cuando se habla de transferrina suele tratarse siempre de la plasmatica. Es una cadena polipeptidica
simple de aproximadamente 80 kDa que liga dos dtomos de hierro férrico, puede encontrarse circulando

en su forma libre (apo-Tf), en forma monoférrica o diférrica (holo-Tf) (15).

1.1.1.3.8. Receptores de transferrina (TfR)

Estan directamente involucrados en la captacién del hierro de la circulacidn, se han identificado dos tipos
TfR1 presente en casi todas las células proliferativas para captar el hierro para el ciclo celular y el TfR2
expresado principalmente en el higado, existe también una forma soluble (15). Para captar el hierro, el
TfR se liga a Tf bien sea en forma monoférrica o diférrica, el complejo es luego endocitado y el hierro es

liberado en el citoplasma para su utilizacién por la célula.

1.1.1.4. Regulacién

Dado que no hay mecanismos aun conocidos que regulen la excrecién de hierro del cuerpo, se considera
que los procesos criticos a regular son su absorcidn, exportacién, almacenamiento y transporte. A nivel
local, la absorcidn y transporte del hierro puede ser regulada desde el enterocito mediante la participacién
del sistema IRE/IRP (iron responsive element/iron regulatory protein) el cual afecta la regulacion post-
transcripcional de las proteinas clave en el transporte del hierro; bajo condiciones de déficit, la IRP se liga
al mRNA de DMT1 y del receptor de transferrina 1 (TFf1) estabilizandolo e incrementando la cantidad de
proteina traducida; como efecto regulador negativo, bajo las mismas condiciones deficitarias, la IRP se une
al mRNA de FPN y ferritina bloqueando su traduccion (esto para garantizar disponibilidad de hierro para
el metabolismo del enterocito), sin embargo en una de las isoformas de FPN no se da esa unién de la IRP
y por lo tanto se puede mantener un nivel apropiado de hierro en el cuerpo aln en bajas concentraciones

del mismo (12).

1.1.1.4.1. Sistémica

A nivel sistémico y en sujetos sanos, el metabolismo del hierro es regulado principalmente por la
hepcidina, ésta es una hormona producida por el higado, descubierto inicialmente como un péptido
antimicrobiano (de ahi su nombre: hep= higado, cidin= con actividad antimicrobiana), también se ha
encontrado evidencia de expresién de la hormona en macrofagos, rifiones, células beta pancreaticas y
tejido adiposo, sin embargo no estd directamente relacionada con hierro sino con su funcidn

antimicrobiana. Es codificada por el gen HAMP (hepcidine anti microbial peptide), el cual esta localizado
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en el brazo largo del cromosoma 19, es un gen de 2.5 kb que contiene dos intrones y tres exones y se
transcribe en un RNAm de 0.4 Kb el cual se traduce inicialmente como pre-pro-hepcidina, un péptido de
84 aminodacidos que por accidn enzimatica es recortado a 64 aa (pro-hepcidina) y exportado del citoplasma
al lumen del reticulo endoplasmatico para sufrir un nuevo clivaje que deja la hepcidina madura con una

longitud de 25 aa (33-35) .

Es considerada la hormona maestra de la regulacién del hierro (36), el mecanismo general opera mediante
su union a ferroportina para inducir su internalizacidn y degradacidn lisosomal, de esta forma cuando hay
sobrecarga de hierro se aumenta la expresién de hepcidina y se reduce el eflujo desde el enterocito; en el
sentido opuesto, cuando hay deficiencia de hierro (bajos niveles de holo-Tf) se disminuye la expresién de
hepcidina y se incrementa el eflujo hacia la circulacién puesto que no hay internalizacion de FPN (1,37,38);
este mecanismo no solo opera en el enterocito también se ha encontrado que la hepcidina cumple su rol
regulador en otros tejidos como el cardiaco en el cual también modula la expresiéon de FPN (32). En la

Figura 2 se representa la regulacién en funcién del nivel de hierro plasmatico a nivel del enterocito.
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Dada su importancia como regulador de la homeostasis del hierro, es importante conocer mejor las vias

de regulacién de su transcripcidn tanto en condiciones de salud normales o en otros como inflamacién y
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anemia, estos mecanismos se representan en la Figura 3. La concentracién plasmatica del hierro es el
principal regulador de la produccién de hepcidina en condiciones normales y se combina con otros factores
en patologias especificas como la inflamacién y la anemia. Los receptores de transferrina (TfR1 y TfR2)
censan la disponibilidad de hierro en funciéon de la transferrina circulante y, via MAPK/ERK (MAP

kinase/extracelular regulated kinase) regulan la sintesis de hepcidina. (39)

En el caso de inflamacidn hay una fuerte regulacién de la hormona por agentes asociados como la
interleucina 6 (IL6) ya que esta incrementa su transcripcion, especialmente en cuadros como la anemia
por inflamacién o anemia por enfermedad crénica, esto probablemente por el rol antimicrobiano de la
hepcidina. El mecanismo por el cual IL6 actia como regulador involucra las rutas SMADs! y JAK/STAT3
(JAK=Janus kinase, STAT=Signal Transducer and Activator of Transcription); la ruta SMADs es activada por
el complejo BMPR (bone morphogenetic protein receptor) que fosforila las proteinas SMAD4 y R-SMAD las
cuales forman un nuevo complejo que es traslocado al nicleo para unirse al respectivo factor de
transcripcién en el gen HAMP; de otro lado IL6 se une a la proteina JAK activando su autofosforilacion y
activacion, esto resulta en la fosforilacién del factor de transcripcion STAT3, el cual es traslocado al ntcleo

donde se une al elemento de respuesta en el promotor de hepcidina activando su transcripcion (39,40).
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Figura 3. Regulacion de la expresion de hepcidina
Adaptado de Porto, 2012: (41)

1 El nombre SMAD se debe a que estas proteinas son homdlogas de la proteina MAD de la mosca Drosophila (por su siglas en inglés Mothers
Against Decantaplegic, donde "decantapléjico" se refiere a una proteina de la mosca homéloga a la proteina morfogénica ésea humana) y la
proteina SMA de Caenorhabditis elegans ((del gen "sma" de la palabra "small", cuerpo pequefio en vista de su capacidad de alterar el tamafio
corporal) (127)
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Durante la eritropoyesis y en cuadros de anemia, se requiere disponer de la mayor cantidad de hierro
circulante, es de esperarse entonces que ambas situaciones regulen negativamente la expresion de Hep,
la eritropoyetina (ERO) lo hace mediante el factor de transcripcion C/EBPo. (CCAATT-enhancer protein
binding alpha) y en anemia ocurre mediante el factor de transcripcion GDF15 (growth differentiation factor

15) (41).

Existen otras condiciones que regulan la expresion de hepcidina como la hipoxia y el estrés del reticulo
endoplasmatico (42), sin embargo, no se detallan por no corresponder con el objetivo central de este

proyecto.

1.1.1.4.2. Celular

A nivel celular la homeostasis del hierro es regulada por las proteinas reguladoras de hierro (IRP1y IRP2)
(2). IRP1 es ubicuay funciona bajo condiciones normales de concentracidén de oxigeno mientras que IRP2
se activa en hipoxia (43). Uno de los mecanismos mas directos de regulacidén opera sobre la sintesis de
ferritina y receptores de transferrina en un sistema opuesto dependiente de las concentraciones de hierro
circulante (7). En ID, las IRP se unen al respectivo elemento de respuesta al hierro (IRE), para el caso de
ferritina bloquean la traducciéon (menos depdsitos de hierro) y para receptor de transferrina estabilizan el
RNAm impidiendo que las endonucleasas lo degraden y permitiendo la traduccidon (mayor captacién). En

suficiencia de hierro ocurre el mecanismo opuesto (44). En la Figura 4 se representan estos mecanismos.
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Figura 4. Representacion de la regulacién de la homeostasis del hierro por el sistema IRE/IRP
Adaptado de Wilkinson y Pantopoulos, 2014 (44)
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1.1.1.5. Interaccidon con otros nutrientes

Los nutrientes usualmente no ejercen su funcion biolégica de manera aislada, existen interacciones entre
ellos que pueden potenciar su bioactividad (sinergias) o, por el contrario, reducirla e incluso inactivarla
(antagonismos) (45). En el caso particular del hierro se ha identificado que su homeostasis se ve
influenciada por la vitamina C (acido ascdrbico), el calcio, las proteinas, el zinc, la vitamina B12 y la vitamina
A (46,47). Concretamente el estudio sobre la interaccion con la Vitamina A ha tenido varias

aproximaciones que se consideran en el siguiente apartado.

1.1.2. Vitamina A

1.1.2.1. Generalidades

La vitamina A es un nutriente esencial perteneciente al grupo de las vitaminas liposolubles, juega un rol
fundamental en diversos procesos metabdlicos como la visidon, la hematopoyesis, el desarrollo
embrionario, la diferenciacién celular, las funciones del sistema inmune y la transcripcién génica (48). El
término vitamina A es usualmente asociado con el retinol o con compuestos con actividad bioldgica de
retinol, todos ellos son carotenoides, si bien hay mas de 600 carotenoides conocidos, aproximadamente
50 presentan algun tipo de actividad de vitamina A y son llamados provitaminas A (49), en la Figura 5 se
representan las estructuras moleculares del betacaroteno, la vitamina A (retinol) y sus principales

derivados.
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Figura 5. Estructuras de la vitamina A (retinol), sus principales derivados y betacaroteno
Adaptado de Ball, 2006 (49)

La vitamina A se encuentra principalmente en alimentos de origen animal en forma de ésteres de retinol
(principalmente retinol palmitato), en alimentos de origen vegetal, se encuentra en forma de los
mencionados carotenoides con actividad de provitamina A (betacaroteno, alfacaroteno,
betacriptoxantina), éstos pueden ser hidrolizados y metabolizados a su forma de retinol luego de su

absorcién (49).
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1.1.2.2. Digestidn, absorcion y eflujo

Las dos principales formas dietarias de la vitamina A (ésteres de retinol y carotenoides) tienen rutas de
absorcién diferentes en el enterocito. Los ésteres de retinol son hidrolizados en el lumen intestinal por
una retinol hidrolasa del borde en ribete de la célula intestinal (BB-REH), produciendo retinol libre y el
respectivo acido graso, luego de lo cual el retinol es absorbido. En el interior del enterocito, el retinol libre
puede tener tres destinos diferentes: (a) ser reesterificado nuevamente a éster de retinol gracias a la
accion de dos enzimas: Lecitin-retinol aciltransfera (LRAT) y acilCoA-retinol aciltransferasa (ARAT) para ser
exportado al torrente linfatico en los quilomicrones, pasando luego a la sangre de donde puede dirigirse a
los hepatocitos o a las células extrahepaticas; (b) ser oxidado a retinal (retinaldehido) mediante la enzima
retinol deshidrogenasa (RDH) y nuevamente oxidado a 4&cido retinoico por la enzima retinal
deshidrogenasa (RALDH) forma en la cual sale del enterocito a la circulacidn sanguinea hacia las células
extrahepaticas; y (c) ser exportado en su forma de retinol al torrente sanguineo igualmente hacia las
células extrahepaticas (50). La Figura 6 representa los principales mecanismos de absorcion y transporte

de la vitamina A a través del enterocito y hacia los principales tejidos donde actua.
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RE: Ester de retinil. BB-REH: Retinil hidrolasa del borde en ribete. LRAT: Lecitin:retinol aciltransferas. ARAT: acilCoA-retinol
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retinoico. RXRs: Receptores X para retinoides. RBP: Proteina ligante de retinol. TTR: Transtiretina. STRA6: Receptor de union
transmembrana (Stimulated by retinoic acid 6).

Figura 6. Absorcidn y transporte de la vitamina A
Adaptado de Reboul, 2013 (51) y Chen y Chen, 2014 (50)
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1.1.3. Anemia

1.1.3.1. Definicién

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la anemia como aquella condicién en la cual el nimero
de gldbulos rojos o su capacidad para transportar oxigeno es insuficiente para cubrir las necesidades
fisiolégicas. Particularmente, la anemia ferropénica impacta considerablemente a nifios y adolescentes
con deficiencias en su capacidad cognitiva (impacto en el aprendizaje), desarrollo y rendimiento fisico y
estado inmune (mayor propensién a infecciones) y en mujeres gestantes aumenta el riesgo de parto
prematuro, mortalidad perinatal y neonatal (52). Adicionalmente en el sujeto con anemia puede
incrementarse la captacién de metales pesados elevando el riesgo de envenenamiento, especialmente en
lugares donde haya una alta exposicion a los mismos (53). Si bien hay un alto impacto en grupos en riesgo
como nifios menores de cinco anos y mujeres en edad fértil, la anemia es una enfermedad que es critica
para todos los grupos etarios y para ambos sexos, lo cual la convierte en un problema de salud publica de

alto impacto (54).

Desde un punto de vista fisiolégico, la anemia es una enfermedad caracterizada por la presencia de bajos
niveles de hemoglobina en la sangre, relacionada con una deficiente calidad o cantidad de glébulos rojos,
se suele asociar Unicamente con deficiencia de hierro sin embargo aunque los bajos niveles de este mineral
son los responsables aproximadamente del 50% de los cuadros de anemia existente (IDA), hay otras causas
nutricionales (deficiencias de otros micronutrientes o factores antinutricionales) o no nutricionales

(infecciones, hemorragias, condiciones genéticas, entre otras) que la generan (55).

Para determinar la existencia de anemia e IDA la OMS ha establecido puntos de corte basados en el nivel
de hemoglobina y ferritina en la sangre de acuerdo con el grupo de edad; la anemia se clasifica en funcidn
de los niveles de hemoglobina, la ID segun los niveles de ferritina y la IDA con la coexistencia de ambas

condiciones (ver Tabla 1) (56).

Tabla 1. Puntos de corte de los valores de hemoglobina y ferritina para definir anemia, ID e IDA.

Poblacion Hemoglobina (g/dL) Ferritina (ug/L)
Nifios 6 — 59 meses <11 <12
Nifios 5 — 12 afios <12 <15
Adolescentes 13 — 17 afio <12* <15
Mujeres en edad fértil no gestantes <12 <15
Mujeres gestantes <11 <15

*13 g/dL en varones, 12 g/dL en mujeres; (57)
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1.1.3.2. Epidemiologia

La anemia es considerada un problema de salud publica a nivel mundial, especificamente la anemia
ferropénica por el impacto previamente mencionado en la capacidad productiva de la poblacién, el riesgo
aumentado de la mortalidad en nifios y madres gestantes e incremento en los cuadros infecciosos entre
otros (58). Para clasificar el nivel de impacto en salud publica se han establecido los siguientes valores
basados en la prevalencia de la enfermedad en una poblacién especifica: <5% no es un problema de salud
publica; 5-19.9% es un problema leve; 20-39.9% es un problema moderado, >40% es un problema grave
(59). Definir estrategias para intervenir en los casos donde se supera el 20% de la prevalencia en la
poblacién es de alta importancia independiente de que el abordaje sea social, econémico, cultural o
politico, pues ademas de reducir la mortalidad infantil, se reducen los costos por atencién en salud a
madres gestantes, neonatos y nifios, se incrementa la capacidad productiva de la poblacién (cognitiva y

fisicamente) y se disminuyen los costos generales por atencidén a enfermedades criticas (55).

De acuerdo con el reporte sobre la Prevalencia Mundial de Anemia en 2011, el 42.6% de los nifios en edad
preescolar (0 a 5 afos) estaba afectado, para el grupo de mujeres en edad fértil (15 a 50 afios) el porcentaje
correspondia a 29.4% y para mujeres embarazadas (sin rango de edad) era del 38.2%, en la Tabla 2 se

detallan las prevalencias por regiones a nivel mundial (52).

Tabla 2. Prevalencia de anemia en 2011 por region

Mujeres no gestantes (en

Region (52) Nifios menores de cinco aiios Mujeres gestantes edad fértil)
Africa 62.3% 46.3% 37.8%
Américas 22.3% 24.9% 16.5%
Sudeste asiatico 53.8% 48.7% 41.5%
Europa 22.9% 25.8% 22.5%
Mediterraneo Oriental 48.6% 38.9% 37.7%
Pacifico Occidental 21.9% 24.3% 19.8%
Total 42.6% 38.2% 29.0%

Cruzando estos datos con los rangos establecidos por la OMS para clasificar el impacto en salud publica,
resulta claro entonces que, a nivel mundial, la anemia en mujeres en edad fértil representa un problema
moderado, mientras los nifios en edad preescolar y las madres gestantes con anemia son un problema

severo que requiere de maxima atencion.

En Colombia, las dos ultimas Encuestas Nacionales de Situacion Nutricional (ENSIN) de los afios 2010 y

2015 han mostrado datos preocupantes en cuanto a anemia, ID y VAD (60,61) (Tabla 3), especialmente si
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se considera el potencial efecto que puede jugar la VAD sobre la homeostasis del hierro tal como se

discutird mas adelante.

Tabla 3. Prevalencias de ID, anemia nutricional y VAD en nifios en Colombia entre 2010 y 2015

Poblacion Deficiencia de hierro Anemia Deficiencia de vitamina A
(1C=95%) (1C=95%) (1C=95%)
2010 2015 2010 2015 2010 2015

N.D. N.D. 27.5% 24.7% N.D. N.D.
(26.1-28.9) (23.2-26.2)
10.6% 14.8% N.D. 24.3% 27.3%
(9.3-12.0) (13.5-17.1) (22.5-26.1) (25.4-29.2)

1.1.3.3. Anemia por deficiencia de hierro

La anemia por deficiencia de hierro se atribuye, fundamentalmente, a factores nutricionales vy
antinutricionales presentes en la dieta que impiden la absorcion del hierro en el intestino o la utilizacion
del mineral por el organismo (46,62). Si bien deficiencia de hierro (ID por sus siglas en inglés) y anemia por
deficiencia de hierro (IDA) no son lo mismo, la segunda es uno de los signos mas evidentes de la primera;
sin embargo, la ID comprende un amplio rango de condiciones que, incluso, pueden no estar relacionadas

con anemia en si (63).

La deficiencia de hierro esta asociada principalmente con factores dietarios, la malnutricién es el mas
relevante; también se considera el caso de practicas dietarias como el veganismo y vegetarianismo donde
no se cuenta con un adecuado suministro de hierro en los alimentos y, unido a ello, se tiene la presencia
de factores antinutricionales presentes en alimentos de origen vegetal que disminuyen Ia

biodisponibilidad del mismo como los fitatos y oxalatos (64).

Dependiendo de sus causas y del enfoque, la ID y la IDA pueden clasificarse en diferentes grupos tal como

se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacién de la ID y la IDA

Enfoque Clasificacion Mecanismos

ID relativa Depésitos de hierro reducidos
Fisiopatologia ID en tejidos especificos con depdsitos de hierro normales o altos
ID absoluta , . . . .
(p.e. ID en falla cardiaca, eritropoiesis con restriccion de hierro
ID Depésitos de hierro reducidos con ausencia de anemia
Basado en datos D + Hb baia
clinicos IDA )

Gldébulos rojos hipocrémicos y microciticos
Genética (rara): Anemia por
deficiencia de hierro
Herencia refractaria al hierro (IRIDA)

Excesiva produccién de hepcidina por mutacion en el gen que
codifica matriptasa-2

Demandas aumentadas de hierro, ingesta diminuida, perdidas

Adquirida (comun , L, .
Qe (et sanguineas, absorcidn reducida

Adaptado de Camaschella, 2017 (43)
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1.1.4. Vitamina A, hierro y anemia

La vitamina A es uno de los factores nutricionales de la dieta que se cree modifica la utilizacién corporal
del hierro dietario, sin embargo, el mecanismo mediante el cual ejerce este tipo de efecto aln no estd
claramente establecido aunque la poca evidencia con que se cuenta desde el punto de vista mecanistico,

indica que la accidn es mas sobre el metabolismo del hierro que sobre su absorcidn (40,65).

La interaccidon que existe entre la vitamina A y el metabolismo del hierro ha sido propuesta desde inicios
del siglo XX (66); la observacién de la relacion directa entre los niveles de retinol plasmatico y hemoglobina
y hierro sérico ha sido estudiada encontrando que la vitamina A regula la abundancia del receptor de
transferrina y la ferritina modulando asi la homeostasis del hierro; en 1979 se propuso el efecto de la
vitamina A sobre la hematopoyesis a partir de un estudio en humanos (n=8) en el cual se partié de una
dieta deficiente en vitamina A durante los primeros 500 dias (en promedio) del estudio, de ellos los
primeros 400 dias fueron normales en hierro y desde el dia 100 hasta el final del estudio tuvieron una
suplementacién con gluconato ferroso (310 mg/d), al finalizar el periodo de deplecion se suministré una
dieta suplementada con vitamina A o betacaroteno durante aproximadamente 200 dias mas
comprobando que, si bien la suplementaciéon con hierro incrementaba los niveles de hemoglobina, a
mayores niveles de retinol plasmatico ésta también aumentaba, esto se evidencié comparando tres grupos
divididos en funcién del retinol, en el grupo bajo (RE < 10 pg/dL) la concentracién de hemoglobina fue de
11.87+£0.72 g/dL, en el grupo adecuado (RE 20-30 pg/dL) fue de 12.92 + 1.01 g/dL y en el grupo abundante
(RE > 30 pg/dL) fue de 15.64 + 0.55, las diferencias entre los grupos fueron significativas (P < 0.01); el
mismo estudio analizé mas de 30 encuestas en diferentes paises entre 1954 y 1968, de ellas tomaron 8
paises o regiones (Vietnam, Chile, noreste de Brasil, Uruguay, Ecuador, Venezuela, Guatemala y Etiopia) y
encontraron una correlacién directa entre retinol plasmatico hemoglobina (R =0.777; P <0.05; Hb =10.81
+ 0.07 RE); por ultimo en el mismo estudio se empledé modelo animal en ratas Sprague-Dawley (n=45)
divididas en tres grupos, dos de ellos (grupos control) recibian una dieta normal suplementada con
vitamina A (retinil palmitato 6500 Ul/kg de dieta) a voluntad o controlada y el grupo de estudio tuvo la
dieta deficiente en vitamina A, al finalizar el estudio no se encontraron diferencias entre los grupos control
pero si se evidencio significativamente que habia diferencias respecto del grupo de estudio en los niveles
de retinol hepético (ug/g en peso seco; 298 + 70.5y 307.9 + 45.3 vs 7.3 + 6.3; P < 0.01) y hemoglobina
(g/dL; 15.1+ 1.4y 15.0+ 1.5vs 13.1 + 1.6; P < 0,05) (67).
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Un estudio realizado en 1996 propuso la relacién entre vitamina A y eritropoyesis, en él trabajaron con
once ratas Wistar macho deficientes en vitamina A (VAD), a la edad de 12 semanas 7 de ellas fueron
sacrificadas y las 4 restantes recibieron una dosis intraperitoneal de 5 mg de retinil acetato y
adicionalmente una dieta suplementada con vitamina Ay a los tres dias fueron sacrificadas, los resultados
mostraron que la suplementacién con vitamina A podria mejorar la eritropoyesis al incrementar la
mielopoyesis pues encontraron una diferencia significativa entre el recuento de las células mielopoyeticas
del grupo VAD (44.3% £ 3.7%) y el grupo suplementado (57.5% + 0.5%), P < 0.012, sin embargo no hallaron
un efecto claro directo sobre la eritropoyesis (68) . El mismo grupo en otro estudio con ratas Wistar macho
(n =72) trabajo un grupo con dieta adecuada en vitamina A (1200 ER/kg) y hierro (35 mg/kg) y otro grupo
sin vitamina A pero adecuado en hierro, al dia 25 ambos grupos entraron en deplecidn de hierro, al dia 60
se comenzd a suministrar hierro a ambos grupos aunque cada uno se dividié a la mitad recibiendo uno la
dieta adecuada en vitamina A y otro la dieta deficiente, los animales se sacrificaron al dia 72, se tomaron
muestras de sangre a los dias 25, 39y 60, se conservaron rinones, higado, bazo y patas traseras; los andlisis
reportaron que en animales con deficiencias de ambos micronutrientes, la suplementacion conjunta
incremento los niveles de hierro mucho mas que cuando se suministraba el mineral solo, se demostré esto
al observar el incremento en la capacidad para ligar hierro (umol/L, 72.39 vs 91.87, P < 0.05) y la
disminucién en bazo (umol/g peso seco, 23.4 vs 44.17, P < 0.05) y tibia (1.59 vs 1.07), sefales de una
adecuada homeostasis (69); sin embargo el grupo de Roodenburg y colaboradores plantearon en el afio
2000 que la vitamina A no tenia tal efecto sobre la eritropoyesis (algo que habian propuesto en 1996)
aunque si sobre la regulacion de transferrina y el depésito de hierro en el bazo y en los huesos, para ello
trabajaron con ratas Wistar macho y compararon tres dietas (normal, deficiente de vitamina A [-VA] y
deficiente de hierro [-Fe]), a los doce dias del experimento se observaron disminuciones significativas de
retinol plasmatico de la dieta deficiente de vitamina A en comparacion con el control (P < 0.05) y de la
dieta deficiente en hierro en comparacién con la dieta control (P < 0.001), a los setenta dias ambas dietas
presentaron diferencias significativas con el control al mismo nivel (P < 0.001); respecto de los niveles de
retinol hepatico sdlo se presentaron diferencias de la dieta deficiente en vitamina A con el control en el
dia doce y en el dia 70 no se detectd vitamina A (P < 0.001), Unicamente se encontré aumento en el peso
del higado (g) tanto en la dieta deficiente de vitamina A al dia setenta (9.23 + 0.29 vs 10.05 + 0.20, P <
0.001) y en la dieta deficiente de hierro (8.51 + 0.26 vs 11.34 + 0.22, P < 0.05), uno de los hallazgos mas

considerables se relaciond con el aumento de los depdsitos de hierro (umol/g, peso seco) cuando habia
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déficit de vitamina A al dia setenta tanto en bazo (29.75 + 1.77 vs 44.61 + 6.35, P < 001) como en tibia

(1.28 £ 0.04 vs 1.55 + 0.08, P < 0.01) (70).

El estudio realizado por Jiang y colaboradores demostré mediante el uso de modelo animal y cultivos
celulares de hepatocitos de rata, que la vitamina A estd involucrada en la regulacién de la proteina
reguladora de hierro 2 (IRP-2 por sus siglas en inglés) y de esta manera afecta subsecuentemente la
expresion de los genes de transferrina y ferritina, para ello emplearon 48 ratas Sprague-Dawley machos,
divididas en cuatro grupos para cuatro dietas diferentes: Control = 1200 pg/kg vA y 45 mg/kg Fe, +FeOvA
= 0 ug/kg vA y 45 mg/kg Fe, +Fe-vA = 120 ug/kg vA y 45 mg/kg Fe, -Fe-vA = 120 pg/kg vA y 15 mg/kg Fe,
un quinto grupo de 20 ratas recibieron una dieta deficiente de ambos micronutrientes para obtener de
ellas los hepatocitos para el cultivo celular. Los resultados reportaron diferencias significativas (P < 0,05)
frente al control en las tres dietas para los niveles de hierro sérico, ferritina sérica y receptor de
transferrina sérico, al evaluar el efecto de acido retinoico todo-trans (ARtt) sobre IRP-2 se encontré que

era inverso, es decir a mayores niveles de ARtt menores niveles de IRP-2 (65).

A nivel de estudios en humanos, se ha determinado la interaccidon entre vitamina A y hierro mediante
mediciones en plasma, tal como se hizo en las Islas Marshall entre noviembre de 1994 y marzo de 1995,
919 nifios entre 1 y 5 afios fueron seleccionados y se tomaron muestras de sangre venosa a las cuales se
les determinaron los niveles de hemoglobina, retinol y ferritina; se encontré que un 33.2% de los nifios
presentaban simultdneamente deficiencia de hierro y de vitamina A (edad promedio 3.09 + 1.30 afios) y
un 23% de los niflos tenia anemia y era deficiente de vitamina A (P = 0.0095), se tratd de describir la
correlacién existente entre retinol sérico y hemoglobina empleando el coeficiente de correlacién de

Spearman, encontrando una leve asociacion entre ambos marcadores (r = 0.159, P < 0.0001) (71).

Dado que las mujeres gestantes también son poblacién vulnerable para anemia y deficiencia de vitamina
A, se ha evaluado el efecto que la combinacién de ambos puede tener sobre la salud de la madre,
particularmente sobre su sistema inmune se llevd a cabo un estudio en China durante dos meses con 186
mujeres gestantes anémicas, divididas en cuatro grupos, uno recibié 60 mg de hierro diariamente como
sulfato ferroso, un segundo grupo recibid adicionalmente 0.4 mg de acido fdlico, un tercero tuvo adicién
de 2.0 mg de retinol y un cuarto grupo se tomo como placebo; el grupo que recibié los tres micronutrientes
presentd incrementos significativos en hemoglobina y ferritina en comparacion con el placebo (18.4 g/L,

95% Cl: 15.5, 21.4) y se encontré un incremento significativo también en los niveles de IL-2 igualmente en
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comparacién con el placebo (206 ng/L, 95% Cl: 160-253). En Egipto se hizo un estudio con 200 mujeres
gestantes sanas, se encontrd que el 23.5% presentaban deficiencia de vitamina A ( 0.56 + 0.14 umol/L
retinol) y para ellas los valores de hemoglobina fueron significativamente mas bajos en comparacién con
las madres que no eran deficientes en vitamina A, el estudio reporté una positiva correlacién entre el
retinol sérico y los niveles de hemoglobina (r = 0.487, P<0.001) y un riesgo relativo para anemia de 2.7 (Cl
= 2.12-3.3) cuando las pacientes presentaban déficit de vitamina A en relacién con aquellas que no lo

presentaban (72).

Esta interaccidn ha sido validada en ensayos clinicos con poblaciones vulnerables, como se hizo en China
con 226 nifios en edad preescolar (2-6 afios) en un estudio doble ciego aleatorizado entre diciembre de
2005 y junio de 2006, a los nifios divididos en tres grupos diferentes, se les suministré durante seis meses
una dieta fortificada con vitamina A, vitamina A con hierro y vitamina A, hierro y otros micronutrientes, se
empled la forma de adicidn directa o sprinkles; se encontrd que la fortificacién conjunta con hierro mejoré
notablemente los marcadores nutricionales y disminuyé las incidencias en cuadros infecciosos (73). Un
estudio realizado en Irdn entre febrero de 2008 y mayo de 2009, selecciond un grupo de 1242 mujeres en
edad fértil no gestantes para realizar mediciones de marcadores bioquimicos que dieran indicios de la
asociaciéon entre vitamina Ay hierro, se hicieron mediciones de ferritina sérica, receptores de transferrina
séricos, retinol sérico y a-tocoferol; se encontrd una prevalencia de anemia de 8.7% (P=0.934), deficiencia
de hierro de 25.4% (P=0.728), anemia por deficiencia de hierro 4.6% (P=0.487) y deficiencia de vitamina A
de 1.2% (P=0.208), aunque en términos generales la poblacién no mostré datos para considerar una
prevalencia de deficiencia de ambos nutrientes, se encontré que el grupo anémico presenté valores de
retinol inferiores a los del grupo sano (2.13 + 0.66 pmol/L vs 2.41 + 0.64 umol/L; P < 0.0001);
adicionalmente el andlisis de regresién multiple ajustado para la edad encontré una correlacién positiva
entre retinol sérico y hemoglobina ($=0.18, P < 0.0001) que respalda la importancia de contar con niveles

adecuados de ambos micronutrientes (74).

La participacion de un nuevo marcador bioquimico ha sido hallada en un estudio reciente realizado sobre
muestras de sangre de mujeres gestantes de Nepal, las muestras habian sido tomadas entre 1994 y 1997
e hicieron parte del Proyecto de Intervencion Nutricional en Nepal (NNIPS), de las muestras conservadas
se seleccionaron 589 para medir los niveles de IGF-1 (factor de crecimiento similar a insulina-1),
betacaroteno, retinol y ferritina sérica; el estudio propuso las vias mediante las cuales el IGF-1 podia ser

un indicador para la disminucién del riesgo de anemia por deficiencia de hierro luego de la administraciéon
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de vitamina A, efectivamente se encontré que, clasificando por cuartiles segun los niveles de IGF-1, a
medida que éste aumentaba también lo hacian los niveles de hemoglobina y estaba directamente
relacionado con los niveles de retinol, por cada 0.1 mol/L de retinol sérico habia un incremento de 2.6 g/L

de IGF-1 (R*=0.18, P<0.0001) (75).

En Colombia no se han realizado estudios que correlacionen las deficiencias de ambos nutrientes, aunque
hay datos estadisticos de las Encuestas Nacionales de Situacién Nutricional (ENSIN) y hay dos estudios
sobre el estado de micronutrientes en nifilos donde se abordan hierro y vitamina A, uno de ellos realizado
por Poveda et al en 2007 hizo una valoracién de estado de hierro y vitamina A en nifios preescolares del
municipio de Funza pero no se realizé ningun tipo de relacién entre ellos para validar un posible efecto del
uno sobre el otro (76). El otro fue realizado por Villamor et al en 2017 y analizd, entre otros marcadores,

hemoglobina, ferritina y vitamina A, pero sin abordar analisis de interacciones entre ellos (77).

1.1.4.1. Vitamina Ay marcadores de homeostasis del hierro

La acumulacién de hierro en un tejido puede desencadenar un efecto altamente oxidativo, para evitar esto
se almacena el mineral en forma de ferritina, usualmente se ha encontrado que bajo niveles adecuados
de vitamina A y sobrecarga de hierro se estimula la sintesis de ferritina validando de esta forma la
capacidad antioxidante del retinol; sin embargo es posible que exista otro mecanismo molecular para
controlar los excesos de hierro por causas nutricionales, un estudio con modelo animal demostré que la
deficiencia de vitamina A, bajo concentraciones normales de hierro, parece incrementar la produccién de

hepcidina y no tiene ningun efecto en la expresion de ferroportina, HEPH y DMT1 (78,79).

Estudios posteriores empleando modelos in vitro (Caco-2) e in vivo (ratones BALB/c macho y ratas Wistar
macho), encontré que la deficiencia de vitamina A regula indirectamente la acciéon de la ferroportina
mediante la regulacién de le expresién de hepcidina, aunque el mecanismo no es completamente claro,
adicionalmente se encontrd que los niveles de ferritina y la expresién de DMT1, Dctyb y TfR no se veian
afectados, por lo tanto el efecto de vitamina A sobre los niveles de hierro se relaciona directamente con

su metabolismo y no con su absorcidn o transporte (80).

El estudio realizado por da Cunha et al en 2014, encontré igualmente un efecto de regulacidn negativa de

vitamina A sobre hepcidina pero como un efecto indirecto de una completa cascada de sefalizacién y
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regulacién que parte de una elevada eritrofagocitosis lo que ocasiona un incremento del hierro en el tejido

esplénico y una deficiencia del reciclaje del mineral en el cuerpo por acumulacion de grupo hemo (40).

De acuerdo con los hallazgos de la busqueda realizada, aun son pocos los trabajos realizados para describir
el rol que tiene la vitamina sobre la anemia aun en condiciones de suplementacién normal de hierroy su
relacidn con los marcadores de su homeostasis, por lo tanto, se requiere profundizar mas en este tema
para tratar de identificar el mecanismo exacto mediante el cual la vitamina A es un micronutriente

fundamental para una adecuada utilizacién del hierro y la reduccién de anemia.

1.1.5. El modelo animal en investigaciones sobre nutricidon

Si bien ya se ha hecho alusion a varios estudios sobre el metabolismo del hierro y vitamina A en los cuales
se empled el modelo murino, es importante finalizar esta seccidén resaltando la validez de éste,
especialmente cuando la experimentacidn en humanos reviste dificultades de indole ético, metodoldgico

y financiero.

En los estudios previamente mencionados se habla con frecuencia del uso del modelo in vitro en células
Caco-2, este modelo resulta bastante Gtil cuando se desean estudiar algunos elementos del metabolismo
del hierro en relacién Unicamente con el comportamiento del enterocito, sin embargo cuando se requiere
evaluar la interaccidn con otro tipo de tejidos, como el hepatico, el uso de co-cultivos, aunque parece ser
una buena herramienta, adn no esta totalmente estandarizado y no permite describir el comportamiento

global en términos de interacciones con otros metabolitos como, por ejemplo, algunas hormonas (81).

El empleo del modelo murino frente al in vitro presenta entonces la gran ventaja de la disponibilidad de
diferentes tejidos para estudiar la expresidon de numerosas proteinas asociadas al nutriente de interés,
particularmente en relacién a la homeostasis del hierro la rata es un animal que presenta un mecanismo
de absorcidn similar al humano, aunque es importante destacar que hay diferencias entre la forma como
se emplea el hierro heminico y el no-heminico (82) para efectos de comparacidon en este estudio se

enfocara especificamente en hierro no-heminico.
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1.2. JUSTIFICACION Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

El suministro conjunto de ambos micronutrientes, hierro y vitamina A, podria ser una estrategia para
abordar la problematica de la IDA desde un punto de vista de salud publica. En Colombia, desde 1996
gracias al decreto 1944, es obligatoria la fortificacion de harina de trigo con vitamina B1, vitamina B2,
niacina, acido félico y hierro (83). De otro lado en 1998 mediante el decreto 1324 se establecio la
fortificacién de azlcar con vitamina A (84) y se le otorgé a los fabricantes un plazo de ocho meses para dar
cumplimiento al mismo, al cabo de los cuales se dié una prérroga de otros ocho meses para, finalmente,
sancionar un nuevo decreto que establecia la necesidad de “adelantar otros estudios de factibilidad que
reporten nuevas opciones de fortificacion, en cuanto a varias alternativas de alimentos de consumo bdsico,
para fortificarlos con vitamina A, @ menores costos de produccion” y derogaba completamente el decreto
1324 de 1998 dejando al pais sin una estrategia de suministro de vitamina A para la poblacién,

especialmente la mas vulnerable (85).

Debido a las limitaciones propias de la experimentacidon en humanos, particularmente en ninos, el modelo
murino se convierte en una alternativa vélida para evaluar el metabolismo del hierro y los efectos de otros
nutrientes sobre éste. En el presente proyecto, se propuso utilizar el modelo murino (ratas Wistar SPF)
como aproximacién al estudio del efecto de la deficiencia de vitamina A sobre la homeostasis el hierro.
Los resultados de este estudio brindaron argumentos cientificos que respalden el disefio de estudios en
humanos que permitan evaluar las mismas variables y a largo plazo permitir el disefio de alimentos
fortificados o suplementos que contribuyan, en parte, a mejorar el problema de anemia nutricional en el

pais.

Basados en la evidencia tedrica sobre la relacion existente entre la vitamina A y el metabolismo del hierro
y partiendo del hecho de que la fortificacién de harina de trigo con hierro no parece tener un impacto
sensible en la disminucion de anemia en Colombia unido a una ausencia de planes de fortificacién con
vitamina A, la pregunta que nos planteamos fue: ¢ Tiene la deficiencia de vitamina A (VAD) algun efecto
sobre la homeostasis del hierro en un modelo murino, evidenciado en variaciones en sus biomarcadores

y, debido a esto, alguna relacion con la anemia por deficiencia de hierro (IDA)?
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1.3.  OBIJETIVOS

1.3.1. General
Determinar el efecto de la vitamina A sobre la homeostasis del hierro en ratas Wistar macho recién

destetados.

1.3.2. Especificos

e Determinar el efecto de las deficiencias simples y combinadas de hierro y vitamina sobre la ganancia
de peso en ratas Wistar macho recién destetadas.

e Determinar el efecto de la deficiencia de vitamina A sobre los principales parametros hematolégicos
en ratas Wistar macho recién destetadas.

e Determinar el efecto de la deficiencia de vitamina A sobre algunos de los principales marcadores del
metabolismo del hierro, a nivel post-transcripcional y post-traduccional en ratas Wistar macho recién

destetadas.

1.4. METODOLOGIA

1.4.1. Materiales y métodos

1.4.1.1. Animales y dietas

La primera parte del experimento se desarrollé en el Bioterio de la Sede de Investigacion Universitaria —
SIU de la Universidad de Antioquia en Medellin. Para determinar tamafio muestral que garantizara el
maximo de informacion con el minimo de animales, se realizé una prueba de potencia que arrojé, para
cinco grupos, un numero de 7 animales por grupo, con una potencia del 80% y un nivel de confianza del
95%; se empled informacion previa donde se obtuvo una diferencia de 4 g/dL de hemoglobina con una
desviacidn estandar de 2.39 g/dL (86). En total la muestra comprendié 35 ratas Wistar SPF macho recién

destetados (21 dias de nacidos).

Al comenzar el estudio el peso promedio de los animales fue de 62.5 + 6.1 g y fueron alojados en jaulas de
policarbonato con cubiertas tipo malla en acero inoxidable. Las condiciones ambientales comprendieron
un ciclo de luz de 12 horas, a una temperatura ambiente controlada de 22 + 2°C y una humedad relativa,

controlada también entre 55% y 65%, el aire se renovaba cada 4 minutos.
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Los animales tuvieron libre acceso al alimento y a agua desmineralizada de dispensadores de
policarbonato y fueron pesados cada dos semanas empleando una balanza digital con resolucién de 0.1 g
(Precisa BJ2100D). Todo el procedimiento fue aprobado por los Comités de Etica de la Universidad de

Antioquia (#108.090217) y de la Universidad de La Sabana ((#55.170516).

Los animales fueron asignados aleatoriamente a cinco grupos con dietas diferentes, siete animales por
grupo cada grupo en una jaula. El grupo control fue alimentado con una dieta estandar AIN-93G para
roedores en crecimiento, la cual fue modificada para proveer suficiente hierro (como citrato férrico, 45
mg/kg) y suficiente vitamina A (como retinol acetato, 1200 pg /kg). Los cuatro grupos experimentales
fueron alimentados con dietas AIN-93G modificadas de la siguiente forma: grupo FesvAd (45 mg/kg de
hierro; sin vitamina A), grupo FesvAi (45 mg/kg de hierro; 120 pug/kg de vitamina A), grupo FeivAs (15
mg/kg de hierro, 1200 pg/kg de vitamina A), y grupo FeivAi (15 mg/kg de hierro, 120 pg/kg de vitamina
A). En la Tabla 5 se detalla la composicion y el perfil nutricional de las dietas. La ingesta de alimento fue
medida semanalmente para cada grupo durante el periodo experimental, pesando la comida remanente
en las jaulas, dividiendo luego la ingesta total por el numero de animales por jaula para obtener un
estimado por animal. Todas las dietas fueron producidas por Research Diets Inc. (New Brunswick, NJ) —

(https://www.researchdiets.com/)

Después de seis semanas de alimentacién con las dietas correspondientes, los animales fueron
anestesiados con isoflurano por inhalacién (Piramal Critical Care, Inc.) y se obtuvo una muestra de 500 uL
de sangre completa por puncidn cardiaca en tubos MicroTainer con EDTA-K2 (Impromini, Guangzhou
Improve Medical Instruments Co. Ltd.), esta muestra se conservé para los andlisis de parametros
hematoldgicos. También se recolectaron 2 mL de sangre completa en tubos de suero (Vacutest gel con
activador de coagulacion, Vacutest Kima S.r.l.) para analizar los niveles de hierro y retinol sérico. Luego del
muestreo de la sangre, los animales fueron sacrificados en camara de CO, (70%) asegurando la muerte por
dislocacion cervical. El higado, bazo y duodeno fueron conservados en nitrégeno liquido para posteriores

analisis.
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Tabla 5. Composicion y perfil nutricional de las dietas empleadas

Ingrediente Control FesVad FesVai FeiVas FeiVai
Almiddn de maiz 397.5 397.5 397.5 397.5 397.5
Caseina 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0
Maltodextrina 10-12 132.0 132.0 132.0 132.0 132.0
Sacarosa 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Aceite de soya 70.0 0 0 0 0
Aceite de semilla de algodon 0 70.0 70.0 70.0 70.0
Celulosa 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
Mezcla de minerales @ 35.0 35.0 35.0 0 0
Mezcla de minerales ® 0 0 0 35 35
Mezcla de vitaminas © 10.0 0 0 10.0 0
Mezcla de vitaminas ¢ 0 10 10 0 10
L-Cisteina 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Colina bitartrato 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Citrato férrico [17.4% Fe] 0.03 0.03 0.03 0.07 0.07
TBHQ (antioxidante) 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Retinol palmitato [500.000 1U/g] 0 0 0.0008 0 0.0008

Perfil nutricional

Proteinas [%] 20 20 20 20 20
Grasa [%] 7 7 7 7 7
Fibra [%] 5 5 5 5 5
Carbohidratos [%] 64 64 64 64 64
Hierro [mg/kg] 45 45 45 15 15
Vitamina A [ug/kg] como retinol acetato 1200 0 120 1200 120

Los ingredientes estan listados en g/kg excepto cuando se especifica otra unidad. s, suficiente; d, deficiente; i, insuficiente.
2AIN-93G-MX. PAIN-93G-MX insuficiente en hierro. ‘AIN-93G-VX. YAIN-93G-VX sin vitamina A.

1.4.1.2. Parametros bioquimicos

Los tubos de suero fueron centrifugados a 448-700 g/min por 15-20 minutos, el sobrenadante se dividié
en dos fracciones para la determinacion de los niveles de hierro y retinol sérico. Hierro y retinol, ambos
en suero, fueron determinados de acuerdo con el protocolo descrito por liang et al (2012) (65);
brevemente, el hierro se determind mediante espectrometria de absorcidon atdmica en un equipo Analyst
3100 Analyzer (Perkin Elmer Life Sciences, Wellesley, MA) y la medicidn del retinol sérico empleando un
equipo de HPLC/UV con detector ultravioleta (PU-2080 con bomba cromatografica, detector ultravioleta

UV-2075 e integrador 807-IT; Jasco, Tokio, Japdn).

1.4.1.3. Parametros hematoldgicos

Se determinaron los siguientes parametros hematoldgicos de acuerdo con el protocolo descrito por
Mullier et al (2011) (87): hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (VCM), recuento de glébulos rojos
(RBC), recuento de reticulocitos (RC), hematocritos (Hct), hemoglobina corpuscular media (HCM) vy
concentracidon de hemoglobina corpuscular media (CHCM) empleando un analizador hematoldgico URIT-

2900 (Urit Medical, Guangxi, China).
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1.4.1.4. gRT-PCR
1.4.1.4.1. Extraccion de mRNA

Se extrajo el mRNA de los tejidos conservados a -80°C mediante el método de extraccion total con TRIzol.

En la Figura 7 se detalla el protocolo empleado.

1 ml TRIzol » =100 mg tejido Homogenizar 2004
cloroformo
. , Centrifugar Tomar fase
Homogenizar » Ref@:;gezrgqrc(}l_f) (12000 rpm, 15 acuosa
) @ 4°C) (sobrenadante)
500l Refrigerar (30 Centrifugar s Remover
isopropanol > @ -20°C) (12000 rpm, 15 sobrenadante
prop. @ 4°C)
. Resuspender
Lavar el pellet Centrifugar
(1 ml de etanol » (7500 rpm, 15’ Remover pellet .{100 W
70%) @ 4°C) sobrenadante agua libre de
RNAsa)
Conservara
-80°C

Figura 7. Protocolo de extraccion de mRNA con reactivo TRIzol.

Adaptado de da Cunha et al (2014) (40)

1.4.14.2. Cuantificacién de mRNA

Para determinar si se contaba con suficiente cantidad de RNAm para las pruebas de qRT-PCR se realizé
una cuantificacién en un equipo NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo
Fischer Scientific). Se tomaron 2 pl de cada muestra, el resultado de la relacion A260/A280 para las 105
muestras fue de 2.01 + 0.02 lo que indica un RNA con baja cantidad de impurezas para proceder con la

siguiente etapa del experimento (88).

1.4.1.4.3. qRT-PCR
Se corrié una gRT-PCR en un equipo CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System con el kit iTag™

Universal SYBR® Green One-Step (Bio Rad Laboratories). Por cada tejido se analizaron los genes de interés
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tal como se indica en la Tabla 6 y los primers empleados se detallan en la Tabla 7, los cuales previamente
fueron resuspendidos siguiendo las instrucciones del fabricante y conservados a -20°C para su uso. De
cada muestra de RNAm se tomd una alicuota en funcién del contenido cuantificado en el equipo NanoDrop

y se prepararon soluciones de trabajo estandarizadas a 100 ng/pl.

Tabla 6. Genes analizados por tejido

Gen Bazo Duodeno Higado
Hamp (Hepcidina) +
FTH1 (Ferritina) + +
Ireb2 (IRP2) + +
116 (IL-6) +
TFRC (Receptor de transferrina 1) +
Actb (B-Actina) + + +

Tabla 7. Primers empleados para la qRT-PCR

Gen (proteina) Forward primer Reverse primer Referencia
Hamp (Hepcidina) 5’-GAAGGCAAGATGGCACTAAGCA-3’ 5’-TCTCGTCTGTTGCCGGAGATAG-3’ (89)
FTH1 (Ferritina) 5’-GCCCTGAAGAACTTTGCCAAAT-3’ 5’-TGCAGGAAGATTCGTCCACCT-3’ (90)
Ireb2 (IRP2) 5’-CTGCATCCCAGCCTATTGAAAA-3’ 5’-GCACTGCTCCTAGCAATGCTTC-5 (90)
116 (IL-6) 5’-GTCAACTCCATCTGCCCTTCAG-3’ 5’-GGCAGTGGCTGTCAACAACAT-3’ (90)
TFRC (Receptor de transferrina 1) 5’-ATACGTTCCCCGTTGTTGAGG-3’ 5’-GGCGGAAACTGAGTATGGTTGA-3’ (90)
Actb (B-Actina) 5’-TGTCACCAACTGGGACGATA-3’ 5’-AACACAGCCTGGATGGCTAC-3’ (91)

Se prepard una MasterMix con el kit SYBR® Green y los primers considerando el nimero de reacciones
para cada gen por tejido de tal modo que cada pozo contuviera: 5 pl de SYBR® Green, 0.125 uL de
transcriptasa reversa, 1 ul de primer Forward, 1 ul de primer Reverse y 1.775 pl de agua libre de nucleasas.

Luego en cada pozo se depositaron 1 pl de muestra de RNAm y 9 ul de MasterMix.

Las condiciones de la qRT-PCR fueron: 50°C por 1 minuto, posteriormente 95°C por 1 minuto para
activacion de la polimerasa y denaturacion de DNA, luego desnaturalizacion a 95°C por 10 segundos,
alineamiento a 60°C por 10 segundos, extensidn a 60°C por 30 segundos, se emplearon 40 ciclos para cada
gen. La Figura 8 resume las condiciones de operacion en el equipo CFX96 Touch™. Todas las expresiones
fueron normalizadas empleando beta actina como gen de referencia. Toda la informacién fue analizada

empleando el médulo de Estudio de Genes del software Bio-Rad CFX Maestro v.1.1.
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Figura 8. Condiciones de la qRT-PCR en el equipo CFX96 Touch™

1.4.1.5. Western-Blot

1.4.1.5.1. Extraccidn y cuantificacion de proteinas

Para la obtencion de proteinas totales de los diferentes tejidos (higados, bazos y duodenos) se preparé
buffer de lisis (NaCl 150mM, PMSF 1mM, Triton X-100 1%, Tris-HCL 50mM, DTT 200mM, EDTA 1mM).
Posteriormente se pesaron aproximadamente 200 mg de tejido que se introdujo en tubos con perlas de
vidrio de 1 mm de diametro. previamente preparados. Se adicionaron 500 pl de Buffer de lisis y 50 ul de
inhibidores de proteasas (cOmplete™ ULTRA Tablets — Roche, nimero de catalogo 05892970001). Luego
se homogenizé a 4000 rpm por 90 sg en el homogenizador BeadBug (Benchmark Scientific).
Posteriormente se dejaron las muestras en agitacién constante a 4°C por 2 horas en un agitador orbital
IKA KS260 (Fisher Scientific SL). Luego se centrifugaron a 12000 rpm por 20 min en una microcentrifuga
MiniSpin® Plus (Eppendorf) y se recuperd el sobrenadante. Las proteinas totales obtenidas fueron

cuantificadas en el equipo Qiaxpert 200630 (Qiagen). Luego fueron fraccionadas y almacenadas a -20°C.

1.4.1.5.2. Separacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida y transferencia a
membranas

Las proteinas totales obtenidas previamente fueron separadas de acuerdo con su peso molecular por
medio de electroforesis vertical en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%, excepto las muestras
destinadas a la deteccion de hepcidina que fueron separadas en geles SDS-PAGE al 20% debido a su bajo

peso molecular (2.7 kDa).

Se usaron membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Inmobilion-P, Millipore) que fueron

previamente activadas en metanol al 100% por 1 min. Luego se procedio a realizar la electrotransferencia
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usando el método de transferencia himeda por 2 horas a 100mA. El buffer de transferencia usado

contiene; Tris base 25mM, glicina 190mM, metanol al 20%, pH 8.3, preparado al momento de usar.

1.4.1.53. Inmunoblotting

Una vez transferidas las proteinas a la membrana se procedié a bloquearla con leche en polvo descremada
al 5% en TBST (mezcla de solucidén salina tamponada con Tris y polisorbato 20) de pH 7.4 por 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se realizaron 4 lavados con TBST pH 7.4 de 5 minutos cada uno y se procedio
a incubar con el anticuerpo primario 1 hora a temperatura ambiente. Nuevamente se lavaron las
membranas 4 veces con TBST pH 7.4 y se afiadié el anticuerpo secundario 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente se realizaron 4 lavados con TBST pH 7.4. En la Tabla 8 se relacionan los anticuerpos primarios

y en la Tabla 9 los anticuerpos secundarios.

Tabla 8. Anticuerpos primarios

Proteina Anticuerpo primario Dilucién Procedencia o huésped Proveedor
B-actina beta-Actin Antibody (AC-15) NB600-501 1:2000 Raton Novus Biologicals
Ferritina Ferritin Antibody NBP1-31944 1:100 Conejo Novus Biologicals

Receptor de Novus Biologicals
transferrina

IL6 IL-6 Antibody NB600-1131 1:500 Conejo Novus Biologicals

TfR (Transferrin R) Antibody NB100-92243 1:100 Raton

Tabla 9. Anticuerpos secundarios

Anticuerpo Dilucion Procedencia o huésped Proveedor
anti-Mouse IgG1 Secondary Antibody [HRP] NB7511 1:2000 Cabra Novus Biologicals
anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary Antibody [HRP] NB7160 1:500 Cabra Novus Biologicals

Las membranas fueron reveladas por medio de un método colorimétrico utilizando 3,3'-Diaminobenzidine
(DAB) asi: Se afadié 250 pl de DAB 1%y 250 ul de H202 al 0.3% a 10 ml de TBS 1X, la membrana se sumergio
en esta solucidn de trabajo y se agitd en un agitador orbital IKA KS260 (Fisher Scientific SL) a temperatura
ambiente durante 3 minutos. La reaccidn se detiene afadiendo agua destilada. Las membranas se dejan
secar sobre una toalla a temperatura ambiente y después fueron escaneadas en un equipo C-DiGit™
(Bonsai Lab) para su posterior analisis. Se utilizé un marcador de peso molecular como referencia del
tamafio de las bandas en cada una de las membranas (FastGene® BlueEasy Protein Ladder — Nippon

genetics).
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1.4.1.54. Cuantificacion relativa de las proteinas

Las membranas escaneadas fueron luego analizadas utilizando el software ImageJ (National Institutes of
Health), donde se realiz6 un andlisis densitométrico de las bandas obtenidas. Cabe resaltar que los
resultados se expresan en términos relativos, usando el grupo control como estdndar para comparar los

demas grupos.

1.4.1.6. Andlisis estadistico

La Informacién se analizd6 empleando el software SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0.
Armonk, NY) y se examinaron los datos para distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Los resultados se expresaron como media * desviacién estandar y luego se realizé el andlisis de
medias entre los grupos experimentales mediante la prueba de la minima diferencia significativa. La
ganancia de peso se analizd mediante analisis de varianza de medidas repetidas. Se consideraron

significativos valores P menores a 0.05.

Para el Western Blot se calculd la media, desviacién estdndar, el intervalo de confianza y analisis de
varianza de una via (ANOVA) usando el software GraphPad Prism 7.04 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Se
realizaron por lo menos 3 réplicas bioldgicas para cada experimento. Seguido del ANOVA de una via se
realizaron comparaciones multiples con el método de Tukey entre el grupo control y los grupos
experimentales para buscar diferencias significativas (P<0.05). Los resultados fueron graficados como

valores de expresion relativa a B-actina donde el grupo control siempre es igual a 1.

1.5.  PRODUCCION CIENTIFICA DERIVADA DE LA INVESTIGACION

Como resultado de esta investigacion se tienen tres articulos originales, dos de ellos publicados y uno

sometido actualmente, adicional un articulo de revisidn, publicado también, resultado de la pasantia en la

Universidad de Sdo Paulo. Los documentos completos se anexan al final y esta es la relacién de las

publicaciones:

e Influence of Dietary Vitamin A and Iron Deficiency on Hematologic Parameters and Body Weight of
Young Male Wistar Rats. Mauricio Restrepo-Gallego and Luis E Diaz. Journal of the American

Association for Laboratory Animal Science. Vol 59, No 1. January 2020. Pages 1-7.
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e Vitamin A does not influence mRNA expression of hormone hepcidin but other biomarkers of iron
homeostasis in young male Wistar rats. Mauricio Restrepo-Gallego, and Luis E. Diaz. Int J Vitam Nutr
Res (2020), 1-9.

e Vitamin A deficiency influences the expression of ferritin in young male Wistar rats. Mauricio Restrepo-
Gallego, Luis Eduardo Diaz, Juan David Ospina-Villa and Danny Chinchilla-Cardenas. {SOMETIDO}
Nutrients Special Issue "Dietary Iron for Human Health"

e Classic and emergent indicators for the assessment of human iron status. Mauricio Restrepo-Gallego,
Luis E. Diaz & Patricia H.C Rondé. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. Published online: 03

Jul 2020.

También se participé en el VII Congreso Internacional del Colegio Colombiano de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Pedidtrica, con la ponencia: “Anemia: El modelo animal como herramienta para
estudiar el efecto de la vitamina A sobre algunos pardmetros hematoldgicos y marcadores del estado

nutricional del hierro”.

45



2. INFLUENCIA DE LA VITAMINA DIETARIA'Y LA DEFICIENCIA DE
HIERRO SOBRE LA GANANCIA DE PESO Y ALGUNOS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS EN RATAS WISTAR MACHO JOVENES?

2.1.  RESULTADOS

2.1.1. Parametros bioquimicos

Todas las comparaciones entre grupos indicaron diferencias significativas en el contenido de hierro sérico.
Ambos grupos con bajos niveles dietarios de hierro (FeivAs y FeivAi) tuvieron diferencias significativas
respecto del grupo control (P<0.001 para ambos grupos). Los grupos con algun déficit de vitamina A y
suficiente hierro (FesvAiy FesvAd) también mostraron un impacto sobre el contenido total de hierro sérico
(P=0.024 y 0.001 respectivamente), el grupo con carencia total de vitamina A (FesvAd) mostré los valores

mas bajos.

En términos de retinol sérico los grupos con alguna carencia o privaciéon de vitamina A (FesvAi, FeivAi y
FesvAd) presentaron valores significativamente inferiores a los del grupo control (P<0.001 para todos los
grupos). En la comparacién multiple los grupos insuficientes, mds no deficientes, en vitamina A (FesvAiy
FeivAi) no mostraron diferencias significativas entre ellos (P=0,980). En la Tabla 10 se resumen los

resultados de ambos parametros bioquimicos.

2 Esta seccién corresponde al articulo “Influence of Dietary Vitamin A and Iron Deficiency on Hematologic Parameters and Body Weight of Young
Male Wistar Rats” publicado en el Journal of the American Association for Laboratory Animal Science — JAALAS (Vol 59, No 1, Enero 2020) DOI:
10.30802/AALAS-JAALA-19-000020
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Tabla 10. Resultados de los parametros bioquimicos

Parametro Control FesvAd FesvAi FeivAs FeivAi
[Hdggife”w 255.86+43.83 a 181.30+14.53 b 219.81+15.58 ¢ 131.01+43.83d 74.74+18.27 e
Retinol sérico 1.60£0.16 a 0.2410.04b 0.55+0.10 ¢ 1.26+0.12 d 0.55+0.08 ¢
[umol/L]

Los datos se presentan como la media * la desviacion estandar (n = 7, ANOVA). Grupos compartiendo la misma letra no presentan
diferencias significativas entre ellos (P<0.05).

2.1.2. Parametros hematoldgicos

La Tabla 11 resume los resultados de los pardmetros hematoldgicos para los cinco grupos. Aquellos con
bajo contenido de hierro dietario (FeivAs y FeivAi) tuvieron niveles significativamente mas bajos que el
grupo control para hemoglobina (P<0.001 para ambos grupos), eVCM (P=0.002 y 0.041 respectivamente)
y hematocrito (P=0.007 y 0.002 respectivamente). Todos los grupos experimentales mostraron diferencias
significativas en el recuento de reticulocitos en comparacién con el grupo control (FeivAi, P<0.001; FeivAs,
P=0010; FesvAi, P=0.001; FesvAd, P<0.001). Para HCM solo el grupo insuficiente en ambos micronutrientes
(FeivAi) mostrdé diferencias significativas respecto del grupo control (P=0.006). No hubo diferencias al

hacer las comparaciones multiples para RBC o CHCM.

Tabla 11. Resultados de los parametros hematoldgicos

Parametro VeI d-e Control FesvAd FesvAi FeivAs FeivAi
referencia t

[Hg%‘f]’gbb'"a 1524+132 1593+0.69a 1622+2.39a 1560+041a 13.16+156b  12.94+1.04b
McV
i 6238+1.42 56.81+9.89a 59.86+2.33a 58.26+6.86a 48.31+9.64b  43.64+3.27b
RBC 8234029  949+127a  885+0.85a  896+16la  888+196a 10.01+0.86a
[million/uL]
E/eo]c“e”t" de reticulocitos 20£1.0 27+22a 0.6£0.2b 03%0.1b 12+02b 0.6+0.5b
[t',/c; 513+1.4 529+2.1a 52.9+43a 51.4+63a 4374470 422+81b
CHM
] 18524149 17.18+351a  1828+176a  17.87+2.87a 1524+288a 12.97+114b
CHCM
el 29694222  30.15+1.59a  30.53+2.49a  30.69+3.46a 29.75:195a 31.73+3.50a

t Todos los valores de referencia estan tomados Arcila-Quiceno et al. (92) excepto para el recuento de reticulocitos el cual se
tomo de Jacob et al. (93) Los datos se presentan como la media + la desviacidn estandar (n = 7, ANOVA). Diferentes letras entre
grupos indican diferencias significativas (P<0.05).
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2.1.3. Ingesta de alimento y peso corporal

El peso corporal de los cinco grupos fue comparable en la linea de base. A la semana 5 el peso promedio
del grupo suficiente en hierro dietario e insuficiente en vitamina A (FesvAi) fue significativamente inferior
que el del grupo control. Luego de la semana 7, todos los grupos experimentales mostraron pesos
promedio significativamente menores que los del grupo control. Las comparaciones entre los grupos
experimentales luego de la semana siete no mostraron diferencias significativas entre ellos. Al final del
experimento la diferencia media en peso respecto del grupo control fue de 29.8 + 10.0 g. El efecto de las
dietas en el peso corporal de los animales se muestra en la Figura 9. Los cinco grupos no mostraron
diferencias significativas entre ellos al comparar la ingesta de alimento (P=0.126), y la ingesta media por
animal fue de 15.5 g/dia, lo cual es consistente con la ingesta esperada para ratas Wistar macho en

crecimiento (94).
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Figura 9. Curvas de ganancia en peso de las ratas bajo las dietas experimentales comparadas con el grupo control.
Las graficas se construyeron con el promedio y las barras de error indican la desviacion estandar (n = 7, ANOVA de medidas
repetidas).
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2.2.  DISCUSION

2.2.1. Parametros bioquimicos

Todas las diferencias entre los grupos para hierro sérico fueron significativas, esto permitié ordenarlos de
mayor a menor segun esta variable de respuesta asi: Control > FesvAi > FesvAd > FeivAs > FeivAi. Los tres
primeros grupos tuvieron suficiente hierro dietario, pero el nivel de vitamina A decrece del primero
(Control, vAs) al tercero (vAd); esto sugiere que, aun con un adecuado suministro de hierro dietario,
insuficiencia o deficiencia de vitamina A puede causar un decrecimiento proporcional en los niveles de
hierro sérico. Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Saraiva et al. (95), quienes
encontraron una asociacion positiva entre la deficiencia de retinol sérico y la deficiencia de hierro sérico
en una muestra de la ciudad de Vitoria (Brasil). Otros autores también han encontrado vinculos entre la
VAD vy la ID a través de numerosos estudios epidemioldgicos. Por ejemplo, Alfaro-Calvo and Carvajal-
Fernandez (96) encontraron que las probabilidades de anemia entre nifios con VAD eran 2.5 veces mayores
(OR = 2.5;95% IC, 0.027-0.049; P < 0.001) que aquellas para nifios con niveles adecuados de vitamina A.
Sales et al. (97) encontraron que la VAD esta relacionada con bajos niveles de hierro sérico aunque esto

no implicaba cambios en los niveles de ferritina sérica, situacidn caracteristica de la anemia por VAD. (98)

La mayoria de las diferencias entre grupos para retinol sérico fueron también significativas vy, al igual que
con el hierro sérico, permiten hacer una ordenacién de los grupos de mayor a menor asi: Control > FeivAs
> (FesvAi = FeivAi) > FesvAd. Se nota que la Unica variable que parece influenciar el contenido de retinol
sérico es el contenido dietario de vitamina A independientemente del contenido de hierro, por lo tanto,

bajo las condiciones de este experimento, el hierro no tiene influencia sobre los niveles de retinol sérico.

2.2.2. Pardmetros hematoldgicos

Las investigaciones previas sobre el efecto de la vitamina A en el metabolismo del hierro no han producido
resultados en relacion con el efecto especifico de dietas con restriccién de vitamina A sobre la
concentracion de hemoglobina. Arruda et al.(78) encontraron que la VAD puede incrementar la
concentracién de Hb pero no hallaron evidencia si era por causa de alguna carencia de
hemoconcentracidn. De otro lado, Ameny et al.(99) encontraron casos de anemia leve tanto en animales
como en humanos cuando la vitamina A era deficiente en la dieta. Los resultados obtenidos en este estudio
son mas consistentes con los hallazgos de Jiang et al.,(65) quien encontré que no hay relacién entre el

estado de la vitamina A y la concentracion de Hb cuando los niveles de hierro son normales. Basados en
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estas situaciones, las condiciones del experimento sugieren que no hay relacion directa entre la
concentracién de Hb y los niveles de vitamina A dietaria a menos que los niveles de hierro dietario tengan

algun tipo de deficiencia.

El volumen corpuscular medio (MCV) permite la clasificacion de la anemia basados en una aproximacién
morfoldgica: microcitica (por debajo de lo normal), normocitica (dentro del rango normal), y macrocitica
(por encima de lo normal) (100). En comparacion con el grupo control, Unicamente los grupos que fueron
bajos en hierro dietario tuvieron valores significativamente diferentes para MCV; una comparacién
multiple mostrd que los grupos con suficiente hierro dietario (FesvAs, FesvAi, y FesvAd) tuvieron valores
significativamente mas altos que los grupos con deficiencia de hierro (FeivAs, FeivAi). Adicionalmente
cuando fueron comparados con los valores de referencia (62.38 +1.42 fL), los grupos sin deficiencia de
hierro fueron normociticos pero aquellos con deficiencia de hierro fueron clasificados como microciticos
(87). Los resultados también mostraron que Unicamente la deficiencia de hierro influencia el MCV,

mientras que la VAD parece no tener efecto alguno.

Todos los grupos experimentales estuvieron dentro del rango normal para recuento de glébulos rojos
(RBC) o ligeramente por encima del mismo, lo cual indica que, en las condiciones de nuestro estudio, el
RBC puede ser normal independientemente de la concentracidon de Hb, aun en casos de deficiencia de
hierro. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el simple valor de RBC no puede interpretarse sin hacer

referencia a otros parametros hematoldgicos para poder hacer un diagndstico completo.

En el afio 2000, el estudio de Roodenburg et al propuso que no hay evidencia entre VAD y una eritropoiesis
inefectiva, aunque en su estudio el andlisis de la dindmica de la homeostasis del hierro fue indirecto y
cualitativo, reconociendo que un estudio enfocado cinética y cuantitativamente podria arrojar mas
informacidn, de hecho reconocen que algunos niveles de acumulacidn de hierro en médula dsea y bazo
podrian deberse a la VAD (70). Esto parece haber sido considerado en los estudios posteriores en 2014 y
2016 realizados por da Cunha et al (40), Dewamitta et a/ (101) y Honda et al (102) quienes propusieron un
modelo en el cual la eritropoyesis inefectiva en VAD se debe a un mecanismo de regulacion negativa de la
hepcidina y disminucidon de la expresidn de eritropoyetina a nivel renal, lo que desencadena una
acumulacién del grupo hemo en higado y bazo, disminuyendo su disponibilidad y, por lo tanto, su

reutilizacion en la sintesis de hemoglobina. Los resultados de nuestro estudio con consistentes con estos
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ultimos resultados corroborando que tanto hierro como vitamina A son necesarios para una adecuada

eritropoiesis.

El hematocrito (Hct) es el porcentaje de RBC (por volumen) en la sangre. Se determina multiplicando RBC
por MCV. Dado que los resultados de RBC fueron similares para todos los grupos y Unicamente los grupos
con deficiencia de hierro mostraron valores bajos de MCV, era de esperarse que el Hct fuera bajo
(51.3% * 1.4%) solamente en los grupos deficientes de hierro. Bajos valores de Hct son indicadores de
anemia (103). Al igual que para Hb y MCV, los valores de Hct estuvieron por debajo del rango de referencia

en los grupos deficientes de hierro, algo que también se esperaba.

La hemoglobina corpuscular media (MCH) es una medida de la masa media de Hb por RBC, y se calcula
como Hb x 10 / RBC (100). El estado en el cual las células individuales contienen menos Hb de la que
usualmente contienen en condiciones dptimas se conoce como anemia hipocromica (104). Los resultados
de MCH indicaron la presencia de anemia hipocrdmica para el grupo insuficiente en ambos
micronutrientes (FeivAi) pero no para el grupo insuficiente en hierro y suficiente en vitamina A (FeivAs),
esto corrobora la importancia de la vitamina A para una adecuada incorporacion de hierro en los glébulos
rojos aun bajo un estado de deficiencia marginal de hierro, lo cual corrobora con lo descrito por Amine et
al (1970) en cuanto a que la deficiencia combinada de ambos micronutrientes genera anemia hipocréomica

(105).

La concentracién de hemoglobina corpuscular media (MCHC) es un indicador de la concentracién media
de Hb en un volumen dado de glébulos rojos, y se calcula dividiendo el contenido de Hb (g/100 ml) por el
hematocrito (%) (100). Como se trata de una fraccién, la MCHC disminuye o aumenta erréneamente
cuando se altera una medicién precisa de Hb y hematocrito, y los valores aumentados siempre son una
mala interpretacién porque los glébulos rojos no pueden contener mas hemoglobina de lo normal. El
MCHC verdaderamente aumentado generalmente ocurre en la esferocitosis hereditaria y el MCHC
reducido es un representante confiable de la deficiencia funcional de hierro, incluso en ausencia de anemia
(106,107). De acuerdo con los resultados del estudio, ni la VAD ni la ID tienen algun efecto sobre la MCHC,
pero esta conclusidon no es consistente con los resultados para Hb y Hct, por lo tanto, es necesario

considerar multiples pardmetros para un adecuado diagndstico del estado nutricional del hierro.
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Los resultados obtenidos en cuanto a parametros hematoldgicos nos permiten una aproximacién
sistémica de alta relevancia al momento de interpretar los efectos de las deficiencias conjuntas de hierro
y vitamina A, se demostré que el modelo fue efectivo al inducir anemia en los animales de estudio y valida
la importancia de realizar un abordaje con mirada global de varios parametros al momento de establecer
un diagndstico del estado nutricional del hierro. En nuestro articulo de revisién “Classic and Emergent
Indicators for the Assessment of Human Iron Status” aceptado para publicacién en Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, hacemos un recorrido por los principales pardmetros hematoldgicos vy
corroboramos nuevamente que la combinacién de indicadores bioquimicos y hematoldgicos es siempre

necesaria y recomendada para la realizacidon de un diagndstico acertado.

2.2.3. Peso corporal
Para la evaluacién del peso corporal, se usaron las curvas de referencias creadas por Cossio-Bolafios et al.
para clasificar los animales en cinco grupos de acuerdo con su estado nutricional: malnutridos, delgados,

eutroéficos, con sobrepeso y obesos, los puntos de corte se muestran en la Tabla 12 (108).

Tabla 12. Clasificacion de ratas Wistar macho de nueve semanas seguin su peso corporal

Clasificacion Rango de peso corporal (g)

Malnutridas <241.0
Delgadas 241.0-259.8
Eutroficas 259.8-330.4
Con sobrepeso 330.4-347.1
Obesas >347.1

Los grupos cuyas dietas tuvieron alguna restriccién nutricional presentaron pesos corporales inferiores a
aquellos del grupo control. Al finalizar el experimento, todos los animales de los grupos experimentales
fueron clasificados como eutrdéficos, en el grupo control cuatro animales fueron clasificados como

eutroéficos y tres con sobrepeso.

La ganancia de peso es un proceso complejo que involucra la interaccién de numerosos nutrientes y
reacciones metabdlicas. Los resultados del estudio son consistentes con da Cunha et al.,(40) al soportar
la hipdtesis de que tanto hierro como vitamina A son necesarios para garantizar un adecuado crecimiento
y ganancia de peso. Respecto de la clasificacidon segin su estado nutricional, es posible que la alimentacién

ad libitum pueda causar una mayor ganancia de peso que la esperada, a este respecto Moraal et al.(109)
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sugirieron que la cantidad de la alimentacion puede ser reducida hasta un 25% o ser controlada sin afectar

la fisiologia de los animales, reduciendo asi su morbilidad e incrementando su esperanza de vida.

El estudio sugiere que la carencia total o marginal de vitamina A o hierro, o ambas, puede influir sobre el
desarrollo de los animales independiente de su estado como eutrdfico o con sobrepeso. Dado que el
hierro es necesario para un adecuado metabolismo y para adquirir la energia de los alimentos (110), tiene
sentido que las dietas insuficientes en hierro reflejen un crecimiento inadecuado. Respecto de la VAD, se
ha encontrado que puede afectar la funcién mitocondrial causando dafio oxidativo (111), el cual puede
tener efectos posteriores sobre el metabolismo de las grasas y la ganancia de peso. Arreguin(112) sugirié
gue la vitamina A impacta los patrones de metilacién de los genes relacionados con la adipogénesis, lo
cual puede también explicar la diferencia en ganancia de peso en aquellos grupos con deficiencias

marginales o totales de vitamina A en comparacion con aquellos con suficiencia del micronutriente.

Considerando la interaccién de la vitamina A con el hierro, estos resultados son consistentes con la
evidencia previa sobre el efecto de la VAD en el metabolismo del hierro. Por ejemplo, Jiang et al.(65)
sugieren que la VAD afecta la expresidon de la proteina reguladora de hierro 2 (IRP2) incrementando la
deficiencia de hierro; da Cunha et al.(40) sugieren que la VAD afecta la eritropoiesis y el metabolismo del
hierro y, de esta forma, tiene un efecto indirecto sobre la ganancia de peso al regular la homeostasis del

mineral.

2.3.  CONCLUSIONES

Semba et al.(98) enfatizaron en 2002 que la anemia no puede ser caracterizada como una entidad clinica
diferente, aislada y enfocada Unicamente en las deficiencias de hierro. Diecisiete afios después de ello,
pocas explicaciones se han encontrado para explicar los mecanismos por los cuales la VAD puede estar
involucrada en la patogénesis de algunos tipos de anemia. Los resultados de este estudio indican que la
VAD no influye sobre todos los parametros hematoldgicos, mientras que ambas deficiencias parecen
afectar Unicamente el recuento de reticulocitos en ratas Wistar macho jovenes. Por lo tanto, el estado
nutricional de la vitamina A debe ser considerado en la evaluacidn del estado nutricional del hierroy en la

identificacion y clasificacion de algunos tipos de anemia.
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Este estudio también sugiere que, en relacidon con el peso corporal, tanto hierro como vitamina A son
esenciales para un adecuado crecimiento y ganancia de peso y, por lo tanto, deben ser considerados
conjuntamente en programas de recuperacidn nutricional. También destacamos que, bajo condiciones
experimentales, ratas Wistar macho con carencias en uno o lo dos micronutrientes pueden tener una

ganancia de peso por debajo de los pardmetros regulares bajo alimentacion ad libitum.

Finalmente, es necesario profundizar ain mds sobre como la patogénesis de la anemia esta vinculada a
deficiencias de otros nutrientes diferentes al hierro, en este caso particular a la vitamina A. Las técnicas
analiticas moleculares como PCR y Western Blot pueden proveer informaciéon adicional sobre los
mecanismos a través de los cuales la vitamina A regula el metabolismo del hierro causando algun tipo de

anemia no deficiente de hierro a nivel celular.
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3.  EFECTO DE LAS VARIACIONES DIETARIAS DE HIERRO Y VITAMINA A
SOBRE LA EXPRESION DEL RNAm DE LA HORMONA HEPCIDINA Y OTROS
MARCADORES DEL METABOLISMO DEL HIERRO EN RATAS WISTAR
MACHO JOVENES?3

3.1. RESULTADOS

La Figura 10 muestra que, bajo las condiciones de este experimento, no se evidenciaron diferencias
significativas en la expresion relativa a nivel hepatico del gen de interleucina-6 (/L6) normalizado a Actb

cuando fueron comparados con el grupo control.
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Figura 10. Expresidn relativa de los niveles de //6 en higado.
La expresion fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media  DE. (n=7). *Diferencias significativas (P<0.05, ANOVA de una
via) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias

La Figura 11 muestra los niveles de transcripcién relativa del gen Hamp (hepcidina) normalizados a la

expresion del gen beta actina (Actb), el cual se utilizd6 como gen casero. En comparacién con el grupo

3 Esta seccién corresponde al articulo “Vitamin A does not influence mRNA expression of hormone hepcidin but other biomarkers of iron
homeostasis in young male Wistar rats” aceptado para publicacion en el International Journal for Vitamin and Nutrition Research.
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control, aquellos con variaciones en los niveles dietarios de vitamina A no mostraron diferencias

significativas (P<0.001) en la expresidn respecto del grupo control (FesvAi: 1.37 veces, P = 0.32; FesvAd:

1.22-veces, P = 0.63). Los grupos con bajos niveles de hierro dietario mostraron una expresion relativa

significativamente inferior que la del grupo control. (FeivAi: 16.1 veces, P=0.0008; FeivAs: 71.4 veces,

P=0.0004).
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Figura 11. Expresion relativa de los niveles de Hamp en higado.
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La expresion fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media + DE. (n=7). *Diferencias significativas (P<0.05, ANOVA de una

via) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias

Cuando se comparan con el grupo control, la expresion relativa del RNAm de la proteina reguladora de

hierro 2 (Ireb2) en duodeno y bazo mostraron diferencias significativas (P<0.05) pero en sentidos opuestos

para aquellos grupos bajos en hierro independiente del suministro de vitamina A (FeivAi y FeivAs). Esto

se puede evidenciar en la Figura 12 para duodeno, donde se observa que los valores fueron mayores que

en el grupo control; para el caso de FeivAi fue 2.6 veces mayor (P=0.0136) y para FeivAs fue 2.7 veces

mayor (P=0.0118).
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Figura 12. Expresion relativa de los niveles de Ireb2 en duodeno.

La expresion fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media = DE (n=7). *Diferencias significativas (P<0.05, ANOVA de una

via) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias
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En la Figura 13 se observa que, en bazo, los mismos grupos muestran diferencias significativas pero
menores que el grupo control. En el grupo FeivAi fue 2.9 veces menor (P<0.001) y en el grupo FeivAs fue

3.7 veces menor (P<0.001).
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Figura 13. Expresion relativa de los niveles de Ireb2 en bazo.
La expresidn fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media = DE (n=7). *Diferencias significativas (P<0.05, ANOVA de una
via) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias

Sobre la expresidon del RNAm de ferritina (FTH1) en el duodeno (Figura 14), el grupo suficiente en hierroy
carente de vitamina A (FesvAd) mostré diferencias significativas al compararse con el grupo control, los
valores normalizados fueron 5.1 veces mayores (P=0.0017). Por el contrario, la expresién del mismo gen
en bazo fue significativamente menor respecto del grupo control Unicamente para el mismo grupo, con

3.5 veces menos expresion relativa (P=0.0018) tal como se observa en la Figura 15.
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Figura 14. Expresion relativa de los niveles de FTH1 en duodeno.
La expresion fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media + DE (n=7). *Diferencias significativas (P<0.05, ANOVA de una
via) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias
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Figura 15. Expresion relativa de los niveles de FTH1 en bazo.
La expresidn fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media = DE (n=7). *Diferencias significativas (P<0.05, ANOVA de una
via) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias

La expresiéon normalizada de receptor de transferrina (Tfrc) en bazo mostré diferencias significativas para
los grupos bajos en hierro dietario y para el grupo sin vitamina A cuando fueron comparados con el grupo
control. Todos tuvieron una expresién relativa menor: FeivAi, 2.4 veces (P=0.0142); FeivAs, 4.2 veces

(P<0.0001) y FesvAd, 5.6 veces (P=0.0104). (Figura 16)
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Figura 16. Expresion relativa de los niveles de Tfrc en bazo.
La expresidn fue normalizada a Actb (beta actina). Los datos representan la media + DE (n=7, ANOVA de una via). *Diferencias significativas
(P<0.05) en comparacion con el grupo control. Las barras de error representan un IC del 95%. UA: Unidades Arbitrarias

3.2.  DISCUSION

Esta parte del estudio se enfocd en la expresidn de los genes que codifican algunos de los principales
biomarcadores del estado nutricional del hierro y su relacién con carencias marginales o totales de

vitamina A en ratas Wistar macho jovenes.
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Ademas de lo mencionado en la parte tedrica sobre el efecto del estado de inflamacién sobre los
marcadores del estado nutricional de hierro dado su caracter de proteinas de fase aguda (APP), se tiene
también evidencia de estudios previos que revelan que las deficiencias de hierro o vitamina A, o ambas,
potencian el estado inflamatorio incrementando la expresion de IL6 (40). Mas aun, se ha establecido que
la interleucina-6 regula la transcripcidn de la hepcidina como una forma de controlar la circulaciéon en
estados de inflamacién (113,114). Sin embargo, los hallazgos de este estudio no evidenciaron diferencias
significativas en la expresién del mRNA de /L6 como indicador de inflamacién en los animales, aun con
VAD, ID o ambas. Esto no significa que no hay relacion entre inflamacién, ID y VAD, pero bajo las
condiciones del experimento, no hay suficiente evidencia que lo soporte. Hecha esta precisidn, la ausencia
de diferencias significativas en la expresion del mRNA de /L6 permite una comparacion de los otros
marcadores del estado nutricional del hierro sin complicaciones debido a su condicion de proteinas de

fase aguda (APP).

Como regulador a nivel sistémico de la homeostasis, la expresion de RNAm de hepcidina (Hamp) fue
significativamente menor en los grupos deficientes de hierro, lo cual es coherente dado que la hormona
opera como regulador negativo de ferroportina en la membrana basolateral del enterocito (115) como
una forma de regular el eflujo de hierro y de esta manera prevenir dafio oxidativo. Los resultados no
mostraron un impacto del estado nutricional de la vitamina A sobre la expresién de Hamp, lo cual es
diferente de los hallazgos previos donde la deficiencia de vitamina A incrementa la expresién de hepcidina

(78).

Sobre la regulacidon a nivel molecular de la homeostasis del hierro, es claro que la proteina reguladora de
hierro 2 (IRP2) es un elemento clave. Los resultados mostraron que los grupos que recibieron una dieta
baja en hierro (FeivAs y FeivAi) tuvieron diferencias significativas comparados con el grupo control. En
duodeno, la expresion relativa de Ireb2 fue mayor que en el grupo control, pero en bazo fue menor. El
estudio de Jiang (65) revelé que la deficiencia de vitamina A podria agravar la deficiencia de hierro
mediante una regulacion positiva de la expresidn de IRP2; sin embargo, los hallazgos de nuestro estudio
sugieren que la expresion de Ireb2 esta relacionada no solo con el suministro de hierro o vitamina A como

factores independientes sino que debe ser interpretada como un efecto combinado.
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IRP2 también se relaciona con la regulacién de la expresion de ferritina y del receptor de transferrina.
Cuando IRP2 es baja, Trfc es reducida y ferritina es potenciada, de esta forma se favorece el
almacenamiento y movilizacién del hierro en el organismo (44). Los resultados mostraron que la vitamina
A fue el Unico factor que tuvo algun efecto sobre la expresidn de ferritina; en el duodeno solo el grupo con
carencia total de vitamina A fue significativamente mayor en ferritina que los demas mientras que lo
contrario ocurrié en el bazo. Estos resultados indica que la vitamina A es necesaria para estimular la
movilizacién de hierro desde el enterocito, reduciendo su almacenamiento en la ferritina. Estos hallazgos
son consistentes con estudios previos donde la VAD puede afectar la movilizacion del hierro llegando a un
estrés oxidativo a nivel duodenal (80). Respecto del bazo la reduccion de la expresién de ferritina también

se mostré en el trabajo de Jiang y la relacién entre VAD e IRP2.

Sobre la expresidon del RNAm del receptor de transferrina (Tfrc) en bazo, los resultados son consistentes
con lo esperado a partir de los resultados de IRP2 (65). Al hacer las comparaciones entre los grupos con
suficiente suministro de hierro dietario, solo el grupo sin vitamina A mostré diferencias significativamente
inferiores, esto indica que, aun con un adecuado suministro de hierro, la vitamina A es necesaria para
potenciar la expresidn de Tfrc en el bazo. Cuando los grupos bajos en hierro dietario fueron comparados
con el grupo control, ambos fueron significativamente inferiores, independiente del suministro de
vitamina A. Estos resultados indican un efecto combinado de ambos nutrientes sobre la expresion de Tfrc

en el bazo.

Para presentar una imagen completa de los resultados de la expresidn génica, se construyé un mapa de
calor (116), donde el aumento o la disminucién de la regulacién como efecto combinado de hierro y
vitamina A puede ser visualizado (Figura 17). Y al considerar todos los resultados como un conjunto, los
datos muestran un efecto simple de la vitamina A en la expresion de ferritina en duodeno y bazo, de hierro
en la expresién de hepcidina en higado y un efecto combinado de ambos nutrientes sobre receptor de
transferrina 1 y proteina reguladora de hierro 2 en bazo y duodeno, lo que nos permite construir el

diagrama que se presenta en la Figura 18.
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FTH1 (duodeno)

Ireb2 (duodeno)

TFRC (bazo)
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Hamp (higado)
Control FevA, Fe,vA, Fe,vA4 Fe,VA, 1.5 0 1

Row Z-Score

Figura 17. Mapa de calor para la expresion relativa de todos los genes en los grupos experimentales.

Los bloques verdes representan sobreexpresion y los rojos disminucion en la expresién, ambos casos al comparar con el grupo control. Fthl
(ferritina), Tfrc (receptor de transferrina), Ireb2 (proteina reguladora de hierro 2), Hamp (hepcidina) 116 (interleucina 6).

FTH1 TFRC

(Bazo) // (Bazo)

VltamlnaA (Bazo) 4—@— Hierro (Higado)

FTH1 \-K Ireb2

(Duodeno) (Duodeno)

Figura 18. Efecto combinado de un adecuado suministro de hierro y vitamina A sobre la expresién del RNAm de algunos
marcadores de la homeostasis del hierro

El grosor de las flechas representa la potencia del efecto. (+) representa sobre-regulacion. (-) representa sub-regulacion. FTH1 (ferritina), TFRC
(receptor de transferrina), Ireb2 (proteina reguladora de hierro 2), HAMP (hepcidina).
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3.3.  CONCLUSION

Continuando con los hallazgos de la primera parte del estudio, se sigue validando la importancia del
suministro conjunto de hierro con vitamina A como una estrategia para la reduccion de la prevalencia de
deficiencia de hierro y anemia por deficiencia de hierro. Si bien, la mayoria de estudios previos se han
enfocado en hepcidina, es interesante encontrar otras posibles rutas que describan el mecanismo
mediante el cual la vitamina A puede tener un efecto regulador indirecto sobre la homeostasis del hierro,
especialmente en lo relacionado con sus depdsitos como se evidencia en el efecto sobre la expresién del
gen de ferritina en bazo y duodeno; y sobre los fendmenos de captacién y transporte a nivel celular

regulando la expresion del gen de receptor de transferrina en bazo.

Los resultados encontrados en el andlisis de expresién del ARNm de TFRC en bazo, regulada por la
deficiencia combinada de ambos nutrientes, permiten establecer una nueva via de regulacién de la
homeostasis del hierro por la vitamina A que podria indicar un efecto deletéreo sobre los mecanismos de
reciclaje de los eritrocitos por los macréfagos del bazo. Ademads, debe considerarse el efecto adicional de
la VAD sobre la expresion de FTH1 en bazo, independiente del estado de hierro, y esto unido a que en el

bazo se encuentran los mayores depdsitos de hierro después del higado.
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4. EXPRESION DE FERRITINA Y RECEPTOR DE TRANSFERRINA EN RATAS WISTAR
MACHO JOVENES BAJO DIFERENTES NIVELES DIETARIOS DE HIERRO Y VITAMINA A*

Una vez analizados los resultados del analisis de expresion del RNAm de algunos marcadores de la
homeostasis del hierro se seleccionaron aquellos asociados con su transporte y almacenamiento,

especificamente ferritina y receptor de transferrina.

4.1. RESULTADOS

Se realizaron ensayos de Western Blot de las muestras obtenidas (proteinas totales) de los higados de cada
uno de los grupos para determinar la expresién relativa de las siguientes proteinas: ferritina, receptor de
transferrina, e IL-6. Los resultados se muestran en la Figura 19. Al igual que lo encontrado en las pruebas
de PCR, se observa que, bajo las condiciones del estudio, no hay diferencias significativas entre los grupos
experimentales y el grupo control para IL6. Adicionalmente se observa que tampoco hay diferencias
significativas entre los grupos experimentales y el grupo control para TfR, mientras que para Fn se
observan diferencias significativas entre el grupo deficiente de vitamina Ay el control (mayor expresién)
y entre los grupos insuficientes en hierro y el grupo insuficiente en vitamina A y suficiente hierro y el

control (menor expresioén).

4 Esta seccién corresponde al articulo “Vitamin A deficiency influences expression of ferritin in young male Wistar rats” sometido en el Journal of
Nutrition and Metabolism

63



e

w
~
v

o

Y]
N
=)

IL6 (exp. rel.) - UA
o o e
o w o
-
[
Fn (exp.rel.)-UA
o o r r
o wv o w

b
[

a Ia

— A

~ y
B —Actina -  ~42 kDa B-Actina ~42 kDa
s 2 = B 3 w T o = =
= < < g ¢ <
S5 35 3 22323
e & & 8 ¢ e & & 8 ¢
(a) (b)
a
2,0 a
< a
:,1,5
- a
< a
=10
o
X
L
= 05
=
0,0
[
B —Actina N = ~42 kDa
» T — o —
< o P e
ERE T -
[ @ 3 O 2
L w uw Q w
(c)

Figura 19. Expresion relativa de interleukina-6 (IL6) (a), ferritina (Fn) (b), receptor de transferrina (TfR) (c) en higado
Grupos con letras diferentes presentan diferencias significativas entre ellos (P<0.05, ANOVA de una via). UA: Unidades
Arbitrarias

Para los bazos se realizaron andlisis de Western Blot para determinar la expresion relativa de las siguientes
proteinas: ferritina y receptor de transferrina. Los resultados se muestran en la Figura 20. Al igual que
ocurrié con TfR en higado no se observan diferencias significativas entre los grupos experimentales y el
grupo control; y hay diferencias significativas para Fn entre todos los grupos experimentales y el grupo

control (menor expresion).
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Figura 20. Expresion relativa de ferritina (Fn) (a) y receptor de transferrina (TfR) (b) en bazo
Grupos con letras diferentes presentan diferencias significativas entre ellos (P<0.05, ANOVA de una via). UA: Unidades
Arbitrarias

Para los duodenos se realizaron Western Blot para determinar la expresidon relativa de ferritina. Los
resultados se muestran en la Figura 21. Se observan diferencias significativas entre los grupos insuficientes

en hierro y el grupo suficiente en hierro, pero insuficiente en vitamina A.
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Figura 21. Expresion relativa de ferritina (Fn) en duodeno
Grupos con letras diferentes presentan diferencias significativas entre ellos (P<0.05, ANOVA de una via). UA: Unidades
Arbitrarias

4.2. DISCUSION

Al igual que en la PCR se observa que no hay diferencias significativas entre los grupos experimentales
para la proteina IL-6 en higado (Figura 19a), se concluye de la misma manera que, bajo las condiciones del
experimento, no hay suficiente evidencia para detectar cuadros de inflamacién en alguno de los grupos'y,

para nuestro analisis, se considera que no hay interferencia de este factor en los marcadores por su
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condicidn de proteinas de fase aguda (APP) y la necesidad de realizar algun tipo de ajuste a los resultados
de los mismos (117). Es importante recordar que hay una estrecha relacion entre el estado inflamatorio y
la homeostasis del hierro, la mayoria de las proteinas involucradas en el metabolismo de este mineral son
proteinas de fase aguda, tal es el caso de hepcidina, ferritina, ferroportina, hemojuvelina, receptores de
transferrina, y su expresién debe analizarse siempre teniendo en cuenta si hay cuadros de inflamacidn
para realizar ajustes pertinentes tal como lo indicamos en nuestro articulo de revisién “Classic and

emergent indicators for the assessment of human iron status” (118).

Los resultados de Western Blot para ferritina en higado (Figura 19b) muestran que todos los grupos
experimentales difieren del grupo control. En el caso del grupo deficiente en vitamina A (FesvAd) hay
sobreexpresién, lo cual indica que la carencia total de vitamina A, aln con un adecuado suministro de
hierro induce algun tipo de dafio o efecto a nivel del hepatocito, ocasionando una retencién o reabsorcion
del hierro en forma de ferritina, impidiendo su movilizacién hacia otros tejidos de interés (90). Respecto
de los grupos con carencia marginal de hierro (FeivAs y FeivAi) y el grupo con carencia marginal de vitamina
A (FesvAi) se observa una subexpresidén de ferritina hepatica; para el caso de carencia de hierro es de
esperar, pues se privilegia la circulacién de hierro sérico en lugar de retenerlo en el hepatocito, pero la
carencia marginal de vitamina A aun con cantidades adecuadas de hierro parece estar estimulando una
baja expresién de ferritina lo que podria inducir algun tipo de stress oxidativo por sobrecarga de hierro

sérico (65,119).

Los resultados de ferritina en bazo (Figura 20a) mostraron que solo el grupo sin vitamina A (FesvAd) no
tuvo diferencias significativas con respecto del grupo control (P=0.1076); este es un hallazgo interesante
gue demuestra una relacion entre la ausencia total de vitamina A y algun tipo de cuadro inflamatorio que
puede incrementar la expresion de ferritina como proteina de fase aguda y marcador de inflamacién (120),

independiente del estado nutricional del hierro.

Sobre ferritina en duodeno (Figura 21) se encontrd que no hay diferencias significativas (P<0.05) entre los
grupos experimentales y el grupo control. Al realizar las comparaciones entre grupos, se encontré que el
grupo suficiente en hierro y con deficiencia marginal de vitamina A (FesvAi) fue significativamente superior
en expresion de ferritina que el grupo FeivAi (P=0.0351) y el grupo FeivAs (P=0.0487) esto sugiere que, a
nivel duodenal, solamente el hierro dietario parece influenciar la expresién de ferritina como un

mecanismo para regular el hierro circulante y prevenir estrés oxidativo, estos resultados son consistentes
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con los hallazgos de Vanoica et al (121) que demostraron que no solo la hepcidina, también la ferritina

actian como reguladores del eflujo de hierro hacia el torrente sanguineo.

Finalmente, sobre el efecto de la VAD en la expresion del receptor de transferrina en el higado (Figura 19c)
y en bazo (Figura 20b), este estudio no mostrdé ninguna diferencia entre el grupo control y los grupos
experimentales para ambos tejidos. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Citelli et al
(40,80,95) que indican que la VAD puede afectar el metabolismo del hierro pero no su absorcién o

transporte.

4.3.  CONCLUSION

Nuevamente, y como respaldo final a los hallazgos de las secciones previas, se sigue resaltando la
importancia del suministro conjunto de vitamina Ay hierro como una estrategia para reducir la prevalencia
de anemia por deficiencia de hierro. En esta seccidn hay hallazgos interesantes respecto del efecto de las
deficiencias combinadas sobre la homeostasis del hierro, especialmente en lo relacionado con su
almacenamiento, situacion que se evidencia en las alteraciones encontradas en los depdsitos de ferritina
tanto a nivel hepatico como en bazo, algo que se habia identificado en la seccién anterior también para

duodeno.
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5.  DISCUSION GENERAL

El estudio se abordd con dos aproximaciones diferentes, una enfocada en lo sistémico que se centrd en el
efecto de las variaciones en el estatus de ambos micronutrientes sobre la ganancia de peso y los
parametros hematolégicos de los animales; la segunda aproximacién se enfocé en el efecto de las mismas
variaciones a un nivel post-transcripcional (RNAm) y post-traduccional (proteinas) de algunos de los

principales marcadores de la homeostasis del hierro en los animales de experimentacién.

Los hallazgos previos se habian enfocado principalmente en las alteraciones de la hormona hepcidina, en
este estudio se encontraron otras posibles vias de explicacidn para los casos de anemia por deficiencia de

hierro y su relacion con la deficiencia de vitamina A.

Lo mas relevante para destacar es la necesidad de una aproximacidon multifactorial al problema y un
modelo de explicacion que no aborde un Unico efecto o biomarcador para explicar los mecanismos de
regulacion del metabolismo del hierro en carencia de vitamina A. Los estudios que se han hecho al
respecto comenzaron su recorrido desde analisis epidemioldgicos que, como en el estudio de Hodges en
1978 (67) proponian que al menos un porcentaje de los niveles de hemoglobina podian estar explicados
por los niveles de retinol sérico, hasta estudios mas recientes como los de Jiang et al y el efecto sobre la
proteina reguladora de hierro 2 (65), da Cunha et al y la relacidn de la VAD con la eritropoiesis (40), Citelli
et aly el completo analisis sobre diferentes genes implicados en la biodisponibilidad del hierro (80), Arruda
et al y la relacién VAD y hepcidina (78) y finalmente Han et al quienes también abordaron los efectos de
la VAD con hepcidina y ferroportina (122). Puede verse entonces que hay suficiente evidencia, tal vez no
basada en los mismos marcadores, pero si enfocada hacia un mismo efecto final, de la necesidad del

suministro de vitamina A para reducir la prevalencia de anemia por deficiencia de hierro.
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Los resultados son contundentes respecto del efecto combinado de ambos micronutrientes sobre la
ganancia de peso en ratas Wistar macho jovenes en cuanto a que son necesarios para garantizar un
adecuado desarrollo de los animales. Este estudio valida entonces la importancia de la vitamina A y el
hierro en un nivel mds general, es claro que en un estado nutricional saludable, evidenciado entre otros
por un adecuado crecimiento, es requisito para la disminucién de otras prevalencias como la abordada en

este estudio: anemia por deficiencia de hierro (123).

Otros estudios se han realizado al respecto, pero en animales con propdsitos productivos como aves de
corral, ganado lechero, cerdos y peces. Es el caso del estudio de Feng et al (124) quienes demostraron que
la deficiencia de vitamina A puede llevar a una reduccion de la tasa de crecimiento en patos pekineses,
asociada a baja retencion de retinol sérico o hepdtico como marcadores del estado nutricional de Ila
vitamina A. En el caso de peces, el grupo de Koch et al (125) encontraron que un suministro de 8.800 Ul/kg
de vitamina A era el dptimo para garantizar una adecuada ganancia de peso en dorado (Salminus
brasiliensis), destacando que dosis superiores, si bien no tenian impacto sobre la salud o desempefio de

los animales, no eran recomendadas para evitar algun cuadro de hipervitaminosis.

En cuanto a pardmetros hematoldgicos, definitivamente la deficiencia de vitamina A tiene un efecto
negativo sobre la eritropoiesis independiente del estado nutricional de hierro. Esto refuerza nuestro
planteamiento de que los programas de fortificacién de harina de trigo con hierro como estrategia para
disminuir la prevalencia de anemia no son completamente efectivos, cosa que ya habia sido discutida por
Hurrel et al (126), aunque sus conclusiones no abordaron interacciones con otros micronutrientes sino

posibles deficiencias de las formas quimicas empleadas.

Finalmente, tanto el andlisis por PCR como el Western Blot, mostraron que la deficiencia de vitamina A
tiene un efecto de regulacion negativa sobre algunos de los principales marcadores de la homeostasis del
hierro, concretamente se observaron alteraciones en aquellos relacionados con el almacenamiento
(ferritina) y transporte (receptores de transferrina). Uno de los aspectos mas interesantes del estudio fue
gue no se encontraron evidencias significativas que respaldaran los estudios previos sobre el impacto de
la VAD sobre la hormona hepcidina, esto no quiere decir que tal relacién no exista, sino que, en las

condiciones en que se realizé nuestro experimento, no hay evidencia suficiente que la respalde.
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Como hallazgo novedoso, se encontré mayor evidencia sobre el efecto de la VAD sobre la expresion de
ferritina tanto a nivel post-transcripcional como a nivel post-traduccional, indicando que una forma en la
cual la vitamina A puede afectar el metabolismo del hierro es regulando positivamente la expresidn de los
depdsitos de éste, representados en ferritina, esto aporta una nueva via de estudio que entra a
complementar los hallazgos previos sobre el efecto en el transporte (via ferroportina, transferrina y
receptores de transferrina) y utilizaciéon final representada en las alteraciones de la eritropoiesis.
Combinando estos conceptos quisimos integrarlos en un esquema donde se integren las principales
proteinas asociadas al almacenamiento y transporte del hierro indicando el efecto que produce en ellas la
VAD, destacando aquellos que han sido soportadas por estudios previos y los que encontramos en nuestro

estudio (Figura 22).

o1

1exr IE» > -

Figura 22. Representacion del efecto de la VAD sobre la expresion de las principales proteinas asociadas al almacenamiento y
transporte del hierro.
FN: Ferritina; FPN: Ferroportina; Tf: Transferrina; TfR: Receptores de transferrina; Hep: Hepcidina. El sentido de las flechas indica
aumento (") o disminucidn (J/) en su expresién.

En sintesis, este estudio soporta que una adecuada ingesta de vitamina A es necesaria para que el hierro
sea empleado adecuadamente, tanto en la sintesis de nuevos gldbulos rojos, un adecuado desarrollo de

los animales y un almacenamiento y transporte del mineral hacia los tejidos de interés.
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5.1. RECOMENDACIONES

Para destacar del estudio su principal fortaleza consistié en la comparacién de cinco diferentes relaciones
de hierro y vitamina Ay su efecto sobre la homeostasis del hierro. Otra gran fortaleza residié en su disefio
estadistico que permitié obtener resultados de calidad con un nimero apropiado de animales, estando asi

conforme con los principios centrales de la ética del trabajo con animales de laboratorio.

Sin embargo, se reconocen también limitaciones importantes como la falta de andlisis de marcadores
adicionales como médula ésea, ferroportina desde la PCR, DMT-1y marcadores adicionales de inflamacidn
que podrian haber brindado informacién adicional para soportar los principales hallazgos. También se
evidencié una limitacién de indole metodolégico que fue la ausencia de medicion de pérdidas de hierroy

retinol que podrian haberse detectado analizando heces fecales y orina.

Finalmente, a modo de recomendaciones para futuros estudios es importante considerar la

implementacion de:

e Estudios de localizacion de proteinas por inmunohistoquimica en los mismos tejidos: higado, bazo y
duodeno que permitan identificar la efectiva utilizacién de estas por sus tejidos diana.

e Nuevos enfoques de la anemia por deficiencia de vitamina A que aborden efectos a nivel molecular de
los diferentes marcadores del metabolismo de la vitamina A y su posible interaccién con la
homeostasis del hierro.

e Estudios con marcadores e indicadores del estado de hierro adicionales como eritropoyetina, DMT1,
eritroferrona, ferritina sérica, zinc protoporfirina, que aporten elementos adicionales a una mirada de
conjunto del impacto de la VAD sobre la IDA.

e Otros tejidos de interés como médula ésea (por ser considerado el gold standard en el andlisis del
estado nutricional del hierro) y rifidn (para profundizar en la relacién con eritripoyetina).

e Estudios clinicos en poblacidn infantil que validen el suministro conjunto de vitamina A y hierro en
recuperacion de pacientes con IDA.

e Evaluacion de matrices alimentarias fortificadas con ambos micronutrientes (p.e. leche).
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Influence of Dietary Vitamin A and Iron
Deficiency on Hematologic Parameters and Body
Weight of Young Male Wistar Rats

Mauricio Restrepo-Gallego and Luis E Diaz*

Micronutrient deficiency is one of the most prominent public health concerns; in particular, vitamin A and iron are deter-
minants of appropriate development, and vitamin A influences iron homeostasis and metabolism. Here we compared the
effects of diets that were sufficient and insufficient in vitamin A and iron on the hematologic parameters and body weight
of rats. Male Wistar rats were randomly divided into 5 dietary groups (n = 7 per group): adequate in iron and vitamin A
(control); adequate in iron but low in vitamin A (FesvAi); adequate in iron but lacking vitamin A (FesvAd); low in iron but
adequate in vitamin A (FeivAs); and low in both iron and vitamin A (FeivAi). After 6 wk, rats showed significant differences
in serum iron relative to the control diet (control, 256 + 44 pg/dL; FesvAi, 220+ 16 pg/dL; FesvAd, 181 £ 15 ng/dL; FeivAs, 131 £
44 pg/dL; FeivAi, 75 £ 19 pg/dL). Rats on iron-deficient diets showed reduced Hgb values relative to the control diet (control,
15.9 £0.7 g/dL; FeivAs, 13.2 £ 1.6 g/dL; FeivAi, 12.9 £ 1.0 g/dL), MCV (control: 57 + 10 fL; FeivAs, 48 £ 10 fL; FeivAi, 44 £ 3 fL),
and Hct (control, 53% =+ 2%; FeivAs, 44% + 5%; FeivAi, 42% + 8%). All of the experimental dietary groups showed significant
differences in reticulocyte count when compared with the control group (control, 2.7% + 2.2%; FesvAd, 0.6% * 0.2%; FesvAl,
0.3% £ 0.1%; FeivAs, 1.2% + 0.2%; FeivAi, 0.6% £ 0.5%). The mean difference in body weight for the experimental groups,
relative to the control group, was 30 + 10 g. These results suggested that, in young male Wistar rats, both iron and vitamin A
are essential to cause increases in body weight and various hematologic parameters.

Abbreviations: ID, iron deficiency; VAD, vitamin A deficiency

DOI: 10.30802/ AALAS-JAALAS-19-000020

Micronutrient deficiency is a major public health concern in
developing countries.” Vitamin A deficiency (VAD) and iron
deficiency (ID) anemia are determinants for the cognitive,
physical, and behavioral development of children.***3 Iron is
an essential mineral that belongs to the group of transition met-
als; because of its chemical and physical properties, iron plays
a major role in the metabolisms of most living beings. Iron is
found in numerous proteins, particularly those associated with
oxygen transport. Therefore, in practical terms, for many organ-
isms, life would not be possible without iron.*

Anemia is a health condition that is linked to an inadequate
supply of oxygen to the tissues. In children and young adults,
anemia is expressed as reduced cognitive performance,® inad-
equate physical development, and immune system problems;?
therefore, anemia is a high-impact public health matter in
developing countries. Approximately 42.6% of preschool-age
children are anemic, as are is 38.2% of pregnant women and
29.0% of nonpregnant women. Thus, overall, 496.3 million
people are anemic.®

Often anemia is linked only to ID; however, although ID is
responsible for 35% of anemia cases, there are other causes—
both nutritional and otherwise. The nutritional causes include
other micronutrient deficiencies and antinutritional factors,
and other common causes are bleeding, infection, and genetic
conditions.?” ID anemia occurs when ferritin levels are below 12
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pg/L and when Hgb levels are below established cutoff points
(11 g/dL for children younger than 5 y and pregnant women;
12 g/dL for children 5 to 12 y old, nonpregnant women, and
teenage males; and 13 g/dL for teenage females).” The main
causes of ID anemia are nutritional and antinutritional dietary
factors that block the body’s absorption or use of iron.2>%

Sources of dietary iron include meat (which provides heme
iron), vegetables, and legumes (both of which provide nonheme
iron). The absorption of most dietary iron occurs in the duode-
num and proximal jejunum; the exact location depends on the
physical state of the iron atom. Heme iron is strongly bound to
globular proteins that must be hydrolyzed through gastric pH
and both gastric and intestinal proteases. 13

Nonheme iron requires gastric pH to promote its solubiliza-
tion and release from natural components.!® Both heme and
nonheme iron are absorbed in the duodenum;*? however, the
enterocyte’s absorption mechanisms depend on the dietary
source. Nonheme iron mainly starts in the ferric form (Fe®")
and must be reduced to the ferrous form (Fe?*). The duodenal
cytochrome B mediates this process, and ascorbic acid (vitamin
C) enhances it; once reduced, the iron is taken into the entero-
cyte through apical-side membrane proteins, divalent metal
transporter 1 and heme carrier protein 1, which is specific to
that form of iron.!% In addition, heme carrier protein 1 takes in
heme iron on the other side. Then, the intact heme iron nucleus
is sent to an endosome, where a heme-oxygenase enzyme de-
grades it by releasing iron from the protoporphyrin. Finally,
in the endosome, an isoform of divalent metal transporter 1
releases the iron into the cytosol.
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Once in the cytosol, heme and nonheme iron are indistin-
guishable.®> However, in the enterocyte, dietary iron can be (1)
included in the membrane mitochondrial cytochromes, where
it contributes to the oxide-reduction processes that are neces-
sary for the electron-transport chain; (2) sent to a transitory
pool of free intracellular iron that heavily autoregulates iron
intake; (3) stored in cellular ferritin protein; or (4) exported to
the bloodstream through ferroportin, a membrane protein on
the basolateral side of the enterocyte. Once outside of the en-
terocyte, a ferroxidase is needed to oxidize the iron back into the
ferric form; this process can involve a membrane protein called
hephaestin or a plasmatic protein called ceruloplasmin. After
this process, the iron is bound to transferrin—the protein that
transports iron to the various tissues that recognize it (through
the membrane’s transferrin receptors); nontransferrin-bound
iron has also been identified in the bloodstream.2®

VAD is the other critically important micronutrient deficiency
declared by the WHO; vitamin A is a determinant of many
metabolic processes, including sight, hematopoiesis, embry-
onic development, cell differentiation, various immune-system
functions, and genic transcription.** Vitamin A is necessary
to the production of rhodopsin, which is required for low-
light vision, normal growth and development, reproduction,
and maintenance of skeletal and epithelial tissues. Vitamin A
includes retinol and other molecules that mimic retinol’s bio-
logic activity; all of these molecules are from the provitamin A
carotenoid group.3

Some researchers have suggested that vitamin A plays a
role in the metabolism of iron; for this reason, many countries
have developed supplementation strategies for both iron and
vitamin A to reduce the prevalence of anemia.*! Although the
exact interaction of iron and vitamin A is not well known,2340
several mechanisms have been suggested, including the regula-
tion of either hematopoiesis'®? or various proteins related to
iron homeostasis (for example, transferrin,? iron regulatory
protein 2, and hepcidin).51315

We conducted this study based on the hypothesis that both
vitamin A and iron must be taken together to ensure adequate
weight gain and hematologic parameters. The objective of this
study was, by using on 5 combinations of iron and vitamin A
concentrations, to determinate the influences of vitamin A and
iron on body weight and various hematologic parameters in
young male Wistar rats (Rattus norvegicus).

Materials and Methods

Animals and diets. We conducted this study at the Bioterium
of the Research Laboratories of Antioquia University (Medellin,
Colombia). The sample comprised 35 male, SPF, Wistar rats (age,
21 d; weight, 62.5+ 6.1 g; Neurosciences Laboratory, Antioquia
University). We housed the rats, which had a mean body weight,
in polycarbonate cages with stainless-steel wire covers. The
environmental conditions involved a 12:12-h light:dark cycle,
room temperature of 22 + 2 °C, and relative humidity between
55% and 65%; the air was renewed every 4 min. The rats had
free access to food and demineralized water from polycarbonate
dispensers, and we weighed them every 2 wk by using a digital
balance (resolution, 0.1 g; model BJ2100D, (Precisa, Dietikon,
Switzerland ). The Ethical Committees of Antioquia University
(protocol no. 108.090217) and La Sabana University (protocol
no. 55.170516) approved this study’s procedures.

We randomly assigned the rats to 5 diets, with 7 animals per
group; in these diets, iron was in the form of ferric citrate, and
vitamin A was in the form of retinol acetate. We fed the control
group an AIN-93G diet for growing rodents, which we modified

to provide sufficient iron (45 mg/kg) and vitamin A (1200 pg/
kg). We fed the experimental groups AIN-93G diets, which we
modified dies as follows: FesVAd, 45 mg/kg iron and no vitamin
A; FesVAi, 45 mg/kg iron and 120 ng/kg vitamin A; FeiVAs,
15 mg/kg iron and 1200 ng/kg vitamin A; and FeiVAi, 15 mg/
kg iron and 120 ug/kg vitamin ). For each group’s cage, we
measured food intake weekly during the experimental period
by weighing the remaining food in the cages, then divided that
total intake by the number of rats in the cage to get the food
intake per animal. Table 1 shows the composition and nutritional
profile of each diet; all diets were produced by Research Diets
(New Brunswick, NJ).

After 6 wk of feeding, we anesthetized the rats by using
isoflurane (Piramal Critical Care, Mumbai, India) and used
cardiac punctures to collect 500 pL of whole blood in microtainer
tubes with EDTA-K2 (Impromini, Improve Medical Instru-
ments, Guangzhou, China) for later analysis of the hematologic
parameters. We also collected 2 mL in serum tubes (Vacutest
gel with a cloth activator, Vacutest Kima, Arzegrande, Italy) to
analyze the iron and retinol levels. After extracting their blood,
we euthanized the animals with 70% CO,. We preserved the
liver, spleen, and small intestine of each rat for further analysis.

Biochemical parameters. Using centrifugation (448 to 700 x
g/min for 15 to 20 min), we separated the fraction of blood that
we had kept for iron and retinol analysis after complete clot-
ting. We divided the supernatant into 2 fractions to determine
serum iron and serum retinol levels. We analyzed the serum
iron concentrations by using atomic absorption spectrometry
(Analyst 3100 Analyzer, Perkin Elmer Life Sciences, Wellesley,
MA) and measured the serum retinol concentrations by using
a HPLC-UYV apparatus (model PU-2080 plus chromatography
pump, UV-2075 UV detector, and 807-IT integrator; Jasco,
Tokyo, Japan).

Hematologic parameters. We measured the hematologic
parameters—including Hgb, MCV, RBC count, reticulocyte
count, Het, MCH, and MCHC—by using an automated hematol-
ogy analyzer (model URIT-2900, Urit Medical, Guangxi, China).

Statistical analysis. We analyzed the data by using SPSS soft-
ware (SPSS Statistics for Windows, version 25.0, IBM, Armonk,
NY) and examined the data for normal distribution by using
the Kolmogorov-Smirnov test. We expressed the data as mean
+ 1 SD and then analyzed the mean differences between the
control and experimental groups nu using the Least Significant
Difference test. We analyzed weight gain by using repeated-
measures ANOVA. We considered P values of less than 0.05 to
be significant. According to a power analysis, using 7 rats in
each group achieves 80% power at a confidence level of 95%;
previous researchers obtained a difference of 4 g/dL of Hgb
content according to a SD of 2.39 g/dL.12

Results

Biochemical parameters. All of the intergroup comparisons
indicated significant differences in serum iron content among
male rats. Both groups with low amounts of dietary iron (FeivAs
and FeivAi) had significant differences from the control group
(P <0.001 for both groups). VAD (FesvAi and FesvAd) altered
the total serum iron content (P = 0.024 and 0.001, respectively),
and the FesvAd group exhibited the lowest values.

In terms of serum retinol levels, the groups with insufficient
or no dietary vitamin A all had significantly lower levels of se-
rum retinol than the control group (P < 0.001 for both groups).
Among the multiple comparisons, only the rats given diets
with low vitamin A (FesvAi and FeivAi) showed no significant
intergroup difference (P = 0.980; Table 2)
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Table 1. Ingredient composition and nutritional profile for each diet

Vitamin A and iron in young male Wistar rats

Ingredient Control FesvAd FesvAi FeivAs FeivAi
Corn starch 397.5 397.5 397.5 397.5 397.5
Casein 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0
Maltodextrin 10 132.0 132.0 132.0 132.0 132.0
Sucrose 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Soybean oil 70.0 0 0 0 0
Cotton Seed Oil 0 70.0 70.0 70.0 70.0
Cellulose 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
Mineral mix? 35.0 35.0 35.0 0 0
Mineral mix? 0 0 0 35 35
Vitamin mix© 10.0 0 0 10.0 0
Vitamin mix4 0 10 10 0 10
L-Cysteine 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Ferric citrate [17.4% Fe] 0.03 0.03 0.03 0.07 0.07
t-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Vitamin A palmitate [500.000 IU/g] 0 0 0.0008 0 0.0008
Protein [%] 20 20 20 20 20
Fat [%] 7 7 7 7
Fiber [%] 5 5 5 5 5
Carbohydrate [%] 64 64 64 64 64
Iron [mg/kg] 45 45 45 15 15
Vitamin A [pg/kg] as retinol 1200 0 120 1200 120
acetate

d, deficient; i, insufficient; s, sufficient

Ingredients are listed as g/kg except when noted.

2AIN-93G-MX.

bAIN-93G-MX deficient in iron.

€AIN-93G-VX.

dAIN-93G-VX without vitamin A

Table 2. Biochemical parameters.

Parameter Control FesvAd FesvAi FeivAs FeivAi
Serum iron [ug/dL] 256 + 442 181 +15° 220 £ 16¢ 131 + 444 75+ 18e
Serum retinol [umol /L] 1.60 +0.167 0.24 +0.04° 0.55+0.10¢ 1.26 +£0.124 0.65 £ 0.08¢

n =7 rats per group; values with different superscripted letters differ significantly (P < 0.05).

Hematologic parameters. Table 3 summarizes the results re-
garding hematologic parameters for the 5 groups. The groups
with low dietary iron (FeivAs and FeivAi) had decreased levels
of Hgb (P < 0.001 for both groups), MCV (P = 0.002 and 0.041
respectively), and Hct (P = 0.007 and 0.002 respectively) than
the control group had. All of the experimental groups showed
significant differences in reticulocyte count when compared
with the control group (FeivAi, P < 0.001; FeivAs, P = 0.010;
FesvAi, P=0.001; FesvAd, P <0.001). For MCH, only the FeiVai
group was significantly (P = 0.006) different from the control
group. There were no significant intergroup differences in RBC
count or MCHC.

Body weight and food intake. Body weight at baseline was
comparable among the 5 groups of rats (Figure 1) By week 5, rats
fed the FesVai diet weighed significantly less than the control
group (P =0.005). After week 7, all experimental groups showed
significantly less weight gain than the control group (FeivAi, P
<0.001; FeivAs, P = 0.030; FesvAi, P <0.001; FesvAd, P = 0.006).
The comparisons among the experimental groups after week
7 revealed no significant differences between them. At the end
of the experiment, the mean difference in body weight for the

experimental groups, relative to the control group, was 29.8 +
10.0 g. The groups showed no significant differences in food
intake (P = 0.126); the average daily food intake per rat was
15.5 g/d, which is consistent with the expected food intake for
growing animals of this type.*®

Discussion

Among the groups of rats fed diets containing differing
amounts of iron and vitamin D, all of the intergroup differ-
ences in serum iron were significant, running from highest to
lowest as: Control > FesvAi > FesvAd > FeivAs > FeivAi. The
first 3 groups in this list had sufficient iron, with decreasing
vitamin A from the first through the third groups; our finding
suggests that, even with an adequate amount of iron in the diet,
insufficient vitamin A can cause serum iron levels to decrease
proportionally. These results are consistent with previous find-
ings40 regarding a positive association between serum retinol
deficiency and serum ID in people from Vitoria, Brazil. Other
authors have similarly linked VAD with ID across many epi-
demiologic studies. For example, the odds anemia in children
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Table 3. Hematologic parameters

Reference Group

Parameter value Control FesvAd FesvAi FeivAs FeivAi

Hgb [g/dL] 152+1.3 159+0.72 16.2+2.42 15.6 £ 0.4° 13.2+1.6° 12.9 +£1.0°
MCV [fL] 624+1.4 56.8 +9.92 59.9 +2.3? 58.2+6.92 483 +9.6° 43.6+3.3°
RBC count [x10°/uL] 8.2+0.3 95+1.3 8.9+0.92 9.0+1.62 8.9+2.0° 10.0+09°2
Reticulocyte count [%] 20+1.0 274222 0.6 £0.2° 0.3+0.1° 12+0.20 0.6 £0.5°
Hct [%] 513+14 529+2.12 529+4.32 514+6.3* 437 +4.7° 422 +8.1b
MCH [pg] 185+1.5 17.2£3.52 183 +£1.82 17.9£2.92 152+2.92 13.0+1.1°
MCHC [g/dL] 29.7+22 30.2+ 1.6 30.5+2.5? 30.7 £3.5° 29.8+2.07 31.7+3.52

n =7 rats per group. Reference values are according to reference 4 except for reticulocyte count, which is according to reference 22. Data are given
as mean * 1 SD; values with different superscripted letters differ significantly (P < 0.05).
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Figure 1. Growth curves of the (A) iron-sufficient and (B) iron-insuffi-
cient diets, as compared with the control diet. Data are given as means
+1SD (error bars).

with VAD are 2.5 times higher (odds ratio = 2.5;95% CI, 0.027 to
0.049; P < 0.001) than those for children with adequate vitamin
Alevels. Furthermore, VAD is related to low serum iron levels®
but does not lead to changes in serum ferritin levels; that situ-
ation is characteristic of VAD anemia.*!

In addition, most of the intergroup differences in serum reti-
nol were significant; from highest to lowest as follows: control >
FeivAs > FesvAi = FeivAi > FesvAd. Dietary vitamin A content
decreased in that order regardless of the dietary iron content.
Therefore, under the conditions of this experiment, iron content
does not influence serum retinol levels.

Previous research on the effect of vitamin A on iron me-
tabolism has not produced consistent results with regard to
the specific effect that vitamin-A-restricted diets have on Hgb

concentration. In one study,® VAD increased Hgb concentration,
but there was no evidence that this change was because of a
lack of hemoconcentration. In contrast, another study? found
mild anemia in both animals and humans when vitamin A was
deficient. The current study’s results are more consistent with
those of still other authors,?® who found no relationship between
vitamin A status and Hgb concentration when iron status is
normal. Given these 3 situations, one suggestion is that there is
no direct relationship between Hgb concentration and vitamin
A unless iron is deficient.

MCYV allows for the classification of anemia intro 3 groups
based on the morphologic approach: microcytic (below normal),
normocytic (within the normal range), and macrocytic (above
normal).!! In comparison to the control group, only the groups
that were low in dietary iron had significantly different MCV
values; multiple comparisons showed that the groups with
sufficient dietary iron (FesvAs, FesvAi, and FesvAd) had signifi-
cantly higher MCV values than did the groups with ID (FeivAs,
FeivAi). In addition, when compared with the reference value of
62.38 +1.42 fL, the groups without dietary ID were normocytic,
but those with dietary ID were microcytic.®! In addition, the
results showed that only ID (not VAD) influences MCV.

All the groups were within or slightly above the normal range
for RBC count, which means that the RBC count can be normal,
regardless of the Hgb concentration in the blood, even in ID.

Reticulocyte count is an indicator of erythropoiesis. The
current study’s results suggested that both iron and vitamin
A are necessary for adequate erythropoiesis, as da Cunha and
colleagues!® suggested. Researchers recently have found that
vitamin A has a negative effect on hepcidin and an indirect
negative effect on erythropoiesis.!®? These results are the op-
posite of the findings of other authors,*” who suggested that
there was no evidence of a relationship between VAD and
ineffective erythropoiesis.

Hct is the percentage of RBC (by volume) in the blood. It is
determined by multiplying the RBC count by the MCV. Because
the RBC counts were similar for all groups and because only
the ID groups showed low MCV values, Het was low (51.3% *
1.4%) only for the ID groups, as expected. Low Hct values are an
indicator of anemia.?! As with Hgb and MCV, Hct was below the
reference range for the iron-deficient groups, again as expected.

MCH is a measure of the average mass of Hgb per RBC, and
itis calculated as Hgb x 10 / RBC count."!! Our study’s results
indicated the presence of hypochromic anemia for the FeivAi
group but not for the FeivAs group. Hypochromic anemia oc-
curs when individual cells contain less Hgb than they would
have under optimal conditions. Therefore, the results for the
iron-insufficient groups showed no direct relationship between
Hgb and dietary vitamin A; only the group with insufficiencies
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in both vitamin A and iron was hypochromic. Therefore, the
results demonstrated vitamin A’s effect on the Hgb content of
individual cells.

MCHC is an indicator of the average concentration of Hgb in
a given volume of packed red blood cells, and it is calculated
by dividing Hgb content (in g/100 mL) by Hct (as %). As a
fraction, MCHC is spuriously decreased or increased when
an accurate measurement of Hgb and hematocrit is disturbed,
and increased values are always an artifact because RBC cannot
contain more Hgb than normal. Truly increased MCHC usually
occurs in hereditary spherocytosis, and reduced MCHC is a
reliable representative of functional iron deficiency, even in the
absence of anemia.?3*

According to our study’s results, neither VAD nor ID influenc-
es MCHC, but this conclusion is inconsistent with the results for
Hgb and Hct, so it is necessary to consider multiple parameters
to ensure an adequate assessment of iron’s nutritional status.
One group of researchers®? proposed a complete algorithm for
diagnosing and classifying anemia by using varying biochemi-
cal and erythrocytic parameters, stating that a combination of
indicators is necessary for such an assessment.

To assess body weight, we used previously established ref-
erence curves'? that were created to classify the animals into 5
groups according to their nutritional status: malnourished, thin,
eutrophic, overweight, and obese (Figure 2) The rats whose diets
had any type of nutritional restriction had lower body weights
than did those in the control group. At the end of the experi-
ment, we classified all the animals in the experimental groups
as eutrophic; in the control group, 4 animals were eutrophic,
and the remaining 3 animals were overweight.

Weight gain is a complex process that involves the interac-
tion of many nutrients and metabolic reactions. This study’s
results are consistent with previous findings, ! in support of the
hypothesis that both iron and vitamin A are required to ensure
adequate growth and weight gain. Regarding the classification
of nutritional status, the unrestricted use of feeding caused the
potential for weight gain, as expected. As one group of research-
ers® suggested, the amount of feed could be reduced by 25%
without affecting the animals” physiology; this would reduce
their morbidity and increase their life span.

Our current study’s results suggested that the lack of either
vitamin A or iron can influence animals” growth, regardless of
their status as eutrophic or overweight. Because iron is necessary
for adequate metabolism and for acquiring energy from foods,*
it makes sense that iron-insufficient diets reflect inadequate
growth. Regarding VAD, researchers have shown that it can
affect the function of the mitochondria by causing oxidative
damage,” which causes further effects in terms of fat metabolism
and weight gain. One author® suggested that vitamin A influ-
ences the methylation patterns of adipogenesis-related genes,
thus also potentially explaining the difference in weight gain
between the groups with deficient or insufficient vitamin A
(FesVAd, FesVAi, FeiVAi) and those with sufficient vitamin A.

Considering the interaction of vitamin A and iron, our results
are consistent with the previous evidence regarding the effect of
VAD on iron metabolism. For example, some colleagues? have
suggested that VAD affects the expression of iron regulatory
protein 2 and increases ID. In addition, others'® suggested that
VAD affects erythropoiesis and iron metabolism; thus, VAD has
an indirect effect on weight gain by regulating iron metabolism.

In conclusion, VAD anemia was not characterized as a dis-
tinct clinical entity in 2002.4! In the 17 y since then, scholars
have provided little explanation regarding the mechanisms by
which VAD could be involved in the pathogenesis of this kind

Vitamin A and iron in young male Wistar rats

Classification Body weight (g)
Malnourished <241.0
Thin 241.0-259.8
Eutrophic 259.8-330.4
Overweight 330.4-347.1
Obese >347.1

Figure 2. Classification of 9-wk-old male Wistar rats by body weight.!

of anemia. The results of our current study indicate that VAD
does not influence all hematologic parameters, because both
deficiencies seem to affect only reticulocyte count in young
male Wistar rats. Therefore, vitamin A must be considered
in the assessment of iron-related nutritional status and in the
identification of some types of anemia.

Our current results also suggest that, with regard to body
weight, both iron and vitamin A are essential to adequate growth
and weight gain; therefore these nutrients must be considered
together in nutritional recovery programs. We also remark that,
under experimental conditions, Wistar male rats with a regu-
lar supply of iron and vitamin A can gain body weight under
regular conditions with free-choice feeding.

Finally, formulating a more detailed explanation of the patho-
genesis of anemia that is linked to deficiencies in nutrients other
than iron (specifically, VAD anemia) might be possible by using
analytical techniques such as PCR analysis, Western blotting,
and immunohistochemistry. Such techniques might be used to
provide additional information about the mechanism through
which vitamin A regulates iron metabolism, as well as the cause
of nonID anemia at the cellular level.
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Abstract: The effects of an adequate supply of vitamin A and iron, in comparison with diets low or absent in vitamin A and low in iron, on the
mRNA expression of some biomarkers of iron homeostasis as hepcidin (Hamp), transferrin receptor-1 (Tfrc), iron regulatory protein-2 (Ireb2)
and ferritin (Fth1) in rats were investigated. 35 male Wistar rats were randomly divided into 5 dietary groups: control, sufficient in iron and
insufficient in vitamin A (FesvAi), sufficient in iron and depleted in vitamin A (FesvAd), insufficient in iron and sufficient in vitamin A (FeivAs) and
insufficient in both iron and vitamin A (FeivAi). After 6 weeks rats showed no significant effects of variations in vitamin A on the expression of
Hamp relative to the control group (FesvAi: 1.37-fold; FesvAd: 1.22-fold); however, iron deficiency showed significant reduction on it relative to
the control group (FeivAs: 71.4-fold, P = 0.0004; FeivAi: 16.1-fold, P = 0.0008). Vitamin A deficiency (FesvAd) affects expression of Fth1
independent of low dietary iron in spleen (0.29-fold, P = 0.002) and duodenum (5.15-fold, P = 0.02). Variations of dietary iron and vitamin A
showed significant effects relative to the control group for expression of Tfrc in spleen (FesvAd: 0.18-fold, P = 0.01; FeivAs: 0.24-fold, P <
0.0001; FeivAi: 0.42-fold, P = 0.014), Ireb2 in spleen (FeivAs: 3.7-fold, P < 0.0001; FeivAi: 2.9-fold, P < 0.0001) and Ireb2 in duodenum (FeivAs:
2.68-fold, P = 0.012; FeivAi: 2.60-fold, P = 0.014). These results show that vitamin A and iron must be supplied together to regulate some of the

main biomarkers of iron metabolism as a strategy to reduce prevalence of iron deficiency anemia.

Keywords: retinol, anemia, hepcidin, vitamin A deficiency

Introduction

Micronutrient malnutrition (MNM), or hidden hunger,
occurs when the intake of micronutrients and vitamins is
below the amount required. It is a common problem in devel-
oping and developed countries, and it entails lack or defi-
ciency of iron, vitamin A, iodine, zinc and folate, which are
all critical micronutrients related to adequate development
[1]. Indeed, MNM is believed to cause a more detrimental
impact on cognitive and physical development than calorie
restriction. Regarding their importance, iron and vitamin A
play a fundamental role in children’s development, and
health authorities worldwide remain vigilant for iron defi-
ciency anemia (IDA) and vitamin A deficiency (VAD) [2].
According to the World Health Organization (WHO) in its
report titled Global Prevalence of Anemia in 2011, the most
recent official data source, 42.6% of preschool-age children
are anemic; among pregnant women, the prevalence is

© 2020 Hogrefe

38.2%. The largest single group in terms of affected individ-
uals is nonpregnant women; based on this group’s 29.0%
rate of anemia, it includes 496.3 million affected individuals
[3]. VAD is the main cause of preventable blindness in chil-
dren and increases the risk of disease and death from severe
infections. In pregnant women, VAD causes night blindness
and may increase the risk of maternal mortality [4]. VAD is a
public health problem, and it has a major impact on young
children and pregnant women in low-income countries [5].

Physiologically, anemia is a condition characterized by
low levels of hemoglobin in blood. It is also associated with
a deficient quality or quantity of red blood cells. There are
a lot of factors that could influence iron absorption as its
status, bioavailability, interactions with other minerals,
chemical form, enhancers and inhibitors of absorption
[6] as plant-derived phytates and tannins [7] and other
micronutrient deficiencies. Bleeding, infections and
genetic conditions are considered non-nutritional causes

Int J Vitam Nutr Res (2020), 1-9
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for anemia [8]. Iron deficiency is considered the main
nutritional cause [9], it occurs when hemoglobin levels
are below the established cutoff points (11 g/dL for chil-
dren under 5 years old and pregnant women; 12 g/dL for
children from 5-12 years old, non-pregnant women and
teenage males and 13 g/dL for teenage females) and fer-
ritin levels are below 12 pg/L [10].

At systemic levels and in healthy subjects, iron metabo-
lism is regulated mainly by hepcidin, which is a peptide that
the liver produces. It is encoded by the HAMP (hepcidin
antimicrobial peptide) gene and considered the master reg-
ulator of iron homeostasis. It works by binding to ferro-
portin and inducing its internalization and lysosomal
degradation. Therefore, when aniron overload occurs, hep-
cidin expression is increased and reduces iron efflux from
the enterocyte and macrophages; conversely, in iron defi-
ciency, hepcidin expression is reduced and iron efflux to
the blood stream is increased [11-13].

Vitamin A is another nutritional factor that can affect iron
use; however, the mechanism of that effect is not well-
established. The little evidence available from a mechanis-
tic point of view suggests it affects iron metabolism and not
iron absorption or transport [14, 15]. In the case of iron over-
load and adequate vitamin A levels, retinol stimulates fer-
ritin synthesis, which could be an indirect way to trigger
vitamin A’s antioxidant activity [16]. However, it is possible
that another mechanism exists in which vitamin A regulates
excess iron due to nutritional causes [17]. It was demon-
strated that in VAD with normal levels of iron, hepcidin
expression could be increased [15, 18]. Latter studies
employing in vitro (Caco-2) and in vivo (BALB/c male mice
and Wistar male rats) models revealed that vitamin A indi-
rectly regulates the presence of ferroportin by regulating
hepcidin expression; however, the mechanism is not clear.
The same studies revealed that the expression of other pro-
teins related to iron metabolism, such as DMT1 (divalent
metal transporter-1), DcytB (duodenal cytochrome B) and
TfR (transferrin receptor), was not affected [19].

Based on previous evidence, the present research was
conducted to give a better understanding of the role of vita-
min A on iron metabolism and go deeper on the different
mechanisms related. Our study was an analysis of the
mRNA expression of hepcidin and other main biomarkers
of iron metabolism under various ratios of iron to vitamin
A supply to understand how retinol is related to iron home-
ostasis in young male Wistar rats.

Materials and methods

Animals, diets and biochemical analysis

The study was conducted at the Bioterium of Antioquia’s
University in Medellin, Colombia. Thirty-five 21-day-old

Int J Vitam Nutr Res (2020), 1-9

male Wistar rats (Specific-Pathogen-Free, Neurosciences
Laboratory, Antioquia’s University, Medellin, Colombia)
with a mean body weight of 62.5 + 6.1 g were housed in poly-
carbonate cages with stainless steel wire covers and poly-
carbonate water dispensers. Environmental conditions
included a 12-h light cycle, room temperature of 22 + 2 °C
and relative humidity of 55-65%; the air was renewed 15
times per hour. The animals had free access to demineral-
ized water and food and were weighed every two weeks
on a digital scale with a resolution of 0.1 g (Precisa
BJ2100D, Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Switzerland).
The Ethical Committees of Antioquia’s University
(#108.090217) and La Sabana University (#55.170516)
approved the entire procedure.

The animals were randomly assigned five diets, with
seven animals in each group. The control group received
an AIN-93G growing-rodent diet [20] modified to supply
a sufficient amount of iron as ferric citrate (45 mg/kg)
and vitamin A as retinol acetate (1200 pg/kg); the experi-
mental groups received modified AIN-93G diets: FesvAd
(45 mg/kg iron, no vitamin A), FesvAi (45 mg/kg iron,
120 pg/kg vitamin A), FeivAs (15 mg/kg iron, 1200 pg/kg
vitamin A) and FeivAi (15 mg/kg iron, 120 pg/kg vitamin
A). Table 1 shows the composition and nutritional profile
of the diets. All diets were produced by Research Diets
Inc., New Brunswick, NJ.

After six weeks of feeding, animals were anesthetized by
inhalation with USP isoflurane (Piramal Critical Care, Inc.,
Bethlehem, PA), and whole blood was collected by cardiac
puncture. 2 mL were collected in serum tubes (Vacutest®
gel + cloth activator, Vacutest Kima S.r.l., Arzergrande, Pad-
ua, Italy) for iron and retinol analysis. After blood extrac-
tion, the animals were euthanized with CO, (70%), and
death was ensured by cervical dislocation. Their livers,
spleens and small bowels were kept at —80 °C for further
gRT-PCR analysis. Serum iron concentrations were ana-
lyzed by atomic absorption spectrometry on an Analyst
3100 Analyzer (Perkin Elmer Life Sciences, Wellesley,
MA). Serum retinol concentrations were measured by
HPLC.

Reverse transcription polymerase chain
reaction

The extraction of total mRNA from the tissues was per-
formed using Invitrogen TRIzol reagent (Thermo Fisher
Scientific Life Sciences Solutions, Carlsbad, CA). mRNA
content was assessed in a NanoDrop54 One Microvolume
UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific
Life Sciences Solutions, Carlsbad, CA). 100 nanograms
total mRNA was used for qRT-PCR, using an iTaq54 Uni-
versal SYBR® Green One-Step Kit from Bio Rad (Bio Rad

© 2020 Hogrefe
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Table 1. Ingredient composition (g/kg) and nutritional profile of the diets

Ingredient Control FesvAi FesvAd FeivAs FeivAi
Corn Starch 397.5 397.5 397.5 397.5 397.5
Casein 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0
Maltodextrin 10 132.0 132.0 132.0 132.0 132.0
Sucrose 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Soybean QOil 70.0 0 0 0 0
Cotton Seed Oil 0 70.0 70.0 70.0 70.0
Cellulose 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
Mineral Mix @ 36.0 35.0 35.0 0 0
Mineral Mix ° 0 0 0 35 35
Vitamin Mix © 10.0 0 0 10.0 0
Vitamin Mix ¢ 0 10 10 0 10
L-Cystine 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline Bitartrate 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Ferric Citrate (17.4% Fe) 0.03 0.03 0.03 0.07 0.07
t-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Vitamin A palmitate (500.000 1U/g) 0 0.0008 0 0 0.0008
Nutritional profile
Protein % 20 20 20 20 20
Fat % 7 7 7 7 7
Fiber % 5 5 5 5 5
Carbohydrate % 64 64 64 64 64
Iron (mg/kg) 45 45 45 15 15
Vitamin A (ug/kg as retinol acetate) 1200 120 0 1200 120

a AIN-93G-MX; ® AIN-93G-MX deficient in iron: ¢ AIN-93G-VX: ¢ AIN-93G-VX without vitamin A (VA); s: sufficient; d: depleted; i: insufficient.

Laboratories, Hercules, CA, USA). Briefly, 5 uL of SYBR®
Green reaction mix was mixed with 0.125 uL of iScript™
reverse transcriptase, 1 uL of forward primer and 1 pL of
reverse primer at 300 nM each, 1 pL. of mRNA (100 ng/
ul) and 1.875 L of nuclease-free water for a final reaction
volume of 10 pL. Hamp (hepcidin antimicrobial peptide)
in liver, Ireb2 (iron regulatory protein-2) in duodenum and
spleen, Fth1 (ferritin heavy chain) in duodenum and spleen,
116 (interleukin-6) in liver and Tfrc (transferrinreceptor1) in
spleen mRNA expressions were obtained by the reverse
transcription polymerase chain reaction method. A
CFX96 Touch54 Real-Time PCR Detection System (Bio
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) was used. The
reverse transcription reaction was carried out at 50 °C for
1 min, followed by polymerase activation and DNA denatu-
ration at 95 °C for 1 min, then denaturation at 95 °C for 10 s,
annealing at 60 °C for 10 s, and extension at 60 °C for 30 s,
with 40 cycles for all genes. Forward and reverse primers
for each gene are summarized in Table 2. The mRNA
expression was normalized to the housekeeping gene Actb
(B-actin) mRNA expression and is presented by its relative
density to B-actin. Allthe data was processed using the Gene
Study module of the Bio-Rad CFX Maestro v.1.1 software
(Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

© 2020 Hogrefe

Statistical analysis

Data were presented as mean * standard deviation. Contin-
uous variables were compared between groups by one-way
analysis of variance with a post hoc Tukey’s test. The nor-
mality of data distribution was tested by the Kolmogorov-
Smirnov test; equality of variance was measured using
Levene’s test. P < 0.05 was considered statistically signifi-
cant. SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
was used. The number of rats was estimated by a power
analysis to obtain 80% power at a confidence level of 95%
[21].

Results

Biochemical parameters: serum iron and
serum retinol

When intergroup comparisons were made both groups
insufficient in iron (FeivAs and FeivAi) had significant dif-

ferences from the control group (P < 0.05 for both groups).
The group depleted in vitamin A but sufficient in iron

Int J Vitam Nutr Res (2020), 1-9
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Table 2. gRT-PCR Primers

Gene Forward primer Reverse primer Reference
Hamp 5-GAAGGCAAGATGGCACTAAGCA-3 5-TCTCGTCTGTTGCCGGAGATAG-3 [35]
Fth1 5-GCCCTGAAGAACTTTGCCAAAT-3 5-TGCAGGAAGATTCGTCCACCT-3 [36]
Ireb2 5-CTGCATCCCAGCCTATTGAAAA-3’ 5-GCACTGCTCCTAGCAATGCTTC-5 [37]
16 5-GTCAACTCCATCTGCCCTTCAG-3 5-GGCAGTGGCTGTCAACAACAT-3’ [36]
Tfre 5-ATACGTTCCCCGTTGTTGAGG-3’ 5-GGCGGAAACTGAGTATGGTTGA-3’ [37]
Actb 5-TGTCACCAACTGGGACGATA-3 5-AACACAGCCTGGATGGCTAC-3 [38]

Hamp, hepcidin antimicrobial peptide; Fth1, ferritin heavy chain 1; Ireb2, iron regulatory protein 2; Tfrc, transferrin receptor 1; Actb, beta actin.

(FesvAd) showed significant differences when compared
when control group (P < 0.05) while the group insufficient
in vitamin A but sufficient in iron (FesvAi) showed not sig-
nificant differences when compared with the control group;
however, when both grupos with any deficiency of vitamin
A (FesvAi and FesvAd) were compared, showed not signif-
icant differences between them in terms of serum iron.

In terms of serum retinol levels all experimental groups
were significant lower than control grup (P < 0.05 for all
of them). When both groups sufficient in dietary vitamin
Awere compared, that one with marginal deficiency of diet-
ary iron (FeivAs) was significant lower than control group.
When groups insufficient in dietary vitamin A (FesvAi and
FeivAi) were compared, they exhibit the lowest value for
serum retinol (0.55 umol.l ) and no significant differences
between them. The results are summarized in Table 3.

Effect of vitamin A status on the mRNA
expression of genes related to iron
homeostasis in the liver, spleen and
duodenum

When compared with the control group, mRNA expression
ofiron regulatory protein 2 (Ireb2) to Actb values in the duo-
denum and spleen showed significant but opposite differ-
ences (P < 0.05) for groups insufficient in iron regardless
of vitamin A supply (FeivAi and FeivAs). Figure 1C shows
the results in the duodenum, in which values were higher
than those of the control group. The amount of FeivAi was
2.6 times the amount in the control group (P = 0.0136),
and the amount of FeivAs was 2.7 times the amount in the
control group (P = 0.0118). In the spleen, as Figure 1D
shows, values were lower than in the control group. The

Table 3. Biochemical parameters

amount of FeivAi was 2.9 times the amount in the control
group (P < 0.0001), and the amount of FeivAs was 3.7 times
that in the control group (P < 0.0001).

Regarding duodenal ferritin heavy chain 1 (Fthl) mRNA
relative expression normalized to Actb in the duodenum
(Figure 1E), the group insufficient in iron but sufficient in
vitamin A (FeivAs) showed significant differences when
compared with the control group, exhibiting higher values
of Fthl mRNA relative expression (5.1-fold, P = 0.0017).
Fthl mRNA relative expression in the spleen showed signif-
icantly lower values (P < 0.05) in comparison with the con-
trol group only for the group with sufficient iron and
depleted in vitamin A (FesvAd), (3.5-fold, P = 0.0018)
(Figure 1F).

Transferrin receptor 1 (Tfic) mRNA expression normal-
ized to Actb in the spleen showed significant differences
(P < 0.05) for groups insufficient in dietary iron and for
group depleted in vitamin A when compared with the con-
trol group (Figure 1G). These groups had lower values than
the control group and the group with sufficient iron and
insufficient vitamin A: FeivAi, 2.4-fold (P = 0.0142); FeivAs,
4.2-fold (P < 0.0001) and FesvAd, 5.6-fold (P = 0.0104).

Discussion

To explore how vitamin A deficiency alters some of the
main biomarkers of iron-homeostasis expression, the pre-
sent research was focused on the expression of the genes
associated with them in young male Wistar rats that
received diets with various doses of vitamin A and/or iron.
The control group received sufficient amounts of both nutri-
ents according to the reference diets for laboratory animals,

Parameter Control FesvAi FesvAd FeivAs FeivAi
Serum iron [pg-dl™"] 255.86 + 43.83 a 219.81 + 15.58 ab 181.30 £ 14.53 b 131.01 + 43.83 ¢ 7474 £18.27 d
Serum retinol [umol-l™"] 1.60 + 0.16 a 0.55+0.10b 0.24 + 0.04 ¢ 1.26 £+0.12d 0.55+0.08 b

n = 7; different letters indicate significant differences between groups (P < 0.05). s: sufficient; d: depleted; i: insufficient.

Int J Vitam Nutr Res (2020), 1-9
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Figure 1. Relative expression of mRNA levels of (A) hepatic Hamp (hepcidin antimicrobial peptide); (B) hepatic /(6 (interleukin 6); (C) duodenal Ireb2
(iron regulatory protein 2); (D) splenic Ireb2; (E) duodenal Fth1 (ferritin heavy chain 1); (F) splenic Fth1 and (G) splenic Tfrc (transferrin receptor 1).
Expression were normalized to Actb (beta actin). Data are the means + S.D. (n = 7). *significant differences (P < 0.05) in comparison with the
control group. Error bar = 95% C.I. (A) shows the relative transcript levels of hepatic hepcidin antimicrobial peptide (Hamp) in rat livers normalized
to beta actin (Actb) values. In comparison with the control group, those insufficient and depleted in vitamin A and sufficient dietary iron showed no
significant differences (P < 0.001) in Hamp mRNA expression (FesvAi: 1.37-fold; FesvAd: 1.22-fold). The groups with low levels of dietary iron
showed a significantly lower relative expression than the control group (FeivAi: 16.1-fold, P = 0.0008; FeivAs: 71.4-fold, P = 0.0004). (B) shows that
not all the experimental groups displayed significant differences (P < 0.001) in the mRNA expression of hepatic interleukin 6 (/l6) normalized to

Actb values when compared with the control group.

and the four experimental groups received various combi-
nations of iron (Fe) and vitamin A (vA) at sufficient (s),
insufficient (i) or depleted (d) levels. No group was fully
depleted in iron because it is necessary for development,
and a complete lack of it would result in no viable experi-
mental subjects. Given the relationship between vitamin

© 2020 Hogrefe

A deficiency and iron homeostasis, biomarkers are impor-
tant, as they indicate the needed supply of both micronutri-
ents together to prevent iron deficiency anemia in such risk
groups as children and women [22].

When results for serum iron in the three groups with suffi-
cient amounts of iron (Control, FesvAi and FesvAd) were

Int J Vitam Nutr Res (2020), 1-9
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compared, one may expect that no significant differences
emerged between them; however, the group without vitamin
A (FesvAd) had less iron than the other (Control and FesvAi),
which suggests that a small amount of vitamin A is enough to
maintain an adequate level of serum iron; that result is consis-
tent with previous studies that revealed that iron deficiency
anemia are related to low levels of serum retinol in children
between 1 and 5 years of age [15] and low intake of vitamin
A in children between 5 and 12 years of age [23]. The eficacy
of multinutrient supply has been validated in multiple coun-
tries; in South India, researchers found that the supply of a
multiple-micronutrient-fortified salt reduced anemia, iron
deficiency and serum retinol deficiency and improved the
iron status and retinol status [24]. In Benin, researchers found
a high prevalence of IDA and VAD among rural women and
their children [25], and a strong recommendation was made
to further examine stronger strategies of micronutrient sup-
plementation for at-risk populations.

Regarding serum retinol results, this study revealed that
dietary iron status has an effect on it even with an adequate
supply of vitamin A, but there is no effect when dietary vita-
min A levels are low or absent. Although the focus of this
research was not to evaluate the effect of iron on vitamin
A, previous findings showed a lack of consensus about the
unidirectional effect of iron supplementation on the nutri-
tional status of vitamin A as well as differences between
results in animal models and humans [26].

About inflammation status, previous studies revealed
that vitamin A deficiency and/or iron deficiency enhances
the inflammatory state by increasing I/6 mRNA expression
intheliver [14]. Moreover, it has been established that inter-
leukin-6 regulates hepcidin transcription as a way to control
the circulation of iron in inflammation [27, 28]. However,
the findings of this study showed no evidence of significant
differences in I/6 mRNA expression as an indicator of
inflammation in animals, even with vitamin A deficiency,
iron deficiency or both. This finding does not mean, how-
ever, that no relationship exists between VAD or ID and
inflammation, but under the experimental research condi-
tions, not enough evidence supported it. On the other hand,
the lack of significant differences in mRNA /6 as a biomar-
ker of inflammation allows for comparison with the other
biomarkers or iron status without problems due to their
acute-phase-protein properties.

As a systemic regulator of iron homeostasis, Hamp
mRNA expression in the liver was significantly lower in
iron-deficient groups, which makes sense given that hep-
cidin down-regulates ferritin on the enterocyte’s basolat-
eral side [29] as a way to regulate iron exports and
thereby prevent oxidative damage. The results showed
impact of vitamin A deficiency on Hamp mRNA expression
only when iron was deficient too, consistent whit the find-
ings of Xiaolei et al [30] when differences between groups

Int J Vitam Nutr Res (2020), 1-9
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Figure 2. Heat map showing the relative expression of all the genes
and experimental groups. Green blocks represent high expression, and
red blocks represent low expression. Fth1, ferritin heavy chain 1; Tfrc,
transferrin receptor protein 1; Ireb2, iron regulatory protein 2; Hamp,
hepcidin antimicrobial peptide; Il6, interleukin 6.

with fully or partial deficiency of vitamin A and control
group were not significant, but when bot nutrients were
deficient, Hamp mRNA expression was significant lower
than control group. The work of Arruda et al [18] concluded
that Hamp mRNA increased expression could be a direct
effect of vitamin A metabolites or indirect effect mediated
by cytokines due to the inflammatory process; as the results
of this study showed no inflammation, it is possible that the
absence of effect of VAD (at any level) on Hamp mRNA
expression was due to the absence of cytokines.

Regarding molecular regulation of iron homeostasis,
IRP2 is a key regulator of iron metabolism. The results
showed that the groups that received a diet low in iron (Fei-
vAs and FeivAi) had significant differences compared to the
control group. In the duodenum, the relative mRNA expres-
sion of Ireb2 was higher than that of the control group, butin
the spleen, it was lower. Jiang et al [31] revealed that vitamin
A deficiency could aggravate iron deficiency by upregulat-
ing the expression of IRP2; however, the findings of this
study suggest that mRNA Ireb2 expression is not related
only to iron or vitamin A supply as independent factors
but to both combined.

IRP2 is also related to the regulation of ferritin and trans-
ferrin receptor expression. When IRP2 is low, TfR1 expres-
sion is reduced and Fn expression is enhanced. Iron storage
and mobilization is thus regulated [32]. The results showed
that vitamin A was the only factor that impacts ferritin’s
expression; in the duodenum, only the group that received
the diet without vitamin A was significantly higher in ferritin
than the others, and in the spleen, the opposite occurred.
Those results indicate that vitamin A is necessary to mobi-
lize iron from the enterocyte, reducing its storage in ferritin.

Atthe duodenal level, these findings were consistent with
the study if Citelli et al [19] where VAD affected iron mobi-
lization and could lead to oxidative stress. The results

© 2020 Hogrefe
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Figure 3. Combined effect of sufficient supply of iron and vitamin A on the mRNA expression of selected biomarkers of iron homeostasis. The
arrows’ thickness represents the strength of the impact. (+) represents up-regulation. (=) represents down-regulation. Fth1, ferritin heavy chain 1;
Tfrc, transferrin receptor protein 1; Ireb2, iron regulatory protein 2; Hamp, hepcidin antimicrobial peptide; Il6, interleukin 6.

regarding the spleen showed a reduction in iron stores rep-
resented by relative mRNA ferritin expression for the vita-
min A deficient group. That reduction was also
demonstrated in findings of Jiang et al [31] of the previously
discussed study on IRP2 and VAD.

Regarding Tfrc mRNA expression in the spleen, the
results were consistent with expectations in relation to the
results for IRP2 [31]. When comparisons between the diet-
ary-iron sufficient groups were made, only the group with-
out dietary vitamin A showed significant smaller
differences, which indicates that, even with an adequate
supply of iron, vitamin A is necessary to enhance the Tfrc
mRNA expression in the spleen. When the low dietary-iron
groups were compared to the control group, both iron insuf-
ficient groups showed significant smaller differences inde-
pendent of the vitamin A supply. Those results indicate a
combined effect of iron and vitamin A on the Tfrc mRNA
expression in the spleen.

To give a full picture of the gene expression results, we
built a heat map (Figure 2) [33], with which the up-regula-
tion or down-regulation combined effect of iron and vita-
min A could be visualized.

When all the results are considered together, the data
show a single effect of vitamin A on the mRNA expression
of ferritin in the duodenum and spleen, of iron on the mRNA
expression of hepcidin in the liver and a combined effect of
both on mRNA expression of transferrin receptor 1 and iron
regulatory protein 2 in the spleen and duodenum, as seen in
Figure 3.

Strengths and limitations

Overall, the main strength of the study is the comparison of
five different ratios of iron and vitamin A and the effect of
them on the iron homeostasis. Additionally, the study has
a strong statistical design adequate to give results of quality
without an excessive number of animals according to the

© 2020 Hogrefe

main principles of ethics for research with laboratory ani-
mals. However, we recognize that the analysis of additional
tissues as bone marrow and biomarkers as ferroportin, diva-
lent metal transporter 1 (DMT1) and C-reactive protein
(CRP) would give complementary information to support
the main findings. A direct measurement of IL6 and CRP
as inflammation markers using an ELISA kit would be
better to identify the inflammation status. Another limita-
tion, from the methodological approach, was the absence
of information of losses of iron and retinol in feces and
urine.

Conclusion

The results of the study reinforce the existent relation
between vitamin A and iron as demonstrated by different
authors as Jiang et al [31], da Cunha et al [14], Arruda et al
[18], Mendes et al [34] and Xialoei et al [30]. This study
demonstrated that an adequate supply of dietary vitamin
A could enhance the status of serum iron and, as conse-
quence, helps to reduce the prevalence of iron deficiency
anemia and make the strategies of nutritional intervention
more effective, especially for at-risk populations, such as
children and women of reproductive age. In addition, fur-
ther and deeper research on anemia caused by VAD must
be conducted to give a wider explanation of the phenomena
related to iron and vitamin A deficiencies.
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Abstract: Iron deficiency anemia (IDA) and vitamin A deficiency (VAD) are two of the main
micronutrient deficiencies. Both micronutrients are essential for human life and children’s
development, so authorities around the world are vigilant about IDA and VAD. IDA and VAD. The
aim of this study was to investigate the effect of VAD on the expression of ferritin and transferrin
receptor. Five diets with different ratios of vitamin A to iron where given to thirty-five 21-day-old
male Wistar rats (seven animals per group). The animals received the diet for six weeks before they
were euthanized. Serum iron and retinol levels were measured as biochemical parameters.
Duodenum, spleen, and liver were analysed for expression of ferritin and transferrin receptor by
Western Blotting. Regarding biochemical parameters, the results show that vitamin A is required to
enhance the serum iron content even with a sufficient iron supply. The results also show that VAD
does not influence the expression of transferrin receptor but ferritin. In conclusion, the study
demonstrates that VAD modifies the expression of ferritin which suggests that vitamin A could be
determinant in fortification programs joint with iron to reduce the prevalence of IDA.

Keywords: iron deficiency anemia; iron homeostasis; ferritin; transferrin receptor; vitamin A
deficiency

1. Introduction

Hidden hunger, also known as micronutrient malnutrition (MNM) occurs then the intake of
micronutrients is below the required quantity. MNM is common in developing and developed
countries and is specific for deficiencies of iron, iodine, folate, zinc and vitamin A, all considered as
critical nutrient for an adequate development '. Is considered that MNM has a greater effect on
cognitive and physical development than calorie restriction 2. Regarding iron and vitamin A, both
are essential for human life and children’s development, so authorities around the world are vigilant
about iron deficiency anemia (IDA) and vitamin A deficiency (VAD) 3.

Regarding anemia and according to the most recent official data from the report Global
Prevalence of Anemia in 2011 (World Health Organization) the prevalence for risk groups were: 42.6%
(95% CI: 37-47) for children which represents 273.2 million individuals (95% CI: 241.8-303.7) and
29.4% (95% CI:24.5-35.0) for women in reproductive age covering a total of 528.7 million individuals
(95% CI: 440.3-629.4) 4.

About the consequences of VAD, it is considered as the main cause of blindness in children and
a risk factor of disease and death from serious infections 5. VAD also causes night blindness in
Nutrients 2020, 12, x; doi: FOR PEER REVIEW www.mdpi.com/journal/nutrients
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pregnant women and may increase the risk of maternal mortality. According to the report Global
prevalence of vitamin A deficiency in populations at risk 1995-2005 (WHO), VAD is a severe public health
problem in children in preschool-age children (prevalence of 33.3%, 95% CI [31.1-35.4] and a
moderate public health problem in pregnant women (prevalence of 15.3%, 95% CI [7.4-23.2] ¢

Anemia is a condition presented when the blood is deficient in healthy red blood cells or
hemoglobin 7. Anemia could be a consequence of nutritional causes as micronutrient deficiencies
and anti-nutritional factors that affect iron absorption; there are also non-nutritional causes leading
to anemia like bleeding, infections and genetic conditions 8.

Among the nutritional causes for anemia, iron deficiency is considered the main one °19; the
WHO has established cut-off values for hemoglobin (<11 g/dL for children under 5 years old and
pregnant women; <12 g/dL for children from 5-12 years old, non-pregnant women and teenage
males and <13 g/dL for teenage females) and ferritin (<12 ug/L) to diagnose IDA 7. There are different
studies and reviews that explored the relationship between other micronutrient deficiencies and
anemia like vitamin D ", vitamin B12 and folate > and vitamin A that is the main focus of the present
study.

VAD is diagnosed based on serum retinol levels (SLR) and the following values has been
stablished to classify it, SRL between 0.36 and 0.70 mmol/L is considered as subclinical deficiency,
below 0.35 mmol/L is considered clinical deficiency, from 0.71 to 1.04 mmol/L is considered
suboptimal and above 1.05 mmol/L is considered as normal level of vitamin A .

The relationship between iron and vitamin A has been proposed since the early 20t century '+
and is considered that vitamin A is a nutrient that could regulate iron use '3, iron metabolism and
erythropoiesis and its deficiency should be considered as a risk factor for ID ¢ even it is well known
that the precise relationship depends on many factors 7 but the mechanism of that effect is not
well-established. The few evidence available suggests that VAD affects iron metabolism and not its
absorption or transport 819, In cases of iron overload and normal vitamin A levels, retinol has an
antioxidant activity stimulating ferritin synthesis thus reducing circulating iron to avoid oxidative
stress 20,

The studies of Saraiva et al 1 and Arruda et al 2! proposed the effect of VAD upregulating the
expression of hepcidin and reducing the efflux of iron from the enterocyte as consequence of the
internalisation of ferroportin induced by hepcidin. That effect of the axis VAD:hepcidin:ferroportin
were validated by the work of and Citelli et al 2> employing in vitro (Caco-2) and in vivo (BALB/c male
mice and Wistar male rats) models, however, the mechanism is not clear; the same study revealed
that the expression of other proteins related to iron metabolism, such as DMT1, DcytB and TfR, was
not affected 22.

The present research was conducted with the hypothesis that vitamin A somehow regulates
iron metabolism, so both must be taken together. Our study was an analysis of the expression of
ferritin and transferrin receptor by Western Blotting under five diets with different ratios of iron to
vitamin A to identify how VAD is related to iron homeostasis in young male Wistar rats.

2. Materials and Methods

We followed the methods previously described (Restrepo-Gallego and Diaz) for animal
housing, diets and procedures 2. Briefly, thirty-five 21-day-old male Wistar rats were housed in
polycarbonate cages with polycarbonate water dispensers. Five groups of seven animals each were
randomly assigned to the different diets. Table 1 shows the composition and nutritional profile of
the diets. After six weeks of feeding, animals were anesthetized for whole blood extraction and
further biochemical analysis. Then the animals were euthanized, and their livers, spleens and small
bowels were kept at -80°C for further Western Blot analysis. The Ethical Committees of Antioquia’s
University (#108.090217) and La Sabana University (#55.170516) approved the entire procedure.

Table 1. Ingredient composition and nutritional profile for each diet.

Ingredient Control Fes/vAd Fes/vAi Fei/vAs Fei/vAi
Corn starch 397.5 397.5 397.5 397.5 397.5
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Casein 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0
Maltodextrin 10 132.0 132.0 132.0 132.0 132.0
Sucrose 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Vegetable oil 70.0 70.0 70.0 70.0 70.0
Cellulose 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
Mineral mix2 35.0 35.0 35.0 0 0
Mineral mix® 0 0 0 35 35
Vitamin mix¢ 10.0 0 0 10.0 0
Vitamin mix4 0 10 10 0 10
L-Cysteine 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline bitartrate 2.5 25 25 25 2.5
Ferric citrate [17.4% Fe] 0.03 0.03 0.03 0.07 0.07
t-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Vitamin A palmitate [500.000 0 0 0.0008 0 0.0008
IU/g]
Protein [%] 20 20 20 20 20
Fat [%] 7 7 7 7 7
Fiber [%] 5 5 5 5 5
Carbohydrate [%] 64 64 64 64 64
Iron [mg/kg] 45 45 45 15 15
Vitamin A [pg/kg] as retinol 1200 0 120 1200 120
acetate

d, deficient; i, insufficient; s, sufficient; Ingredients are listed as g/kg except when noted;
aAIN-93G-MX; PAIN-93G-MX deficient in iron; tAIN-93G-VX; dAIN-93G-VX without vitamin A.

Cell lysates were obtained from the tissues using a lysis buffer (NaCl 150mM, PMSF 1mM,
Triton X-100 1%, Tris-HCl 50mM, DTT 200mM, EDTA 1mM) and protease inhibitor (cOmplete™
ULTRA Tablets, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The extraction was carried in a
BeadBug homogenizer (Benchmark Scientific, Edison, NJ, USA) at 4000 rpm with 1 mm glass beads.
The total protein content in the cell extracts was quantified in an equipment Qiaxpert 200,630
(Qiagen, Hilden, Germany).

Samples (50 pg of total protein) were subjected to 12% SDS-PAGE, transferred to
polyvinylidene membranes (PVDF Inmobilion-P, Millipore, Burlington, MA, USA) and blocked with
skimmed milk powder at 5% in with skimmed milk powder at 5% in tris-buffered saline and
polysorbate 20 (TBST). Primary and secondary anti-bodies used were obtained from Novus
Biologicals (Centennial, CO, USA) and are detailed in Table 2. Secondary antibodies used were
anti-Mouse IgG1 Secondary Antibody [HRP] NB7511 (1:2000) and anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary
Antibody [HRP] NB7160 (1:500) both with goat as host and were obtained also from Novus
Biologicals. Inmunoreactive proteins were visualized by 3,3'-diaminobenzidine staining (Sigma, St.
Louis, MO, USA).

Table 2. Primary antibodies used for Western Blotting tests.

Protein Primary antibody Dilution Host
[-actin beta-Actin Antibody (AC-15) NB600-501 1:2000 Mouse
Ferritin Ferritin Antibody NBP1-31944 1:100 Rabbit
Transferrin receptor TfR (Transferrin R) Antibody NB100-92243 1:100 Mouse
116 IL-6 Antibody NB600-1131 1:500 Rabbit

Data from biochemical parameters were presented as mean + standard deviation. Continuous
variables were compared between groups by one-way analysis of variance with a post hoc
least-significant-difference t test (p < 0.05). The normality of data distribution was tested by the
Kolmogorov-Smirnov test; equality of variance was measured using Levene’s test. SPSS 13.0 for
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used. The number of rats was estimated by a power
analysis to obtain 80% power at a confidence level of 95% 4. Western blot procedure was carried out
in triplicate for each sample.
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Western Blots information was analyzed with the software Prism 7.04 (GraphPad, San Diego,
CA, USA). The results were presented as relative expression of the respective protein to -actin
giving a value of 1 to the control group and analyzed with Tukey method for multiple comparisons.
p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

To explore how VAD alters the some of the main biomarkers associated to storage and iron
transport, the present research analyzed the expression of ferritin and transferrin receptor in five
groups of young male Wistar rats fed with diets with different ratios of vitamin A to iron. The
control group received a standard diet according to the reference diets for laboratory animals, and
the four experimental groups received different combinations of iron (Fe) and vitamin A (vA) at
sufficient (s), insufficient (i) or deficient (d) levels. No group was deficient in iron because it is
necessary for life sustain, thus a complete lack of it would result in no viable experimental subjects 2.
Given the known relationship between VAD and iron homeostasis, biomarkers are important, as
they indicate the needed supply of both micronutrients together to prevent IDA in children and
women at reproductive age 2.

3.1. Biochemical parameters: serum iron and serum retinol

All the intergroup comparisons indicated significant differences in serum iron content. Both
groups with low amounts of iron (Fei/vAs and Fei/vAi) had significant differences from the control
group (p <0.001 for both groups). VAD (Fes/vAi and Fes/vAd) impacted the total serum iron content
(p = 0.024 and 0.001, respectively), as the Fes/vAd group exhibited the lowest values of both VAD
groups.

In terms of serum retinol levels, the groups with insufficient or deficient dietary vitamin A all
had significantly lower levels of serum retinol than the control group (p < 0.001 for both groups). In
the multiple comparison, only the groups with low dietary vitamin A (Fes/vAi and Fei/vAi) showed
no significant differences between them (p = 0.980). The results are summarized in Table 3.
Regarding the relationship about weight gain, food intake, hematological parameters and
nutritional status of vitamin A and iron, our previous findings suggested that, in young male Wistar
rats, both iron and vitamin A are essential to cause increases in body weight and various
hematologic parameters 2.

Table 3. Biochemical parameters of the different groups.

Parameter Control Fes/vAd Fes/vAi Fei/vAs Fei/vAi
Serum iron [pg/dL] 255.86+43.83a 181.30+14.53b 219.81+1558 ¢ 131.01+43.83d 74.74+18.27 e
Serum retinol [umol/L] 1.60+0.16 a 0.24+0.04 b 0.55+0.10 ¢ 1.26+0.12d 0.55+0.08 ¢

Data are given as mean + 1 SD; n = 7; different letters indicate significant differences between groups (p<0.05).

3.2. Western Blot results

Ferritin is an acute-phase protein and inflammation status of the animals must be consider to
avoid misinterpretations and introduce adjustments, if necessary -%. Figure 1a shows that there
were no significant differences (p<0.05) in the expression of hepatic interleukin 6 (IL6) values when
the experimental groups were compared with the control group and also when the intergroup
comparisons were made; so, inflammation was not a critical factor for the study.
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156 duodenum; (d) ferritin in spleen; (e) transferrin receptor in liver and (f) transferrin receptor in spleen.
157 Data are given as mean + 1 SD; groups with different letters differ significantly (p <0.05).
158 The results for ferritin in liver (Figure 1b) showed that fully lack of vitamin A with enough

159  amount of iron (Fes/vAd), seems to induce some level of holding or reabsorption of iron as ferritin,
160  reducing its mobilization to other tissues, maybe due to a damage at the hepatocyte %, this is
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demonstrated by the significant higher expression of Fn in Fes/vAd group in comparison with the
control group (p = 0.0017). Those results are consistent with previous findings about the
relationship between VAD and oxidative stress by overload of serum iron related to an increase of
ferritin and IRP2 3132,

Regarding ferritin in duodenum (Figure 1c) we found that there were no significant differences
between the experimental groups and the control group. Ferritin in spleen (Figure 1d) showed that
only the group without vitamin A (Fes/vAd) does not have significant differences in comparison
with the control group (p = 0.1076).

About the effect of VAD on the expression of transferrin receptor in liver (Figure 1e) and spleen
(Figure 1f), our study does not show any differences between the experimental groups and the
control group for both tissues.

4. Discussion

When results in the three groups with enough iron (Control, Fes/vAi and Fes/vAd) are
compared for serum iron, the group without vitamin A (Fes/vAd) showed lower results for serum
iron, that suggests that at least a small amount of vitamin A is required to support an adequate level
of serum iron; that results agrees with previous studies that demonstrated that IDA are related to
low intake of vitamin A in children between 5 and 12 years of age 3. The use of multinutrients as
strategy to improve the iron status and retinol status has been successful in regions and countries
as South India 34, Tanzania 3, Brazil 36 and Benin %.

The focus of this research was not to evaluate the effect of iron deficiency on vitamin A status,
however it is important to remark that dietary iron changes have no effect on serum retinol amounts
when dietary vitamin A levels are low or absent; previous findings showed a lack of consensus
about the unidirectional effect of iron supplementation on the nutritional status of vitamin A as well
as differences between results in animal models and humans 3.

The findings of this study showed no significant differences in IL6 expression as an indicator of
inflammation in the animals, even with VAD, ID or both. Previous works showed that VAD and/or
IDA enhances the inflammatory state by increasing IL6 expression in the liver '8, regarding hepcidin
it has been established that IL6 regulates its transcription thus regulating circulation of iron in
inflammation 3%. So, our findings do not mean that no relationship exists between VAD or ID and
inflammation, but under the experimental research conditions, there is not enough evidence to
support it.

When groups insufficient in iron (Fei/vAs and Fei/vAi) were compared there is a subexpression
of ferritin in comparison with control group (p<0.001 for both groups) due to the marginal deficiency
of iron, however, is interesting find that the group with sufficient iron but marginal deficiency of
vitamin A also showed subexpression of hepatic ferritin in comparison with control group (p<0.001)
due to the fact that vitamin A induces the expression of ferroportin (Fpnl) gene to promote the
export of iron to the bloodstream 24! which means that both nutrients must be in adequate quantities
to maintain the appropriate levels of iron storage in liver.

When intergroup comparisons were made, we found that the group with enough iron and a
marginal deficiency of vitamin A (Fes/vAi) was significantly higher than Fei/vAi (p = 0.0351) and
Fei/vAs (p = 0.0487). That suggests that at duodenal level, only dietary iron seems to influence the
expression of ferritin as a mechanism to regulate the circulating iron and prevent oxidative stress,
our results are consistent with the findings of Vanoaica et al # that demonstrated that not only
hepcidin but ferritin are necessary to regulate iron efflux to the bloodstream.

Ferritin in spleen results showed an interesting finding that denotes a relationship between the
fully absence of vitamin A and some kind of inflammatory disease which increases the expression of
splenic ferritin as marker of inflammation %, in this case it seems that there is no relationship with
the iron status on the body.

Our results for transferrin receptor in liver and spleen agree with the findings of Citelli et al
181922 that indicates that VAD impairs iron metabolism and may not affect iron absorption or
transport.
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The results of this study give a new approach to the relationship between VAD and IDA on the
expression of ferritin, previous findings had been focused on the effect on the expression of hepcidin
1921 jron regulatory protein 2 3!, ferroportin . Our findings do not indicate that the previous ones are
wrong but give a new approach based on ferritin supported by the review and meta-analysis made
by da Cunha et al *> where suggests that supplementation with vitamin A alone may reduce the risk
of anemia, by improving ferritin levels in individuals with low serum retinol levels; our study also
reinforce the concept that the vitamin A acts in different ways as a regulator of the iron homeostasis
and metabolism and must be studied in deeper to understand all the mechanisms that are related
with IDA or anemia by VAD.

Finally, the development of improved technologies for the diagnosis of VAD and ID could lead
to a better understanding of the relationship between them and a better interpretations of the results
considering variables as inflammation status, interaction with other micronutrients and general
health status of the individuals “.

5. Conclusions

The results of the study allow to propose that VAD influences the expression of the proteins
associated to iron storage and could be another mechanism to explain anemia by VAD even with
adequate levels of dietary iron. Based on our findings we consider that the joint supply of iron and
vitamin A must be considered as a strategy to reduce the prevalence of IDA, especially for women at
reproductive age and children. Further and deeper research at clinical level will give more
information about the relationship of both nutrients in a more realistic scenario and could explain
somehow the mechanism behind that interaction.
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ABSTRACT

Iron deficiency is the leading cause of anemia, a significant global public health problem. Different
methods exist for assessing iron nutritional status, including laboratory tests that focus on storage,
transportation, and iron functional compartment parameters. Classical markers such as bone mar-
row, serum iron, ferritin, hemoglobin, erythrocyte parameters, transferrin, transferrin receptors, and
zinc protoporphyrin are discussed in this review. Additional parameters calculated from these indi-
cators, including transferrin saturation, ferritin index and Thomas plot, and some emergent param-
eters such as hepcidin, erythroferrone, and low hemoglobin density are also discussed. There is no
a single indicator for assessing iron nutritional status. Therefore, the use of more than one indica-
tor may be the best practice to obtain the correct diagnosis, also considering the influence of
inflammation/infection on many of these indicators. The constant validation of the current param-
eters, the improvement of assessment methods, and the identification of new indicators will be
the key to refine the assessment of iron nutritional status and the right choice of treatment for its
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improvement.

Introduction

Iron is an essential mineral that belongs to the group of
transition metals. It is found in numerous proteins, espe-
cially those associated with the transport of oxygen; hence
its importance for the sustenance of multiple living organ-
isms (Kim and Nemeth 2015).

Iron is an essential micronutrient for all ages but is crit-
ical for the growth and development of children. The
Estimated Average Requirement (EAR) for children aged
between 7 and 12 months is 6.9 mg/day for boys and 6.3 mg/
day for girls. The EAR for boys and girls aged between
1-3years and 4-8years is 3 mg/day and 4.1 mg/day, respect-
ively. Recommended Dietary Allowances (RDA) are 11 mg/
day for boys and girls aged between 7 and 12 months, 7 mg/
day for boys and girls aged between 1-3years, and 10 mg/
day for boys and girls aged between 4 and 8years. Since
overeating this mineral can cause adverse effects or bear
some risk, the tolerable upper intake level (UL) has been
established at 40 mg/day for children up to 13years of age
(Lonnerdal 2017).

The average iron content in the body is 4-5g, and most
of it is found in the pigment proteins of blood (hemoglobin)
and muscle (myoglobin). Iron is also present in numerous
enzymes such as catalase, peroxidase, and hydroxylase. Its
main functions are the transportation of oxygen in red
blood cells and cofactor in enzymatic reactions and the elec-
tron transport chain (Lamy, Durigova, and Jacot 2014).

Physiologically, anemia is a condition characterized by
low levels of hemoglobin in the blood. It is also associated

with a deficient quality or quantity of red blood cells.
Micronutrient deficiencies and anti-nutritional factors are
among the nutritional causes leading to anemia. Bleeding,
infections and genetic conditions are non-nutritional causes
(Vieth and Lane 2017). Iron deficiency (ID) is considered
the leading nutritional cause of anemia worldwide (Wong
2017). Anemia occurs when hemoglobin levels are below the
established cutoff points (11 g/dL for children under 5years
of age and pregnant women; 12g/dL for children aged
5-12 years, non-pregnant women and adolescent males, and
13 g/dL for adolescent females) and ferritin levels are below
12 ng/L (Cascio and DeLoughery 2017). The World Health
Organization (WHO) defines a prevalence of anemia less
than 5% not to be a public health problem, 5% to 19.9% as
a mild public health problem, 20% to 39.9% as a moderate
public health problem, and over 40% as a severe public
health problem (WHO 2001). According to the latest official
WHO data, the prevalence among risk groups was 42.6% for
children (95% CI: 37-47, severe public health problem), cor-
responding to 273.2 million children, and 29.4% for all
women of reproductive age (95% CIL: 24.5-35.0, moderate
public health problem), corresponding to 528.7 million indi-
viduals (WHO 2015).

Iron nutritional status can be determined by clinical
evaluation, dietary intake, or laboratory tests. Laboratory
tests focus on the storage status, transport, and functional
iron compartments. However, the sensitivity and specificity
of these tests is affected by inflammatory or infectious states
(Urrechaga et al. 2012). In 2018, the Biomarkers of
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Nutrition for Development (BOND) project published its
fifth review focused on iron. The BOND Iron Expert Panel
(I-EP) reviewed the data on iron biology, public health
implications, and the currently available biomarkers of iron
status (Raiten et al. 2011; Lynch et al. 2018).

This article reviews the classical and emergent indicators
used to assess iron nutritional status in individuals and
populations.

Inflammatory markers

Before discussing the parameters for the assessment of iron
status, it is important to mention those related to states of
inflammation and infection since, as follows, they strongly
affect the interpretation of the results. Any inflammatory
condition, chronic or acute, can interfere with iron transport
in part through their effects on the regulation and synthesis
of hepatic acute-phase proteins (APPs) such as hepcidin, fer-
ritin, and transferrin, affecting the distribution of iron
(Suchdev et al. 2016, 2017). Impaired absorption is another
effect of inflammation. The latter can influence the intestinal
absorptive area, epithelial cells, and barrier function through
the release of inflammatory mediators and products from
activated immune cells (Peuhkuri, Vapaatalo, and Korpela
2010). As a result, not only iron but also other micronu-
trients are conditioned by the inflammation status.

The most important APP inflammatory markers associated
with iron status are interleukin-6 (IL-6), C-reactive protein
(CRP), and alpha-l-acid glycoprotein (AGP) (Thurnham,
Northrop-Clewes, and Knowles 2015). The reference value for
IL-6 is less than 1.8 pg/mL and higher values are associated
with inflammation. There is a strong relationship between IL-
6 and iron status since IL-6 induces the synthesis of the mas-
ter iron regulatory hormone hepcidin during inflammation
and, consequently, the export of iron from the enterocyte
(Nemeth et al. 2004; Nakagawa et al. 2014). The importance
of IL-6 for iron status has been studied not only in anemia
but also in other related diseases such as chronic kidney dis-
ease (CKD) (Akchurin et al. 2019), pediatric Helicobacter
pylori gastritis (Emiralioglu et al. 2015), cardiovascular disease
(CVD) (Hoppe et al. 2009), malaria (de Mast et al. 2009),
and Parkinson’s disease (Zhou et al. 2017). CRP has an aver-
age concentration of 0.001 g/L; however, during inflammation,
it increases by 20 to 1000-fold within a maximum period of
48hours. CRP is positively correlated with ferritin and nega-
tively with hemoglobin (Urrechaga, Borque, and Escanero
2013; Brindle et al. 2014; Suchdev et al. 2017). The average
concentration of AGP is 0.6-1.0g/L, which can increase by
2-5-fold during inflammation within 4-5days. This protein
also shows a positive correlation with ferritin and a negative

correlation with hemoglobin. AGP exerts a more significant
effect on the indicators of iron nutritional status (Thurnham
et al. 2010; Suchdev et al. 2016) than the other APPs.

To avoid misclassification of iron status under inflammatory
conditions, it is possible to calculate correction factors accord-
ing to the concentrations of AGP and CRP (Thurnham et al
2010; Brindle et al. 2014). The regression-correlation approach
is a reliable tool to reduce inflammation-confounded estima-
tions of ID in populations (Suchdev et al. 2017).

Classic parameters
Bone marrow iron and serum iron

Bone marrow iron is considered the gold standard for iron
status assessment, establishing absence or depletion of iron
deposits. The evaluation is made in marrow fragments by
measuring the compound hemosiderin, an insoluble form of
iron. The technique measures bone marrow iron content in
potassium ferrocyanide (Prussian blue)-stained aspirate.
Gale, Torrance, and Bothwell (1963) developed a histological
grading system for bone marrow, correlating the concentra-
tion of iron stores in the marrow and marrow fragments, as
shown in Table 1. Based on Gales’s gradind system, Phiri
et al. (2009) proposed an intensive grading method to clas-
sify human iron status, as shown in Table 2.

Despite its reliability, the assessment of human iron sta-
tus in bone marrow smears is only used for research pur-
poses since it is invasive and painful (van den Broek et al.
1998; Coad and Conlon 2011; Pfeiffer and Looker 2017).

Serum iron measures the amount of circulating iron that
is bound to transferrin and serum ferritin. Serum iron itself
does not provide information about the iron status and must
always be analyzed in combination with other indicators, for
example, transferrin to calculate transferrin saturation (TS)
(de Lima and Grotto 2002; Coad and Conlon 2011). The
serum iron reference range is 50 to 175pg/dL (Enko,
Wagner, Kriegshauser, Kimbacher, Stolba, and Halwachs-
Baumann 2015). When absorption and release from stores
are insufficient to meet functional requirements, the serum
iron level falls (von Drygalski and Adamson 2013).

Hematological parameters

Hemoglobin
Hemoglobin is a blood hemoprotein that is responsible for
the transport of oxygen from the lungs to the tissues. The
protein contains a heme group in it is structure and is the
main indicator of anemia.

The WHO has established cutoff points of hemoglobin to
determine the presence of anemia at sea level: < 11 g/dL for

Table 1. Gale’s method of bone marrow iron grading (Gale, Torrance, and Bothwell 1963).

Grade 0 None

Grade 1 Very slight
Grade 2 Slight

Grade 3 Moderate
Grade 4 Moderate heavy
Grade 5 Heavy

Grade 6 Very heavy

No visible iron under high power magnification (x1000)

Small iron particles just visible in few reticulum cells under high power magnification (x1000)

Small sparsely distributed iron particles just visible under low power magnification (x100)

Numerous small iron particles present in reticulum cells throughout the marrow fragment (x100)

Larger iron particles throughout the fragment with tendency to aggregate into clumps (x100)

Dense large clumps of iron throughout the fragment (x100)

Very large deposits of iron, both intra- and extracellular, obscuring cellular details in the fragment (x100)




Table 2. Classification of iron status using the intensive grading method (Phiri
et al. 2009).

Iron detected in

Fragment' Macrophage® Erythroblast® Iron status category

Present Present Present Normal

Present Absent Present

Present Present Absent Functional iron deficiency

Present Absent Absent

Absent Present Present Iron stores deficiency

Absent Absent Present

Absent Present Absent Functional and iron stores deficiency
Absent Absent Absent

'Positive fragment iron: fragment grade >2.
2positive macrophage iron: iron present in reticular cells.
3positive erythroblast iron: iron present in 30% of erythroblasts

children between 6 months and 5years old and pregnant
women; < 11.5g/dL for children aged 5 to 11years; < 12g/
dL for children aged 12 to 14years and women of child-
bearing age; < 13g/dL for adult men. Hemoglobin is
affected by altitude and smoking. Therefore, the WHO has
established correction factors for hemoglobin according to
these variables, as shown in Tables 3 and 4 (WHO 2011a).

Other hematological parameters

In addition to hemoglobin, the determination of erythrocyte
count, reticulocyte count, reticulocyte hemoglobin content
(CHr), mean cell volume (MCV), and red blood cell distribu-
tion width (RDW) is essential to accurately evaluate nutritional
iron status (Mullier et al. 2011). Malczewska-Lenczowska et al.
(2017) showed that, in subjects with latent ID (ferritin < 20 ng/
mL), the most significant changes were associated with reticulo-
cyte count.

CHr is a good indicator of ID in individuals with inflam-
mation. The CHr reference values range from 28 to 35pg
and lower concentrations are considered to indicate func-
tional ID, a state in which there is insufficient iron incorp-
oration into erythroid precursors in the presence of
apparently adequate body iron stores (Hashemi et al. 2017).
Vidzquez-Lopez et al. (2016) studied a group of 902 healthy
children between 1 and 11years old from Almeria (Spain)
and found CHr levels of 30.9+1.8pg (95%CI 30.8-31.1),
consistent with the current reference values. Another study
conducted on the Dutch population showed that CHr is a
useful parameter for iron status assessment when used in
conjunction with conventional parameters such as hemoglo-
bin and ferritin (Baart et al. 2018). Regarding some diseases
like CKD (Nalado et al. 2018), inflammatory bowel disease
(Syed et al. 2017), and vitamin B12 deficiency (Balci et al
2016), more studies are needed to validate the use of reticu-
locyte parameters as indicators of anemia.

MCV is used to classify anemia as normocytic (MCV
80 — 100 fL), macrocytic (MCV > 100fL), and microcytic
(MCV < 80fL) (Urrechaga, Borque, and Escanero 2013;
Buttarello 2016). In combination with RDW, MCV can also
classify anemia as homogeneous (normal RDW) and hetero-
geneous (increased RDW) (Aslan et al. 2002; Aulakh et al.
2009; Buttarello 2016; Carlos et al. 2018). RDW is com-
monly reported as a coefficient of variation (RDW-CV),
with a mean of 12.8% (SD: 0.9%) in healthy subjects and
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Table 3. Altitude adjustments of hemoglobin concentrations

(WHO 2011a).
Altitude (meters above Adjusted hemoglobin
sea level) (9/L)
< 1,000 0
1,000 -2
1,500 -5
2,000 -8
2,500 —-13
3,000 —-19
3,500 -27
4,000 -35
4,500 —45
Table 4. Hemoglobin adjustments for  smokers
(WHO. 2011a).
Smoking status Adjusted hemoglobin (g/L)
Non-smoker 0
Smoker (all) —0.3
1/ —1 pack/day -03
1-2 packs/day -0.5
> 2 packs/day —0.7

14.7% (SD: 2.0%) in patients with CKD (Scherer et al.
2015). In places where serum ferritin test is not available,
RDW as a tool for the diagnosis of iron deficiency anemia
has demonstrated be more sensitive than other blood indices
and peripheral smear examination (Sultana et al. 2011;
Naidu et al. 2014)

In the review by Salvagno et al. (2015), RDW was used not
only as an indicator of iron status but also as an indicator of
numerous clinical conditions such as CVD) venous thrombo-
embolism, cancer, diabetes, kidney disease, liver disease, chronic
obstructive pulmonary disease, community-acquired pneumo-
nia, migraine and inflammatory bowel disease. However, the
authors emphasized the necessity to consider other parameters
for assessment of those diseases.

Ferritin

Ferritin is a protein that reflects iron stores in the cell.
Apoferritin (iron-free form) is composed of 24 subunits
with an approximate molecular weight of 20kDa, which
assemble into a hollow structure of about 500kDa. The
inner part can store up to 4,500 iron atoms (Fuqua, Vulpe,
and Anderson 2012).

The expression of ferritin is regulated directly by the iron
status of the subject (Coad and Conlon 2011) because of the
necessity of an immediate response of the cell to store any
excess iron, which has oxidizing activity. Likewise, a
decrease in iron concentrations minimizes the expression of
the protein. Under conditions of iron excess, some ferritin
molecules can degrade into another smaller form of iron
storage, known as hemosiderin, which is found in liver tis-
sue, spleen, and bone marrow (Brissot et al. 2012).

Ferritin is one of the most used iron parameters since it
is not affected by altitude or smoking. According to the
WHO, iron stores less than 12pg/L in children under
5years of age and less than 15ug/L in children older than
5years are defined as ID (WHO 2011b). Ferritin is an APP
and is therefore affected by inflammatory and infectious
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states. In these cases, the WHO has established a higher cut-
off of 30 ug/L for children under 5years of age as an indica-
tor of ID (Brindle et al. 2014). Due to its role as an APP,
ferritin loses strength as an indicator of ID. In the study car-
ried out by Enko, Wagner, Kriegshduser, Kimbacher, Stolba,
and Halwachs-Baumann (2015) involving 455 subjects, dif-
ferent iron status indicators were compared. Ferritin levels
< 30 pg/L classified 105 patients (23.6%) with ID, whereas
the Thomas-Plot indicator (discussed below) classified 153
patients (34.38%) with ID.

It is important to note that elevated ferritin levels are not
always linked to iron overload. Hyperferritinemia, besides
inflammation and infection, is related to critical conditions
such as liver disease, renal failure, metabolic syndrome, acute
myocardial infarction, and thyrotoxicosis (Koperdanova and
Cullis 2015).

To control for the effect of inflammation and to correctly
classify a subject, the Biomarkers Reflecting Inflammation
and Nutritional Determinants of Anemia (BRINDA) Project
proposes different methods to measure ferritin in the pres-
ence of inflammation, always taking into account the con-
centrations of CRP and AGP (Namaste et al. 2017). The
most striking method consists of stratification of the subjects
into four groups to define internal correction factors (ICF).
A first group called “without inflammation” or reference
includes subjects with CRP < 5pug/dL and AGP < 1g/L.
The second group, “incubation period”, considers CRP >
5ug/dL and AGP < 1g/L. The third group, “early con-
valescence”, includes subjects with CRP < 5pug/dL and AGP
> 1g/L. The fourth group, “late convalescence”, includes
subjects with CRP < 5ug/dL and AGP > 1 (Thurnham,
Northrop-Clewes, and Knowles 2015). The ICF of each
group with inflammation is generated by dividing the corre-
sponding ferritin geometric mean by the geometric mean of
the group without inflammation. Each ferritin concentration
of the groups with inflammation is then multiplied by the
corresponding ICF and is compared to reference values to
classify the subject (Suchdev et al. 2016).

Transferrin

Transferrin is the specific serum iron transport protein, a
glycoprotein synthesized mainly in the liver. There are other
kinds of transferrin in the human body, including lactoferrin,
and melanotransferrin. Transferrin is a simple polypeptide
chain of approximately 80kDa that binds two ferric iron
atoms. It can be found in its iron-free form (apo-transferrin)
or in the monoferric or diferric form (holo-transferrin) (Brissot
et al. 2012). Lactoferrin is present mainly in colostrum, milk
and other biological fluids such as tears, saliva, vaginal secre-
tion, seminal fluid, plasma, and joint fluid (Rosa et al. 2017).
The main functions of lactoferrin are the regulation of intes-
tinal iron homeostasis and host protection against microbial
infection (Ward and Conneely 2004). Some applications of
lactoferrin are related to its use as an iron carrier in nutritional
supplements (Paesano et al. 2009). Melanotransferrin is more
associated with tumoral processes and different studies have
shown that it is not essential for iron metabolism (Baker et al.

1992; Sekyere and Richardson 2000; Sekyere et al. 2006;
Lambert 2012).

Transferrin is important as a marker of ID since its con-
centrations increase proportionally to the iron requirements
(Podmore et al. 2016). However, it is a negative APP and its
levels decrease during inflammation, affecting its reliability
as an indicator of iron status. The reference range is
200-400 mg/dL (Guerra et al. 2009).

Transferrin saturation

Transferrin saturation (TS) is an indicator of functional iron
for erythropoiesis (Urrechaga, Borque, and Escanero 2013)
and is calculated by the following equation:

serum iron () x 70,9

% TS =
’ transferrin (5E)

A cutoff point < 20% has been established as an indica-
tor of ID (Urrechaga et al. 2012; Thomas et al. 2013).
However, based on the reference values of serum iron
(50-175 pg/dL) and transferrin (200-360 mg/dL), a reference
range of TS of 18-35% might be established and a more
comprehensive range of 20-50% should be considered as a
reference for healthy adults (Gropper and Smith 2013).

In the study of Enko, Wagner, Kriegshauser, Kimbacher,
Stolba, and Halwachs-Baumann (2015), this indicator was
able to classify correctly 215 out of 445 patients (48.31%).
However, it is not expected to be reliable in inflammatory
states since its denominator contains transferrin, an APP.
High levels of non-transferrin bound iron and high %TS
have been described to be associated with iron overload
(Coad and Conlon 2011) and possible oxidative damage
(Brissot et al. 2012).

Soluble transferrin receptor

The transferrin receptors (TfR) are directly involved in the
acquisition of iron from the circulation. Two types of TfR
have been identified: TfR1 is present in almost all prolifera-
tive cells and mediates the uptake of iron for the cell cycle,
while TfR2 is mainly expressed in the liver (Marijn M
Speeckaert, Speeckaert, and Delanghe 2010). For iron acqui-
sition, TfR bind transferrin in the monoferric or diferric
form, the complex is endocytosed, and iron is released into
the cytoplasm to be utilized by the cell. Another form of the
receptor found in plasma is soluble or serum transferrin
receptor (sTfR). It is a cleaved form of the tissue receptor
that is present as a transferrin-receptor complex (Punnonen,
Irjala, and Rajamaki 1997).

The use of sTfR as an indicator of iron status has gained
relevance because it shows the functional iron status and
erythropoietin  activity (Enko, Wagner, Kriegshduser,
Kimbacher, Stolba, and Halwachs-Baumann 2015). Increased
concentrations indicate early ID and the onset of store emp-
tying (Suchdev et al. 2016). sTfR is not affected by inflam-
mation or is less affected by high exposure to it than ferritin
(Northrop-Clewes and Thurnham 2013; Rohner et al. 2017).
Only in specific cases of high infection or inflammation
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Figure 1. Thomas plot (Thomas and Thomas 2002; Enko, Wagner, Kriegshauser,
Kimbacher, Stolba, and Halwachs-Baumann 2015). CHr, reticulocyte hemoglobin
content; ACD, anemia of chronic disease; CRP, C-reactive protein; ID,
iron deficiency.

must some adjustments be made for the correct interpret-
ation of sTfR (Righetti et al. 2013; Thurnham, Northrop-
Clewes, and Knowles 2015; Turgeon O’Brien et al. 2016).

Despite the small number of studies that established refer-
ence and cutoff points for sTfR, a reference range can be set
at 0.76-1.76 mg/L for the healthy population (Biiylikkaragoz
et al. 2017). Vazquez-Lopez et al. (2016) established a mean
value of 1.22+0.28 mg/L (95%CI 1.2-1.23) for healthy chil-
dren. However, measurement techniques of sTfR have not
been standardized and its values will always depend on the
method applied (Uijterschout et al. 2014). In addition, sTfR
lacks specificity to determine ID since its levels increase in
the presence of symptoms of hemolytic and sickle-cell anemia
(Drakesmith 2016).

Ferritin index

The ferritin index is a mathematical indicator proposed by
Punnonen, Irjala, and RajamaKi (1997) that provides infor-
mation about functional iron and its stores. It also covers the
full range of iron status from normality to ID. The ferritin
index is calculated by dividing the value of sTfR by the deci-
mal logarithm of ferritin: ferritin index = sTfR/log ferritin.

This index is a good marker that shows high sensitivity
and specificity, but its utility is affected by the lack of a
standardized method for the determination of sTfR
(Drakesmith 2016). Few studies have established reference
values and cutoff points. Since the concentration of ferritin
is affected by inflammation, Enko, Wagner, Kriegshduser,
Kimbacher, Stolba, and Halwachs-Baumann (2015) proposed
the following cutoff points: 0.8 (CRP > 0.5mg/dL) and 1.5
(CRP < 0.5mg/dL). Vazquez-Lépez et al. (2016) proposed
0.87 £0.25 (95% CI 0.85-0.88) as a cutoff point.

Zinc protoporphyrin

In ID, protoporphyrin is bound to zinc during the synthesis of
the heme group. Zinc protoporphyrin (ZPP) is considered a
sensitive indicator of iron status (Chung et al. 2012). However,
it is generally used in conjunction with other biomarkers such
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Figure 2. Schematic representation of the regulation of iron efflux by hepcidin.
(A) Normal iron status. (B) Iron overload. (C) Iron deficiency. Fe, iron; FPN, ferro-
portin; Hep, hepcidin.

as reticulocyte count or hematocrit (Syed et al. 2017). It has
been established that amounts higher than 80 ng/dL indicate
ID. However, ZPP can be affected by lead intoxication, inflam-
mation, or thalassemia (Coad and Conlon 2011).

The zinc protoporphyrin-to-heme ratio (ZPP/H) has been
used in studies involving children and adults. ZPP/H meas-
ures zinc relative to iron incorporation into protoporphyrin
IX in red blood cells. When iron is insufficient, the propor-
tion of incorporated zinc increases, with a consequent
increase in ZnPP/H (Mwangi et al. 2014).
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antimicrobial peptide.

Thomas plot

The Thomas plot is a model suggested by Christian Thomas
and Lothar Thomas (2002), which combines hematological
and biochemical markers and specifically creates a relational
matrix between CHr and the ferritin index. The ferritin
index is plotted on the x-axis and CHr values are plotted on
the y-axis. Cutoff points are set at 28 pg for CHr and at 0.8
(CRP > 0.5mg/dL) and 1.5 (CRP < 0.5mg/dL) for the fer-
ritin index. Quadrants are defined to determine the iron sta-
tus, as shown in Figure 1.

Emergent parameters
Hepcidin

At the systemic level and in healthy individuals, iron metab-
olism is mainly regulated by hepcidin. This hormone was
discovered in 2000 and initially identified as an antimicro-
bial peptide (hence its name: hep = liver, cidin = with
microbial activity). Hepcidin is produced in the liver, but
there is evidence of its expression in macrophages, kidneys,
pancreatic beta-cells, and fat tissues. However, its role in
these tissues is not directly related to iron but to its anti-
microbial function (Kemna et al. 2008).

Hepcidin is encoded by the hepcidin antimicrobial peptide
(HAMP) gene, which is located on the long arm of chromo-
some 19. It is initially translated as pre-pro-hepcidin (84 aa),
enzymatically cleaved into pro-hepcidin (64 aa), and exported
from the cytoplasm to the endoplasmic reticulum where it is
transformed into its mature form (25 aa) (Petrak and Vyoral
2005; Viatte and Vaulont 2009; B. Singh et al. 2011).

Hepcidin is considered the master hormone of iron regula-
tion. The general mechanism consists of binding to ferropor-
tin (FPN) and inducing its internalization and lysosomal
degradation. Thus, in the presence of iron overload, hepcidin
expression increases and reduces iron efflux from enterocytes
(Figure 2). Oppositely, in the presence of ID, hepcidin expres-
sion decreases and iron efflux into the circulation increases
because of the absence of FPN internalization (Ganz 2008;

Tussing-Humphreys et al. 2012; Przybyszewska and
Zekanowska 2014). This mechanism does not only occur in
the enterocyte but has also been found in other tissues such
as cardiac tissue (Ge et al. 2009).

In view of the importance of hepcidin as a regulator of
iron homeostasis, it is necessary to know more about its tran-
scription regulatory pathways not only under normal health
conditions but in specific situations such as inflammation and
anemia. These mechanisms are illustrated in Figure 3. Plasma
iron concentration is the master regulator of hepcidin pro-
duction under normal conditions. Nevertheless, hepcidin has
to be used in combination with other parameters in the pres-
ence of inflammation and anemia. TfR1 and TfR2 sense iron
availability according to circulating concentrations of transfer-
rin and regulate hepcidin synthesis through the mitogen-
activated protein  kinase/extracellular regulated kinase
(MAPK/ERK) pathway (Ganz and Nemeth 2015).

During inflammation, there is strong regulation of hepci-
din by factors associated with IL-6 that increase its tran-
scription, especially in anemia of chronic disease. That
regulation probably occurs due to the antimicrobial activity
of hepcidin. The mechanism used by IL-6 to regulate hepci-
din involves the transducers and transcription modulators
similar to the Drosophila gene mothers against decapenta-
plegic - MAD (SMADs) and Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription 3 (JAK/STAT3) pathways. The
SMAD pathway is activated by the bone morphogenetic pro-
tein receptor (BMPr) complex, which phosphorylates pro-
teins SMAD4 and receptor-regulated SMAD (R-SMAD).
The complex enters the nucleus and stimulates the tran-
scription of HAMP. In another pathway, IL-6 binds to inter-
leukin receptors (IL-Rs) and signals through JAK-induced
phosphorylation of STAT3 and the binding of phosphory-
lated STAT3 to cognate motifs in the HAMP promoter (da
Cunha et al. 2014; Ganz and Nemeth 2015)

Erythropoiesis and anemia require high concentrations of
circulating iron. It is therefore expected that both situations
negatively regulate hepcidin expression. Erythropoietin acts
as a negative regulator through the C/EBPa transcription



Table 5. Indicators for human iron status assessment.
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What does Influenced by
Indicator Reference values it measure? Pros Cons inflammation? References
Bone marrow iron Not visible or small Hemosiderin Measures iron stores  The sampling is No (Gale, Torrance, and
iron particles just and has good invasive Bothwell 1963;
visible in few correlation with and painful Phiri et al. 2009;
reticulum cells other indicators Bableshwar et al.
under high 2013; Barsan
power et al. 2015;
magpnification Anupama
(x1000) et al. 2017)
Serum iron 50 — 175 pg/dL Amount of Simple to measure It does not give No (Grotto 2010; Coad
circulating iron information and Conlon 2011;
that is bound to about the iron D. Enko, Wagner,
transferrin and status, must be Kriegshauser,
serum ferritin analyzed together Kimbacher,
with other Stolba, and
indicators. Halwachs-
Affected by some Baumann 2015;
medications like von Drygalski and
birth control pills, Adamson 2013;
not relevant in Asberg et al.
clinical practice. 2014; Zhang
Low in et al. 2014)
chronic disease.
Hemoglobin (Hb) Men: Concentration Simple to measure Need some No (Ziaei, Mehrnia, and
13.5—-17.59/dL of hemoglobin adjustments by Faghihzadeh
altitude, smoking, 2008; Stevens
pregnancy, et al. 2013;
age, sex. WHO. 2011a)
Women:
120 — 155 g/dL
Reticulocyte 28-35pg Iron incorporation High sensitivity and  Expensive laboratory No (Syed et al. 2017;
hemoglobin into specificity devices to Mullier et al.
content (CHr) erythroid be reliable 2011; Baart et al.
precursors 2018; Hashemi
et al. 2017;
Nalado
et al. 2018)
Mean cell 80 — 100 fL Average size of red  Allows to classify Expensive laboratory Yes (Urrechaga, Borque,
volume (MCV) blood cells anemia as devices to be and Escanero
macrocytic (MCV reliable. Low in 2010; Buttarello
> 100 fL) or thalassemia and 2016; Balci et al.
microcytic (MCV inflammation. 2016; Carlos
< 80 flL) et al. 2018)
Red cell distribution  11.5-14.5% Amount of red Allows to classify Expensive laboratory Yes (Aslan et al. 2002;
width (RDW) blood cell anemia as devices to be Aulakh et al.
variation in homogeneous reliable. Low in 2009; Sultana
volume and size (normal RDW) thalassemia and et al. 2011; Naidu
and inflammation. et al. 2014)
heterogeneous
(increased RDW)
when combined
with MCV.
Indicator of
numerous
clinical conditions
Ferritin (Fn) Men: 24-336 pg/L Size of iron stores Reflects iron status It is an acute-phase Yes (Asberg et al. 2014;
protein (APP) Pfeiffer and
Looker 2017;
Namaste et al.
2017; Thurnham
et al. 2010; Kell
and
Pretorius 2014)
Women: 11-307
pg/L
Transferrin (Tf) 200-400 mg/dL Transferrin Good indicator of ID It is an APP Yes (Brissot et al. 2012;
concentration since its Podmore et al.
and Total Iron concentrations 2016; Guerra
Binding increase et al. 2009; de
Capacity (TIBC) proportionally to Lima and
the iron Grotto 2002)
requirements
Transferrin 20-50% Ratio of the serum Useful for the It varies diurnally Yes (Gropper and Smith

saturation (TSAT)

iron

detection of

and after meals.

2013; Urrechaga,

(continued)



8 . M. RESTREPO-GALLEGO ET AL.

Table 5. Continued.

What does Influenced by
Indicator Reference values it measure? Pros Cons inflammation? References
concentration hereditary As it depends on Boruge, and
and the TIBC hemochromatosis the transferrin Escanero 2013;
expressed as value, it is also Pfeiffer and

Soluble transferrin
receptor (sTfR)

Ferritin index (sTfR/
Log
Ferritin Index)

Zinc
Protoporphyrin
(ZPP)

Hepcidin (Hep)

Erythroferrone (EFE)

Low hemoglobin
density (LHD)

0.76-1.76 mg/L

0.62-1.12

<35 mcg/dL

6.7-10.4ng/mL

Not established
in humans

5.5%

a percentage

Amount of soluble

transferrin
receptors

Provides information

about functional
iron and
its stores

Impact of lead on

RBC synthesis

Regulation of iron

efflux from
the enterocyte

It describes the

erythropoietic
response to
recombinant
erythropoietin

It is a sigmoid

transformation of
the MCHC value

It shows the

functional iron
status and
erythropoietin
activity. Not
affected by
inflammation.

It shows high

sensitivity and
specificity

Low cost, but point-

of-care testing
and simplicity

More

informative than

the traditional

markers of
iron status

The erythroferrone/

hepcidin ratio
might be used to
describe the
request of iron
from the

bone marrow

It improves the

resolution of the
results, especially
in blood samples
with very low
MCHC levels

affected by
inflammation

Affected by the rate

of erythropoiesis

As ferritin, it is an

APP and affected
by inflammation

Affected by

inflammation.
Increased during

exposure to lead.
Affected by

inflammation.
Influenced by
vitamin

A deficiency.

Lack of studies
in humans

Requires further
improvement

No

Yes

Yes

Yes

No

No

Looker 2017;
Martin-Cabrera
et al. 2015)

(de Lima and Grotto

2002; Infusino
et al. 2012;
Uijterschout et al.
2014;
Buiytikkaragoz
et al. 2017;
Speeckaert,
Speeckaert, and
Delanghe 2010;
Rohner

et al. 2017)

(Punnonen, Irjala,

and Rajamaki
1997; Drakesmith
2016; Enko et al.
2015; Vazquez-
Lopez et al. 2016;
Infusino

et al. 2012)

(Chung et al. 2012;

Syed et al. 2017;
Mwangi
et al. 2014)

(Zipperer et al.

2013; Arruda, de
Almeida Siqueira,
and de Valéncia
2009; Koliaraki
et al. 2009;
Delaby

et al. 2014)

(Kautz et al. 2014;

Kim and Nemeth
2015;
Camaschella et al.
2016; Lawen
2015; Ganz 2019)

(Urrechaga et al.

2012; Dopsaj
et al. 2012;
Aulakh et al.
2009; Singh
et al. 2018)

factor in erythropoiesis and the transcription growth/differ-
entiation factor 15 (GDF15) in anemia (Porto, Oliveira, and
Pinto 2012; Uijterschout et al. 2014).

Hepcidin is affected by inflammation (Coad and Conlon
2011). Rubab et al. (2015) confirmed this association in a
study involving renal patients on hemodialysis. The authors
found a positive correlation between hepcidin and CRP
(fpearson = 0.304, p <0.05). In that study, a reference range
of 8.1+2.3ng/mL for hepcidin was determined in a control
group of 42 subjects aged 18 and 60 years, homogeneous in
terms of gender (Rubab et al. 2015). In a similar group,
Ford et al. (2010) found that hepcidin is not an adequate
parameter for iron status in patients on hemodialysis due to

its intra-individual variability. Additionally, the samples
must be taken in the morning since the results are more
consistent than those obtained with samples taken in the
evening or at night due to the diurnal variation of serum
iron (Ganz et al. 2008). Hepcidin can also be measured in
serum or urine by immunoassays or mass spectrometry.
Nevertheless, the main deficiency relies on the standardiza-
tion of the methods, differences between the assays (Pfeiffer
and Looker 2017), and the absence of therapeutic reference
ranges (Ambroszkiewicz et al. 2017).

Although there is sufficient evidence to support the reli-
ability of hepcidin as a marker of human iron status, the
work of Enko, Wagner, Kriegshauser, Kimbacher, Stolba,



Hb
<12 g/dl (women)
<13 g/dl (men)

TS<20%
Fn 30-100 pg/!

[Fnlndex>2] [Fn lndex<1]

ACD+IDA ACD

Figure 4. Algorithm for the diagnosis of iron deficiency suggested by Munoz,
Villar, and Garcia-Erce (2009). Hb, hemoglobin; TS, transferrin saturation; Fn, fer-
ritin; MCH, mean corpuscular hemoglobin; IDA, iron deficiency anemia; ACD,
anemia of chronic disease.

Fn > 100 pg/|

Fn <30 pg/l
+MCH < 27 pg

and Halwachs-Baumann (2015) showed that ferritin index
and sTfR are better predictors of functional ID in patients
with and without acute-phase reactions.

Erythroferrone

Erythroferrone (ERFE) is a protein discovered in 2014,
which has been proposed to be the erythroid regulator of
iron metabolism. It is produced by erythroblasts in response
to erythropoietin. Once secreted, ERFE blocks hepcidin
expression, inducing the release of iron from the hepatocyte
or enterocyte (Kautz et al. 2014; Kim and Nemeth 2015;
Camaschella et al. 2016). In some pathologies like intermedi-
ate thalassemia, it has been found that iron overloads corres-
pond to high levels of ERFE. The use of ERFE as a
parameter for human iron status assessment has not yet
been accepted. Its discovery is too recent, its effect in
humans has not been confirmed, and it is necessary to
standardize a method for its determination. ERFE could be
an essential indicator of iron status, describing the erythro-
poietic response to recombinant erythropoietin in renal
pathologies. In addition, the ERFE/hepcidin ratio might be
used to describe the demand of iron from the bone marrow
in other disorders such as thalassemia or inflaimmation
(Lawen 2015; Drakesmith 2016; Honda et al. 2016).

Low hemoglobin density

Low hemoglobin density (LHD) is a parameter proposed by
Beckman Coulter, which uses MCHC in its formula:

1
%LHD = 100\/ 1- (1 —TGH C))

It is simply a sigmoid transformation of the MCHC value
and is useful to improve the resolution of the results, espe-
cially in blood samples with very low MCHC levels. LHD
has been validated in a multicenter study in which a cutoff
point of 5.5% was established with 88.6% sensitivity and
76.9% specificity (Urrechaga 2010).
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LHD could be used for ID assessment in cases of both
cyanotic and acyanotic congenital heart disease as demon-
strated by Dopsaj et al. (2012). LHD has been validated as
an indicator of ID when it is combined with the microcytic
anemia factor (MAf) as a low-cost tool (Aulakh et al. 2009).
This parameter has also been used in combination with
other markers such as TS and bone marrow morphology for
the identification of treatable anemia presenting for cardiac
surgery (Martin-Cabrera et al. 2015). There is not sufficient
evidence of its validity in other conditions like pregnancy
(Crispin, Sinclair, and Andriolo 2016). The inconsistency in
the different studies allows us to conclude that further stud-
ies are necessary to establish its use as a screening parameter
for iron status assessment (Singh et al. 2018). However,
LHD could be useful to confirm ID when other indicators
are not reliable, especially in inflammation or non-iron defi-
ciency, and in cases in which it is necessary to differentiate
between functional and absolute ID in children (Yildirim,
Kaya, and Bakkaloglu 2019).

Conclusion

Human iron status assessment is essential both in healthy
people and in people with morbidity. Numerous indicators
have been used for a long time, and as summarized in Table
5, it is not possible to select a single indicator for a reliable,
cost-effective, and easy diagnosis of iron status in humans.

Based on the information collected from the different
publications, the most accurate procedure is the combin-
ation of various indicators to avoid the influence of condi-
tions such as inflammation, pregnancy, age, sex, and
infection. In this respect, the application of algorithms that
combine different indicators, such as that proposed by
Munoz, Villar, and Garcia-Erce (2009), might be useful
(Figure 4). The adequate combination of various parameters
can improve the diagnosis of ID and distinguish it from
anemia of chronic disease.

As a general recommendation in the daily practice of
those involved in human iron status assessment, a procedure
from the basic to the more specific indicators is proposed.
In a preliminary stage, indicators for a rapid screening as
hemoglobin and ferritin could be used, both of them are
easy and low-cost and allow a quick classification of the
presence or absence of anemia. As a second step, it is neces-
sary to conduct an assessment of the inflammatory status of
the subject. If there is inflammation, then reticulocyte hemo-
globin content (CHr) and soluble transferrin receptor (sTfR)
are the best indicators or, an adjustment procedure must be
conducted to give an appropriate interpretation of the fer-
ritin values. To go more in-depth on the classification of the
type of anemia, when confirmed, additional hematological
tests like CHr, MCV, RDW must be conducted. The com-
bined use of CHr and ferritin index (with the corresponding
adjustments for inflammation) in tools like Thomas Plot
gives a reliable approach to the iron status and better infor-
mation to choose the right treatment to improve it, together
with the emerging indicators hepcidin and erythroferrone,
which have represented important advances in the
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pathophysiology of iron deficiency (Nielsen, Coskun, and
Weiss 2016; Serati and Torella 2019).

The following step, after assessment of the iron nutri-
tional status if any deficiency is diagnosed and classified, is
the choice of treatment. Dietary interventions have been
widely used when the patient’s condition is not critical
(Ribeiro Silva Neto et al. 2019; Sun et al. 2018; Hoppe et al.
2013). In critical conditions, iron replacement therapy (IRT)
has been practiced since the seventeenth century (Girelli
et al. 2018), and represents, besides dietary interventions,
the most indicated treatment for patients diagnosed with
iron deficiency, with or without anemia (Girelli et al. 2018).
The choice of the right IRT, oral or intravenous (IV), and
the best chemical form of iron to be used will depend on
the cause of iron deficiency and the physiological conditions
of the patient (Baird-Gunning and Bromley 2016; Auerbach
2018). Oral iron administration is a commonly used and
cost-effective option to treat iron-deficiency anemia, but the
bioavailability of iron is relatively low. It is less effective
than IV iron in patients with an additional condition like
cancer, inflammatory bowel disease (IBD), Chron’s Disease
(CD) or cardiac surgery and is not suitable for many
patients for its gastrointestinal side-effects which comprise
nausea, abdominal discomfort, constipation, diarrhea and
dyspepsia (Nielsen, Coskun, and Weiss 2016).

The constant validation of the current indicators, the
development of standardized measurement methods, and the
new knowledge about emerging parameters will improve
iron nutritional assessment according to each health condi-
tion and the right choice or treatment for improve the iron
status. Finally, it is relevant to emphasize that both classical
and emergent indicators must be under constant evaluation
to obtain more reliable results.
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