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1. RESUMEN

Entre el 2% y 5% de los embarazos, han sido asociados con alteraciones metabdlicas, entre
las que se encuentran hipertension y diabetes gestacional; el 40.1% corresponde a embarazos
con déficits nutrimentales asociados a anemia, de estos, el 50% de casos obedecen a carencia
de hierro, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud propuso 30 mg de hierro/dia como
dosis profilactica durante el embarazo tomando en cuenta que esta cantidad seria lo
recomendable para no desarrollar anemia y 60 mg en lugares donde la anemia en mujeres
embarazadas es un problema de salud publica. La implicacion de hierro en diversas patologias
ha avanzado considerablemente desde el descubrimiento de la hepcidina, principal hormona
reguladora de la absorcion de hierro. El objetivo de éste trabajo fue determinar la relacion entre
niveles de hierro, produccion de hepcidina y estrés oxidativo durante segundo y tercer trimestre
de embarazo en mujeres con prescripcion profilactica de hierro para asi determinar su
injerencia como posible causa de alteraciones metabdlicas, conformando dos grupos: mujeres
con embarazo evolutivo normal (MEEN) y mujeres con embarazo de riesgo (MER), atendidas
en el Hospital Perinatal Materno "Monica Pretelini Sdenz", cuantificando la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx, asi como los niveles de LPOx, perfil de hierro y
cuantificacion de hepcidina. Los datos sociodemograficos se analizaron mediante estadistica
descriptiva. Las medias de los biomarcadores en estudio se compararon mediante la prueba
segun su normalidad de Kolmégorov Smirnov y U de Mann Whitney, para analizar la
correlacion entre biomarcadores, se realizé una correlacion de Spearman para determinar la
asociacion del perfil de hierro, hepcidina, estrés oxidativo y quimica sanguinea (glucosa,
colesterol y triglicéridos). Encontramos diferencias significativas en los niveles de hepcidina
entre MEEN y MER en el segundo trimestre (3.6 £ 4.2 vs 4,69 + 3.23 p = 0.005) y el tercer
trimestre (3.65 + 3.44 frente a 6.84 + 5.14 p = 0.02). La actividad de SOD y GPx aumento6
significativamente entre el segundo y el tercer trimestre en ambos grupos. La concentracion
sérica de hierro tuvo una relacion negativa con CAT (-0.599; p = 0.04) y una relacion positiva
con GPx (0.729; p = 0.007). Concluimos que el aumento de los niveles séricos de hierro podria
inducir dafio oxidativo y ser una de las causas probables de cambios metabdlicos en el
embarazo. El aumento de hepcidina es un biomarcador Gtil para determinar la disponibilidad

de hierro en el embarazo y su asociacion con sistemas antioxidantes.



2. ABSTRACT

Between 2% and 5% of pregnancies have been associated with metabolic disorders, among
which are hypertension and gestational diabetes; 40.1% correspond to pregnancies with
nutritional deficiencies associated with anemia, of these, 50% of cases are due to iron
deficiency, which is why the World Health Organization proposed 30 mg of iron / day as a
prophylactic dose during pregnancy, taking into account that this amount would be
recommended to avoid developing anemia and 60 mg in places where anemia in pregnant
women is a public health problem. The involvement of iron in various pathologies has advanced
considerably since the discovery of hepcidin, the main hormone that regulates iron absorption.
The objective of this work was to determine the relationship between iron levels, hepcidin
production and oxidative stress during the second and third trimesters of pregnancy in women
with prophylactic iron prescription in order to determine its interference as a possible cause of
metabolic alterations, forming two groups: women with normal evolutionary pregnancy (MEEN)
and women with risk pregnancy (ERM), treated at the "Monica Pretelini Saenz" Maternal
Perinatal Hospital, quantifying the activity of the antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx, as
well as the levels of LPOX, iron profile and hepcidin quantification. Sociodemographic data were
analyzed using descriptive statistics. The means of the biomarkers under study were compared
using the Kolmogorov Smirnov and Mann Whitney U test according to their normality, to analyze
the correlation between biomarkers, a Spearman correlation was performed to determine the
association of the iron profile, hepcidin, oxidative stress and blood chemistry (glucose,
cholesterol and triglycerides). We found significant differences in hepcidin levels between
MEEN and MER in the second trimester (3.6 + 4.2 vs 4.69 + 3.23 p = 0.005) and the third
trimester (3.65 + 3.44 vs 6.84 £ 5.14 p = 0.02). SOD and GPx activity increased significantly
between the second and third trimesters in both groups. The serum iron concentration had a
negative relationship with CAT (-0.599; p = 0.04) and a positive relationship with GPx (0.729; p
= 0.007). We concluded that the increase in serum iron levels could induce oxidative damage
and be one of the probable causes of metabolic changes in pregnancy. Increased hepcidin is
a useful biomarker to determine iron availability in pregnancy and its association with

antioxidant systems.



3. ANTECEDENTES

Alteraciones metabdlicas en el embarazo

Muchos procesos pueden alterar el embarazo, entre los mas importantes es el nutricional que
afecta de manera directa al sistema enddécrino y ocasionan en el cuerpo una inadecuada
reaccion metabdlica (Intriago et al, 2017), hay un desbalance de sustancias quimicas,
provocando reacciones que desestabilizan a 6rganos vitales tales como higado y pancreas.
En el embarazo se pueden manifestar alteraciones como hipertension, diabetes o alteraciones
tiroideas (Yépez MC et al, 2011). El porcentaje de mujeres embarazadas que padecen
alteraciones metabolicas oscila entre el 2% y el 5%, siendo mas frecuente en mujeres mayores

de treinta afios (Zhuang et al, 2014).

Las alteraciones metabdlicas estan relacionadas con la resistencia a la insulina y la obesidad
abdominal. La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células 3 del pancreas en
respuesta a diversos estimulos, siendo la glucosa el méas relevante. Su principal funcion es
mantener la homeostasis glicémica, asi como el transporte de aminoacidos en tejido muscular,
sintesis de lipidos. De esta forma, posterior a cada comida, la insulina suprime la liberacion de
acidos grasos libres y favorece la sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo. Por otra parte,
la insulina inhibe la produccion hepatica de glucosa, mientras que promueve la captacion de
glucosa por el tejido muscular esquelético y adiposo (Galgani JE et al, 2012). La resistencia a
la insulina (RI) es la disminucion de la sensibilidad a la insulina en la captacién y metabolismo
de la glucosa en los tejidos periféricos (fundamentalmente tejido graso y muasculo), lo que
produce, en consecuencia, aumento de la sintesis y secrecion de insulina por las células  del

pancreas (Scioscia M et al, 2009).

El embarazo es un sindrome metabdlico transitorio que predispone la disfuncion epitelial, hay
un incremento del gasto cardiaco, tendencia a la hipercoagulabilidad, aumento de marcadores
de inflamacion, después de la semana 20 resistencia a la insulina y dislipemia. Todos estos
factores son proaterogénicos y se encuentran mas acentuados en la paciente que desarrolla
hipertension, puede persistir en el posparto y se evidencia con un incremento del indice de

masa corporal, de la presion arterial y triglicéridos (Gallo JL et al, 2010).



Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como la intolerancia a los carbohidratos de
gravedad variable con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo, es un trastorno
heterogéneo en el que la edad, la obesidad y los antecedentes genéticos contribuyen a la
gravedad de la enfermedad (Chatzi L et al, 2009). Afecta del 6 al 8% de las mujeres
embarazadas, habiéndose relacionado su presencia con un aumento de la morbimortalidad
fetal y neonatal. La hiperinsulinemia es la anomalia mas precoz, generando posteriormente un
incremento de la produccidon hepatica de glucosa, hiperglucemia que puede predisponer a
algunas mujeres a desarrollar diabetes durante la gestacion. La insulinorresistencia se
favorece por la secrecion placentaria de hormonas diabetégenas (hormona del crecimiento,
cortisol, lactégeno placentario y progesterona), asi como por el aumento de la adiposidad
materna (Damm P, 2009).

Después del embarazo, entre el 5y el 10% de las mujeres que tuvieron diabetes gestacional,
tienen hasta un 50% mas de posibilidades de presentar diabetes mellitus tipo 2 en los proximos
5 a 10 afnos. En pacientes con diabetes gestacional, existe un aumento en el desarrollo de

preeclampsia, que se sitla alrededor del 20% en la poblacién total de diabéticas (IMSS, 2010).

Preeclampsia

Entre las mujeres embarazadas con hipertension cronica, la preeclampsia ocurre cuando,
después de 20 semanas de gestacion, hay un aumento de presion arterial (PAS> 140 mmHg,
PAD> 90 mmHg), proteinuria (300 mg/ L / dia) y edema, o hay evidencia clinica o de laboratorio
de dafio orgénico, como trombocitopenia, insuficiencia hepatica, edema pulmonar o
convulsiones, existen factores de riesgo como la hipertension cronica, diabetes mellitus y
obesidad para el desarrollo de esta enfermedad (Casagrande L, 2020). Afecta del 2 al 7% de
las mujeres, y es una de las causas principales de morbilidad y mortalidad perinatal y materna
(Mendieta H et al, 2013), se ha asociado con retraso del crecimiento, bajo peso al nacer y parto

prematuro, muerte fetal, desprendimiento placentario y muerte materna (Sutton AL et al, 2018).
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Los ajustes metabdlicos maternos notables y la presencia de componentes del sindrome
metabdlico (hipertension, colesterol elevado, hiperglucemia y exceso de grasa corporal
alrededor de la cintura), asi como el estrés oxidativo debido a la hiperlipidemia se perciben
como un factor de riesgo importante para la preeclampsia. Durante el embarazo, las mujeres
con preeclampsia tienen mas probabilidades de presentar hipertrigliceridemia relativa,
hipercolesterolemia y diabetes gestacional. Estas mujeres continian demostrando factores de
riesgo elevado para trastornos cardiovasculares, como funcién endotelial deteriorada,
tolerancia a la glucosa alterada, resistencia a la insulina y diabetes mellitus (Bukhari SA et al,
2011).

A nivel mundial se presentan 50,000 muertes maternas por preeclampsia-eclampsia; en paises
en vias de desarrollo como México, el Caribe y América Latina, constituyen la principal causa
de muerte materna (son responsables de una cuarta parte de ellas). En México, de acuerdo
con la Secretaria de Salud, la preeclampsia-eclampsia representa la causa de hasta 34% del
total de las muertes maternas, por lo que se trata de la principal causa de muerte asociada a

complicaciones del embarazo (Arellano V, 2016).

Dislipidemias

Los cambios hormonales durante el embarazo inducen alteraciones en el metabolismo de los
lipidos y se acompafan de variaciones significativas en el balance oxidante/antioxidante. La
acumulacion de grasa y la hiperlipidemia son los dos cambios principales en el metabolismo

de los lipidos asociados con la gestacion (Bukhari et al, 2011).

El metabolismo anormal de los lipidos y las altas concentraciones de peroxido lipidico pueden
contribuir al estrés oxidativo y a la disfuncion vascular (Bhat PV et al, 2019). La dislipidemia
asociada al estrés oxidativo con el avance de la edad gestacional se ha evaluado con base a
los cambios en la adiposidad materna y al perfil lipidico en mujeres embarazadas sanas, con
el dafio del ADN vy la capacidad antioxidante total, en el tercer trimestre se han reportado
niveles altos de grasa corporal total, colesterol, triglicéridos y LDL-C, y un nivel mas bajo de
HDL-C causado por la disminucion de la actividad de la lipoproteina debido al cambio

catabolico del tejido adiposo al final del embarazo (Loy SL et al, 2012).
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Laresistencia a la insulina en el embarazo induce alteraciones en el metabolismo de los lipidos,
ya que se ha visto un aumento de los lipidos con el avance de la gestacion que refleja una
respuesta para satisfacer las necesidades maternas para apoyar el crecimiento fetal (Huang
H et al, 2013).

El tejido adiposo es una fuente de produccion de estrés oxidativo. Las oxidaciones
mitocondriales y peroxisomales de acidos grasos contribuyen a la generacion de especies
reactivas de oxigeno. La hipertrigliceridemia materna induce el cambio de LDL a particulas
pequefias y densas que son susceptibles de oxidacién. El aumento de la adiposidad y la
hiperlipidemia durante la gestacion, por lo tanto, podria incrementar la susceptibilidad de las
mujeres embarazadas a las lesiones oxidativas, exacerbando los antecedentes

patofisioldgicos de la obesidad y la aterosclerosis en la vida postnatal (Furness et al, 2011).

Hierro en embarazo

Se calcula que a nivel mundial el 40.1% de mujeres embarazadas padecen anemia, mientras
gue en México se calcula un 19.6% y se considera que como minimo la mitad de esta carga
de anemia obedece a la carencia de hierro o ferropenia, el resto se debe a problemas como
carencia de folatos, vitamina B12 o vitamina A, inflamacion croénica, infestaciones parasitarias

o trastornos hereditarios (Grupo Banco Mundial, 2016).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2012) propuso una dosis profilactica de hierro de
300 ug (0,3 mg) al dia durante todo el embarazo. A esta dosis se le agregaron 400 ug (0,4 mg)
al dia de &cido fdlico en 1998, para prevenir defectos del tubo neural. La edad gestacional
elegida para recibir suplementacion de hierro es desde el inicio hasta el tercer trimestre de
gestacion. Con respecto a la frecuencia de la suplementacion, se ha reportado su variabilidad

a lo largo del embarazo, 82% al inicio, hasta 33% al final de la gestacion (L6pez et al, 2018).

A nivel mundial hay aproximadamente un total de 2000 millones de personas anémicas, lo que
equivale a 1 de cada 3 habitantes. Cerca del 50% de los casos pueden atribuirse a la carencia
de hierro, afecta a ambos sexos y a todas las edades, pero su prevalencia es mayor en
lactantes y adolescentes, mujeres en edad fértil, embarazadas y ancianos (OMS, 2015).
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Aunque hay gran variabilidad en los reportes, cerca de un 30% de las mujeres embarazadas
en América Latina tiene o desarrollara anemia o algun grado de deficiencia de hierro asociada
al embarazo (Calderén JC, 2007). Por lo general, la anemia es de instauracion lenta y
progresiva, suele ser bien tolerada, sobre todo en pacientes jévenes, y muchas veces es un
hallazgo casual. El periodo de ferropenia latente puede ser de afios de evolucion, pudiendo
aparecer Unicamente sintomas generales e inespecificos como astenia, disminucién de la

concentracién y memoria, irritabilidad, trastornos del suefio, cefalea o disnea (IMSS, 2010).

En 1959, a partir de estimaciones de las necesidades de hierro en las mujeres embarazadas,
se definid por primera vez una dosis suplementaria normalizada de 60 mg de hierro elemental
(por lo general, 200 mg de sulfato ferroso cada 24 horas), dosis que desde entonces ha sido
corroborada en varias consultas de expertos (IMSS, 2010). La Norma Oficial Mexicana 007 de
Atencién de la Mujer durante el Embarazo, Parto y Puerperio y del Recién Nacido recomienda
como prescripcion profilactica la administracion de hierro y acido félico (Lachili B et al, 2001).
Esta dosificacion ha reportado efectos positivos en el embarazo, entre los que se encuentran:
menor bajo peso al nacer y reduccion de enfermedades neonatales en la primera semana de
vida, mejoria en circunferencias cefalica, braquial, abdominal, y asociacion positiva con la

longitud del producto (L6pez et al, 2018).

Durante el embarazo se deben absorber entre 4 y 7 mg/dia de hierro, para lo cual la ingesta
debe ser de al menos 20 mg/dia, asumiendo una biodisponibilidad del 20%, valor que depende
de las reservas corporales de hierro, del tipo de alimentos ingeridos e incluso de variaciones
entre individuos. Pero si una gestante ingiere 10 mg/dia en su dieta y ademas se suplementa
con 60 mg/dia por 20 semanas (140 dias), podria recibir casi 10 g de hierro durante todo el
embarazo, pero como la biodisponibilidad es limitada, solo absorberia entre 1y 2 g, con lo cual
cubririan los requerimientos del embarazo, llenaria sus depdsitos, pero se expondria a una
gran cantidad de hierro en su sistema gastrointestinal, situacion que podria favorecer el estrés

oxidativo en este sistema (Calderén, 2007).

La suplementacién con hierro a las mujeres embarazadas es una recomendacién ampliamente
aceptada en la practica médica, ya que se contempla el beneficio que posee al evitar las

complicaciones generadas por la deficiencia de hierro. Sin embargo, las consecuencias
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negativas del mineral no son tomadas en cuenta, como las reacciones que puede

desencadenar, generando radicales libres causantes de estrés oxidativo.

Metabolismo de Hierro

Para asegurar un suministro de hierro adecuado para las funciones celulares esenciales sin
provocar toxicidad por hierro, requiere que sus concentraciones en plasma y fluidos
extracelulares se mantengan entre 10 a 30 umol/L Una dieta regular con carne roja proporciona
aproximadamente de 10 al5 mg de hierro/dia, que contiene el hierro hemo en la mioglobina y
la hemoglobina, y aproximadamente el 20 a 40% del hemo est& disponible para la absorcion.
El hierro no hemo esté presente en los cereales, y aproximadamente del 10 al 20% se absorbe
(Forrellat et al, 2012).

En el citoplasma, segun las necesidades del nutriente, el hierro puede ser almacenado en la
ferritina (proteina reservorio de hierro y que puede contener hasta 4500 a&tomos de hierro),
puede ser utilizado en los procesos metabolicos celulares, transportado a la sangre a través
de la membrana basolateral, utilizando para ello al transportador ferroportina. Junto a este
transportador se encuentra la proteina hefestina (una éxido-reductasa que reoxida el hierro a
Fe*? (esta actividad es realizada por la ceruloplasmina en el hepatocito). En este estado, es
captado por la proteina plasméatica transferrina que finalmente, transporta el hierro a los tejidos
periféricos y es utilizado principalmente para la sintesis de hemoglobina, Figura 1 (58).
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Figura 1. Recambio del hierro en el organismo (58).

Absorcién

Implica el transporte de hierro a través de los enterocitos de vellosidades maduras del intestino
delgado proximal. El intestino puede utilizar al hierro proveniente de una amplia gama de
fuentes dietéticas, pero en ultima instancia, considerados hierro hemo y hierro no hemo (Kim
A et al, 2015).

La absorcion de hierro en el duodeno se ve influenciada por varios factores, incluyendo la
presencia de una dieta rica en polifenoles y acido fitico, deficiencia de vitamina C, gastritis
causada por Helicobacter pylori y cirugia bariatrica, entre otros. ElI mayor flujo de hierro
proviene del reciclaje de eritrocitos senescentes por los macrofagos esplénicos, que
proporcionan aproximadamente el 90-95% del hierro necesario para las funciones fisiologicas
y la eritropoyesis. Ademas, el mantenimiento de las reservas de hierro se produce a través de
la dieta (Reichert et al, 2017).
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Absorcién de hierro no hemo: el hierro no hemo incluye formas idnicas o elementales de hierro,
asi como hierro unido a proteinas, como el que se encuentra en la ferritina, requiere de su
solubilizacién y reduccion del estado férrico (Fe*3) a ferroso (Fe*?) que comienza en el medio
acido del sistema gastrointestinal debido a que el hierro en estado férrico es muy poco
absorbible (Anderson GC et al, 2012). Existen factores dietarios que también tienen la
capacidad de reducir al hierro como el &cido ascérbico, la cisteina y la histidina. En el duodeno,
la enzima citocromo B reductasa duodenal (DCytB) reduce al hierro en el borde de cepillo, para
posteriormente ser ingresado al citoplasma mediante el transportador DMT1 el cual es capaz

de transportar hierro y otros metales en su estado reducido, Figura 2 (Srai SK et al, 2012).

Absorcion de hierro heminico: el hierro hemo es particularmente rico en componentes de la
dieta como la carne roja. Al encontrarse en la membrana apical del enterocito, es captado por
el transportador PTH. Luego, en el citoplasma, la enzima hem oxigenasa degrada al grupo
hem, liberando hierro, monoéxido de carbono y biliverdina. El hierro liberado pasa a formar parte
del pool de hierro labil, al igual que el hierro no heminico, y puede ser almacenado de igual
manera en la ferritina o transportarse en la sangre a través de la ferroportina (Reichert et al,
2017).

En el citoplasma, segun las necesidades del nutriente pueden ocurrir diferentes procesos
(Garcia et al, 2010):

1) Ser almacenado por la ferritina (proteina reservorio de hierro y que puede contener hasta
4500 atomos de hierro).

2) Ser utilizado en los procesos metabalicos celulares.

3) Puede ser transportado a la sangre a través de la membrana basolateral, utilizando para
ello al transportador ferroportina. Junto a este transportador se encuentra la proteina hefestina
(una 6xido-reductasa que oxida el hierro Fe?* a Fe®*" (esta actividad es realizada por la
ceruloplasmina en el hepatocito). En este estado, es captado por la proteina plasmatica

transferrina que finalmente transporta el hierro a los tejidos periféricos.

16



Superficie Basolateral Superficie Apical

Mobilferrina
Paraferritina

p'*\

Hefaestina @
e © @D
Hemooxigenasa
DMTl

ar D -.-/—-\.

DcytB: Citocromo b duodenal.

DMT1: Transportador de Metales Divalentes.
PTH: Proteina Transportadora del HEMO.
Fpn: Ferroportina.

Rtf: Receptor de Transferrina.

B3- integrina

DcytB

Tf-Fe

Figura 2. Absorcion de hierro en el enterocito

(Tomaday modificada de: Garcia et al, 2010).

Distribucién

El hierro absorbido es captado por la transferrina, una proteina que lo transporta hacia los
diferentes tejidos, por lo que el hierro circulante se puede encontrar de 2 formas: como hierro
ligado a transferrina y como hierro libre, aunque este ultimo sélo aparece cuando hay una
saturacion total de la transferrina circulante (Rajpathak et al, 2008). Una vez que alcanza la
circulacion, el hierro unido a la transferrina es transportado a sitios de uso y almacenamiento,
donde puede entrar en las células diana, principalmente las células eritroides, pero también
células del sistema inmune (linfocitos, macréfagos) y hepaticas a través de un proceso

altamente especifico de endocitosis mediada por receptor (Kim A et al, 2015).

La transferrina puede unir de manera reversible a dos atomos de Fe®*, y este puede ser
internalizado por las células de los distintos tejidos mediante endocitosis a través del receptor
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para transferrina (RTf) (Anderson GJ et al, 2009). La transferrina al unirse a su receptor que
se encuentra en la superficie celular, forma el complejo RTf- Tf-Fe que luego es endocitado.
En el endosoma, el Fe3* es liberado por el pH acido (pH 5,5; debido a la bomba de protones
dependiente de ATP presente en su membrana, la cual bombea protones desde el citosol al
interior del endosoma). Una vez reducido a Fe*? sale al citosol a través del transportador DMT1
para formar parte del pool de hierro labil. Por otro lado, la transferrina unida aun a su receptor,
regresa a la superficie celular y es liberada a la circulacion para su reutilizacion (Sermini CG
et al, 2017).

El hierro puede tener varios destinos, dependiendo de las necesidades celulares, como lo son
los fines metabdlicos (sintesis del grupo hemo), regulacion de la homeostasis del hierro celular
(por ejemplo, a través de la modulacion de las proteinas reguladoras de hierro 1 y 2) o se
puede almacenar dentro de la ferririna y hemosiderina, asi como en los hepatocitos y
macrofagos, ya que estan adaptados para el almacenamiento de hierro que se puede utilizar

posteriormente por las células (Frydlova et al, 2018).

En condiciones fisioldgicas normales, la Tf circulante esta saturada aproximadamente con un
30% de hierro, por lo que existe una capacidad de reserva considerable para secuestrar a
grandes cantidades de hierro potencialmente toxico que ingresan al plasma. En ciertas
patologias, es excedida la capacidad de Tf para unirse al hierro, puede aparecer hierro libre
en la circulacion sistémica y entrar rapidamente en las células parcialmente a través del

transportador de metales divalente (DMT1), siendo altamente citotoxico (Reichert et al, 2017).

Reserva

En las células epiteliales intestinales, la ferritina parece entrar a través de una via endocitica,
el destino del hierro dentro del enterocito no es claro y en otras células probablemente se
encuentra unido por acidos organicos de bajo peso molecular o de forma libre a las proteinas.
El hierro es secuestrado por la ferritina dentro del enterocito cuando no pasar a circulacion, si
el cuerpo tiene una necesidad de hierro, se mueve rapidamente a través de la membrana

basolateral hacia la circulacion sistémica (Anderson GC et al, 2012).
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Eliminacioén

No existe un sistema fisioldgico especifico de eliminacion para el hierro y se puede acumular
en el organismo en cantidades téxicas; sin embargo, diariamente se pierden pequefias
cantidades en la muda de la piel, cabello, uiias, heces, sudor, leche materna (de 0.5 a 1 mg al
dia), sangre menstrual y orina (Theil EC, 2011). Los mamiferos no tienen una via regulada
para la excrecion de hierro, por lo tanto, el metabolismo del hierro debe ser regulado con
precision en el nivel de absorcién de hierro de la dieta. El higado juega un papel clave en el
control de la homeostasis sistémica de hierro, ya que produce el péptido hepcidina, que regula
tanto la absorcién de hierro en el duodeno, como el reciclaje de hierro a partir de eritrocitos

senescentes (Frydlova et al, 2018).

Estrés oxidativo

Cuando se pierde el equilibrio entre los radicales libres y el sistema de defensa antioxidante
gue poseen los seres vivos, generando asi lo que se denomina estrés oxidativo, provocando
dafio oxidativo a las biomoléculas y posee una estrecha relacién con el desarrollo y evolucion
de una gran variedad de procesos degenerativos, enfermedades y sindromes (Storz P, 2007).
Su estudio se ha centrado principalmente en el conocimiento de los mecanismos de su génesis
y las formas de atenuar, disminuir o contrarrestarlas, por medio de los sistemas de defensa
antioxidante que posee la célula y la forma de controlar los radicales libres que se generan de
forma normal y continua en el organismo, resultado de algunos procesos celulares como el
relacionado con el metabolismo oxidativo de la mitocondria, proceso necesario para la
obtencion de ATP (Corrales et al, 2012).

Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas que poseen en el Ultimo orbital un electréon no
apareado, por lo que son capaces de extraer un electron de las moléculas vecinas para
completar su orbital, convirtiendose en componentes altamente reactivos y oxidantes (Storz P,
2007). Intentan lograr un equilibrio reaccionando con otros atomos o moléculas cercanos.

Dentro de la célula, las biomoléculas (proteinas, carbohidratos, lipidos y los acidos nucleicos)
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son los principales compuestos quimicos que reaccionan con los radicales libres, lo que resulta
en alteraciones en la composicion, estructura o funcion de dichas biomoléculas. Existen al
menos cuatro formas principales de reacciones quimicas que puede llevar a cabo un radical

libre para alterar una biomolécula (Gutiérrez et al, 2014):

1. Oxidacién-reduccién: En este mecanismo, el radical libre interactia con otra molécula que
sirve como un donador de hidrégeno. Como resultado, el radical libre se une a un atomo de
hidrogeno y se hace mas estable mientras que la donante del hidrégeno se convierte en un
radical libre.

2. Adicién: En este caso, el radical libre se une a una molécula mas estable, lo que convierte
a la molécula receptora en un radical libre.

3. Terminacién: En donde dos radicales libres reaccionan entre si para formar un compuesto
mas estable.

4. Desproporcion: Consiste en que dos radicales libres idénticos reaccionan entre ellos
mismos: uno actia como donador y el otro como receptor de electrones, de esta manera se

forman dos moléculas mas estables.

El oxigeno (O2) contenido en el aire que normalmente respiramos es fundamental para la vida,
sin embargo, muchas reacciones en las que participa el Oz originan RL, de ahi que el oxigeno
sea una molécula potencialmente téxica. Durante la respiracién oxidativa, las mitocondrias de
los organismos aerdbicos reducen univalentemente al oxigeno; en dicho proceso se generan
intermediarios reactivos en una serie de reacciones que involucran cuatro electrones,
produciendo cuatro compuestos denominados especies reactivas de oxigeno (EROs): anion
superoxido (O2~), perdxido de hidrégeno (H202), radical hidroxilo (OH®) y oxigeno singulete
(*O2) (Bogeski | et al, 2011).

El H202 no es un radical libre, pero cae en la categoria de EROs por ser un compuesto

intermediario e importante en la bioquimica de los RL, ya que se descompone facilmente en
presencia de metales de transiciéon (principalmente el Fe?*) para producir el OH". A su vez, los
radicales OH’ son capaces de reaccionar con las biomoléculas produciendo RL organicos
menos reactivos, como los peroxilos (ROQO") y radicales tiol (RS*), O2~"y NO’ reaccionan entre

si para formar peroxinitrilo (ONOQO"), entre otros (Bathia S et al, 2003).
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Efecto nocivo de las especies reactivas de oxigeno en lipidos

Los radicales libres reaccionan con biomoléculas celulares, entre ellas los lipidos
poliinsaturados, esenciales para el completo soporte del sistema celular, incluyendo
membranas, reticulo endoplasmico y mitocondrias, la alteracion de las propiedades
estructurales de la célula puede generar graves consecuencias para su funcién (Cruz H et al,
2017).

La peroxidacion de lipidos ha sido el principal efecto en las membranas celulares. Como
resultado de este proceso, muchos de los métodos de ensayo se basan en establecer el dafio
inducido por los radicales libres midiendo los productos de reaccion de estas moléculas sobre
los lipidos de membrana, como lo son el malondialdehido (MDA), el 4-hidroxi-2,3-nonenal (4-
HNE) y el 4-hidroxi-2,3-alquenal, en donde la concentracion de estos productos de reaccion

es proporcional al dafio oxidativo generado (Galicia et al, 2014).

En un embarazo normal, los niveles séricos de los productos de la peroxidacion lipidica se
encuentran elevados, en comparacion con los valores de las mujeres no embarazadas,
fundamentalmente como consecuencia de la actividad mitocondrial y de la sintesis de
hormonas que se da en la placenta, la cual tiene como fundamento la oxidacion del acido

araquidonico (Calderén, 2007).

Los niveles de hidroperoxidos lipidicos en la sangre dan una idea de los fendmenos de
oxidacion y dafo de lipidos producidos por las especies reactivas de oxigeno, a su vez
producidas por la radiacion, por reacciones quimicas o incluso en forma espontanea y como
producto normal del metabolismo celular. También es conocido que, en ciertas patologias del
embarazo como la diabetes gestacional y la preeclampsia, se encuentran aumentados los
productos de la peroxidacion lipidica, por encima de lo que normalmente se encuentran en las

gestantes sanas (Galicia et al, 2014).

El aumento de la peroxidacion lipidica se considera un factor causal de patogénesis de la
preeclampsia. Para apoyar este concepto, se ha informado un aumento en los productos de la

peroxidacion de lipidos en plasma (MDA) en mujeres preeclampticas en comparacion con
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mujeres embarazadas sanas. De hecho, el aumento de la produccién de peroxidos lipidicos
en mujeres preeclampticas puede causar disfuncién de las células endoteliales vasculares
(Taravati Ay Tohidi F, 2018).

Para minimizar el dafo, la célula cuenta con sistemas de defensa frente a las EROs para
neutralizar los radicales libres, mediante sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
(Toxqui L et al., 2010). La primer linea de defensa antioxidante intracelular funciona eliminando
02—y H20: antes de que interactien para formar el OHe. Los mecanismos de inactivacion de
las EROs incluyen etapas sucesivas. El proceso se inicia con la dismutacién, reaccién en la
gue el mismo elemento actlia como agente oxidante y reductor, donde el anién superoxido
(O2™) reacciona para formar perdxido de hidrégeno (H202) bajo la influencia de la enzima
superoxido dismutasa (SOD). Posteriormente la enzima catalasa (CAT) o glutation peroxidasa
(GPx) reduce H202 a Oz y H20 (Abilés J. 2007).

Mecanismos de defensa antioxidante enzimatica

SOD

Las superéxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas que contienen iones metalicos con
actividad redox en su centro catalitico y hay tres isoformas 1) CuzZn-SOD, citosélica, 2) Mn-
SOD, especificamente en las mitocondrias y 3) extracelular-SOD, secretada por muchas
células, incluidas las células placentarias (Mendieta H et al., 2013).

Las SOD catalizan la dismutacion del anion superéxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno,
de acuerdo a la siguiente reaccion 1 (Kabel, 2014). El H202 generado es transformado a O:2
moleculary agua por la catalasa CAT de los peroxisomas:

2027+ 2H* — H202+ O2 Reaccion 1

La SOD y el NO+ compiten por O%, la deficiencia de SOD provoca un aumento del O% y las
interacciones del NOe, reduciendo la vasodilatacion y dando como resultado la generacién de

ONOO" que posteriormente conduce a la proteina de nitrosilacion de la tirosina. También inicia
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una reaccion en cadena que afecta a los acidos grasos poliinsaturados debido a la pérdida de
H*, formando hidroperdxidos y otros radicales libres, causando dafios al endotelio (Perkins AV,
2006).

CAT

La catalasa es un tetramero de cuatro cadenas polipeptidicas, cada una de mas de 500
aminodcidos de longitud, contiene cuatro grupos de porfirina hemo (hierro) que permiten que
la enzima reaccione con el peréxido de hidrégeno. La catalasa puede descomponer el perdxido
de hidrégeno (H202) en reacciones catalizadas por dos modos diferentes de actividad
enzimética (Tastekin A et al., 2005):

El modo de actividad catalitica: 2H202 — Oz + 2H20 Reaccion 2

El modo de actividad peroxidatico: (H202 + AH2 — A+ 2H20) ... Reaccion 3

La catalasa tiene una de las tasas de rotacion mas altas de todas las enzimas; una molécula
de catalasa puede convertir millones de moléculas de peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno por segundo. La descomposicion de H202 por la actividad catalitica de la catalasa
sigue una reaccion de primer orden y su velocidad depende de la concentracion de H20:2
(Kabel, 2014).

Sistema glutation

El sistema de glutation comprende cuatro componentes principales, tres enzimas: GR, GPx,
glutation-S-transferasa (GST) y un glutatién reducido no enzimatico (GSH) (Tastekin A et al.,
2005):

Glutation reductasa (GR) es una enzima crucial que reduce el disulfuro de glutatiéon (GSSG) a

la forma sulfhidrilo (GSH) por el mecanismo dependiente de NADPH, un importante sistema

antioxidante celular.
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Glutation peroxidasa (GPx) es una enzima que cataliza la descomposicion del perdxido de
hidrogeno y los hidroperéxidos organicos.

Glutation S-transferasas son otra clase de enzimas antioxidantes dependientes del glutation
gue muestran una alta actividad con peréxidos lipidicos. Estas enzimas se encuentran en altos

niveles en el higado y también ayudan en el metabolismo de desintoxicacion.

Hay cinco tipos diferentes de GPx que contienen selenocisteina en su sitio activo. Las enzimas
GPx4, GPx1 y citosodlicas son abundantes en muchos tejidos, GPx2 expresada en el tracto
gastrointestinal, GPx3 en el higado (forma que se encuentra principalmente en el torrente
sanguineo) y GPx5 no dependiente de selenio se expresa especificamente en el epididimo.
Todas estas isoenzimas reducen el H202 y los hidroperéxidos de alquilo, sin embargo, su

especificidad para los sustratos puede ser diferente (Mistry HD et al., 2008).

Sobrecarga de hierro y estrés oxidativo

Cuando se presenta una sobrecarga de hierro hay un aumento sostenido de los niveles en los
depositos, el cual dafia 6rganos como el higado, pancreas y corazén. Su etiologia puede ser
primaria (afecciones de origen genético) o secundaria (asociadas a hemoglobinopatias,
patologias inflamatorias y alteraciones metabdlicas como esteatosis hepatica no alcohdlica).
(Merofio et al., 2011)

Se sabe que el hierro en exceso promueve la formacién de radicales libres y como
consecuencia estrés oxidativo, desencadenando una serie de trastornos neurodegenerativos,
incluida las enfermedades de Parkinson, Alzheimer y el sindrome de Hallerorden-Spatz (Gong
et al., 2016). La sobrecarga de hierro también esta asociada con la disfuncién mitocondrial, y
gue en conjunto pueden causar una gluconeogénesis hepatica anormal resultante del estrés
oxidativo (Jung et al., 2015).

Numerosas patologias como lo son las gastricas, cardiacas, respiratorias, 0seas,
multiorgéanicas, son resultado de la evolucion de alteraciones morfofisioldgicas celulares,
debido a la excesiva produccion por encima de los niveles fisioldgicos normales de moléculas

de gran inestabilidad, los radicales libres (Koenig et al., 2014).
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Para entender como es que el hierro origina radicales libres, es necesario saber que, como
metal de transicion, tiene cinco estados de oxidacion (de Fe?* a Fe®*), siendo los mas comunes
Fe?* y Fe®'. Los electrones desapareados del hierro hacen posibles reacciones redox de un
solo electron. A finales del siglo XIX, Fenton descubridé que el hierro ferroso en presencia de
peréxido de hidrégeno producia hierro férrico y radicales OH: altamente reactivos. El trabajo
de Haber y Weiss posteriormente mostré que el radical libre hidroxilo es producido por hierro

ferroso y peroxido de hidrégeno en una reaccion en cadena (Zhuang et al., 2014):

Fe?* + H202 — Fe** + OH + OH™ ... Reaccion 4
OH +Fe?* - Fe3* +OH™ ... Reaccion 5
OH +RH—->H0O+R" ... Reaccion 6
OH +LH—LOOH ... Reaccion 7

La reaccion se suele llamar reaccion de Fenton, y todo el conjunto de reacciones (4-7) se
denomina reacciones de Haber-Weiss. Como producto de reacciones catalizadas por SOD y
reacciones no enzimaticas, el peroxido de hidrégeno se ha encontrado en las mitocondrias,
microsomas y cloroplastos de bacterias y también se ha detectado en el cristalino del ojo y el

aire exhalado en humanos (Zhuang et al., 2014).

Farmacocinética del sulfato ferroso

Absorcién

Aumenta cuando los depésitos de hierro estan vacios o cuando aumenta la produccion de
glébulos rojos. Por el contrario, elevadas concentraciones sanguineas de hierro disminuyen la
absorcion. Se produce principalmente en el duodeno y yeyuno proximal y es mas eficaz cuando
el hierro se ingiere en su forma ferrosa que cuando esta en forma férrica, con el estbmago
vacio. Cuando se toma con alimentos, la cantidad de hierro absorbida se puede reducir en 1/2

a 1/3 de la ingerida con el estbmago vacio. Union a proteinas: Muy elevada (90 % o mas).
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Hemoglobina: Elevada. Mioglobina, enzimas y transferrina: Baja. Ferritina y hemosiderina:
Baja. Vida media: 6 horas (Diez et al., 2011).

Distribucién

Los iones férricos pasan a la sangre, uniéndose inmediatamente a la transferrina y a la
glicopropteina B, globulina que las llevan a la médula ésea donde se incorporan a la
hemoglobina. Las pequefias cantidades de exceso se estacionan en las vellosidades
epiteliales donde sufren oxidacién. Dado que cada molécula de transferrina puede fijar dos
atomos de hierro, en condiciones fisiologicas normales solo se ocupa un 30-40% de la
capacidad de union de la transferrina (indice de saturacion de transferrina, IST); asi, la cantidad
de hierro unido a transferrina es alrededor de 3-4 mg, pero se trata del pool dinAmico més
importante del hierro, al ser la transferrina su Unica proteina transportadora en el plasma. El
hierro unido a la transferrina entra en las células diana, principalmente las células eritroides,
pero también células del sistema inmune (linfocitos, macréfagos) y hepaticas a través de un
proceso altamente especifico de endocitosis mediada por receptor. La transferrina diférrica se
une al receptor de transferrina 1 (RTf1), localizado en la membrana celular. Cada RTf1 puede
unir a dos moléculas de transferrina y tiene mas afinidad por la Tf-diférrica que por la

monoférrica. (Diez M et al., 2011).

Biodisponibilidad.

Dado que el proceso digestivo constituye el principal regulador fisiol6gico del hierro corporal y
gue una vez absorbido los mecanismos para excretarlo son ineficaces, los componentes de
los alimentos que afectan su solubilidad y transporte intestinal, modificaran su
biodisponibilidad. El conocimiento de dichos factores, estimuladores o inhibidores, puede ser
muy util para los pacientes que sufren trastornos del metabolismo del hierro, bien por

deficiencia o por sobrecarga (Leary A et al., 2017).

Estimuladores

El medio &cido en el intestino favorece la absorcion de los minerales en general, debido a que
a pH bajo se mantienen en solucién. Asi, el hierro en la forma Fe?*, al ser mas soluble, es mas
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disponible que en la forma oxidada Fe3*. Los alimentos de origen animal (carne, pescado,
pollo) contienen el denominado “factor carne” que incrementa la absorcion de hierro. Dicho
factor parece estar constituido por una serie de péptidos que se liberan durante la digestién de
estos alimentos proteicos, formando complejos solubles que lo protegen de otros componentes
inhibitorios de la dieta permitiendo su absorcion mas eficazmente. Mas recientemente se ha
descrito que puede tratarse de fracciones de hidratos de carbono (glucosaminoglucanos) o
fosfolipidos, presentes de forma natural en estos alimentos. Se ha documentado muy bien el
papel estimulante de la absorcion de hierro que ejerce la vitamina C o acido ascorbico. Este
nutriente actla de varias maneras: reduce el hierro a la forma Fe?*, mas soluble; y forma en el
medio acido del estbmago un complejo ascorbato férrico muy estable, que permanece soluble
al pH mas alto del duodeno. Constituye por tanto el mejor potenciador de la biodisponibilidad

del hierro no-hemo que se conoce (Toxqui et al., 2010).

Inhibidores

Tradicionalmente se ha considerado que la fibra dietética es un inhibidor de la absorcién de
minerales. Sin embargo, junto con la fibra dietética se consumen una serie de componentes,
como polifenoles vy fitatos, cuya accion sobre la absorcion del hierro es mucho mas importante
gue la de la fibra en si misma. Por otro lado, muchos alimentos que aportan una cantidad
apreciable de minerales son a su vez ricos en fibra y otros compuestos, con lo que la
biodisponibilidad del hierro de estos alimentos puede estar disminuida, pero en valor absoluto
la cantidad absorbida puede ser suficiente. El acido fitico (inositol hexafosfato) es un potente
inhibidor de la absorcién del hierro no-hemo. No obstante, por determinados tratamientos
culinarios o industriales (fermentacion, germinacion), este acido pierde grupos fosfatos
reduciéndose en consecuencia su capacidad de secuestrar hierro. Respecto a los polifenoles
(acidos fendlicos, flavonoides, polifenoles condensados), aun siendo solubles, como en el caso
de los del té, pueden tener la capacidad de secuestrar fuertemente el hierro impidiendo su
absorcion. Otros minerales (Ca, Zn, Cu, Cd, etc.) interaccionan con el hierro en el tracto
gastrointestinal. Asi, ingestas excesivas de calcio y zinc pueden reducir la biodisponibilidad del

hierro, interaccionando en la propia mucosa (Toxqui et al., 2010).
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Eliminacioén

No existe un sistema fisiolégico de eliminacion para el hierro y se puede acumular en el
organismo en cantidades toxicas; sin embargo, diariamente se pierden pequefias cantidades
en la muda de la piel, cabello y ufias, y en heces, sudores, leche materna (de 0,5 a 1,0 mg al
dia), sangre menstrual y orina. La pérdida diaria media de hierro para adultos sanos es:
Hombres: 1 mg al dia. Mujeres: Postmenopausicas: 1 mg al dia. Mujeres adultas sanas
premenopausicas: 1,5 mg al dia. No se debe administrar hierro por mas de 6 meses a menos
gue el paciente presente un sangrado continuo o existan embarazos repetidos (Theil EC.
2011).

Hepcidina

Al igual que el sistema antioxidante, la expresion de hepcidina es activada con un aumento de
la concentracion de hierro en el organismo, ya que ésta puede ser capaz de prevenir la
acumulacion del mineral. Una de las funciones centrales de ésta hormona es reducir el estrés
oxidativo mediado por hierro (Gong J et al., 2016). La importancia de la hepcidina se centra en
la capacidad que posee para la regulacion del flujo de hierro al plasma, ya sea a partir de la
absorcién presente en la dieta (1-2 mg), el reciclaje de los eritrocitos (20 mg/dia) o la
movilizacion de las reservas en higado y macréfagos de acuerdo con las necesidades (Forrellat
et al., 2012).

La hepcidina es un péptido que fue aislado de orina humana y que recibié su nombre con base
a su lugar de sintesis (hepatocitos) y a su comprobada propiedad antibacterial in vitro (-cidina).
Fue primeramente nombrada como LEAP-1, por sus siglas en inglés Liver-Expressed
Antimicrobial Protein. Su caracterizacion se realizé cuando un donante de sangre desarrolld
una infeccidn sistémica y la concentracion de hepcidina se incrementd 100 veces durante el
proceso agudo, esto se realizé con la técnica de Espectrometria de Masas, ya que el péptido
pudo ser caracterizado como un polipéptido de 25 aminoacidos (Hpc-25) cuya estructura
espacial, lo define como una lamina plegada 3, con 8 residuos de cisteina cuyos brazos estan

unidos por 4 puentes disulfuro (Park et al., 2001) (Figura 3).
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Al igual que otras hormonas peptidicas, es sintetizada inicialmente como un péptido de mayor
peso molecular, la pre-prohepcidina de 84 aminoacidos que luego es transformada en
prohepcidina de 60 aminoacidos y finalmente en su forma activa hormonal de 25 aminoacidos.
La regién N-terminal de la prohormona es la que esta involucrada en su funcién reguladora,
por lo que la pérdida de aminoacidos asociada con su transformacion de pre-prohepcidina a
prohepcidina y finalmente a hepcidina, proviene del extremo carboxilo terminal. (Paez et al.,
2014).
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Figura 3. Secuencia aminoacidicay modelo tridimensional de la hepcidina humana

(Tomada de: Paez et al., 2014).

La produccion de hepcidina en el higado aumenta cuando el hierro ingresa a las células
hepaticas. Esta proteina interactla principalmente con otras proteinas en los intestinos, el
higado y globulos blancos para ajustar la absorcion y el almacenamiento de hierro; de esta
forma, se monitorean los suministros de hierro y se ajusta la absorcién de hierro para reflejar

las necesidades del cuerpo (Ganz et al., 2003).

La hepcidina es el regulador negativo predominante de la absorcion de hierro en el intestino
delgado, el transporte de hierro a través de la placenta, de la liberacion de hierro de los
macréfagos y puede ser un nuevo mediador de la inmunidad innata (Merofio et al., 2011). El
aumento de la expresion de hepcidina se da en respuesta al exceso de hierro y a la inflamacion,
mientras que su disminucidn se asocia a deficiencia de hierro, hipoxia y estimulacion de la

eritropoyesis (Attia et al., 2015).
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Los primeros indicios sobre el papel regulador de la hepcidina en el metabolismo del hierro
aparecieron cuando se realizaron diversos estudios en ratones, al probar que la sintesis de la
hepcidina era inducida por el consumo de hierro (Park et al., 2001). Nicolas et al., 2002
realizaron un experimento en ratones donde se blogueaba el gen de la hepcidina, observando
gue se desarrollaba una hemocromatosis con deposicion de hierro en higado, pancreas y bazo,
en contraste. En los ratones donde se inducia una sobreexpresion del gen de la hepcidina, se
generaba una anemia severa y la mayoria de las crias morian pocas horas después de nacer,

sugiriendo que la hepcidina inhibia la transferencia placentaria de hierro.

La produccion inapropiada de hepcidina, ya sea aumentada o suprimida inadecuadamente,
resulta en sindromes clinicos con hierro desordenado y homeostasis eritropoyética, el aumento
de la produccién de hepcidina contribuye a la patogénesis de diversas anemias con restriccion
de hierro, como es el caso de la anemia de la inflamacion, también conocida como anemia de
la enfermedad cronica, al ser un factor que complica un amplio espectro de desordenes
inflamatorios, incluyendo insuficiencia cronica, autoinmunes, infecciones y ciertos canceres
(Kim et al., 2015).

Hepcidina en el embarazo

Algunos estudios han revelado que los niveles de hepcidina en el primer trimestre de embarazo
sSon menores que en mujeres sanas no embarazadas y disminuyen a medida que progresa el
embarazo, con los niveles mas bajos observados en el tercer trimestre. La mayor necesidad
de hierro fetal en el tercer trimestre puede ser responsable de la disminucién de la hepcidina

materna observada, ya que la demanda fetal de hierro es mayor (Koenig et al., 2014).

Se han medido los niveles de hepcidina sérica y la concentracion sérica media de hepcidina
durante el embarazo, siendo menor a las 30-34 semanas que los valores a las 11-14 y 24-28
semanas; los valores mas bajos de hepcidina en el suero materno permiten la transferencia
méxima de hierro al feto en r4pido crecimiento a costa de un balance de hierro materno

negativo (Simavli et al., 2014).
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Los niveles séricos de hepcidina en el embarazo son un factor importante, ya que toman el
papel de marcador temprano de preeclampsia y anemia severa, lo que enfatiza alin mas el
papel del estado inflamatorio antes del inicio de los sintomas. Se han encontrado niveles
séricos significativamente mas altos en las mujeres que desarrollan preeclampsia en
comparacion con las madres que tienen un embarazo fisiolégico normal hasta el término
(Cardaropoli et al., 2018). La expresién alterada de hepcidina en las placentas provenientes
de mujeres con preeclampsia podria explicarse por estimulos directos de infeccion/inflamacion,
incluso en presencia de hierro y ferritina bajos en suero, las concentraciones de hepcidina en

sangre maternay del cordon umbilical permanecen altas en anemia severa (Basu et al., 2016).
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4. JUSTIFICACION

Los requerimientos de hierro aumentan casi 10 veces durante el embarazo, desde 0.8 mg/dia
en el primer trimestre hasta 7.5 mg/dia en el tercer trimestre, ya que el hierro es esencial para
muchos procesos metabolicos, incluido el transporte de oxigeno, la regulacion del crecimiento
y la diferenciacién celular, por lo que a las mujeres embarazadas se les prescribe una dosis
profilactica de hierro, generalmente 60 mg como sulfato ferroso al dia durante todo el
embarazo. Se ha comprobado que la deficiencia de hierro causa anemia, lo que limita el
suministro de oxigeno a las células entre otros dafios mas. Por otro lado, las cantidades
excesivas de hierro en las células provocan toxicidad tisular que debido a su alta reactividad,
provoca estrés oxidativo, pudiendo ser causa de diversas alteraciones metabdlicas en las
gestantes como diabetes gestacional, dislipidemias e hipertension arterial. El estudio sobre
estas alteraciones radica en las incidencias reportadas, ya que el indice a nivel mundial se

encuentra entre el 2% y el 5% del total de mujeres gestantes.

En los dltimos afios ha tomado gran interés el estudio del estrés celular y de los radicales
libres, con el fin de conocer a profundidad los mecanismos de autocontrol celular y mejorar la
calidad de vida del ser humano. Es por esto que la presente investigacion pretende determinar
si existe una asociacion entre la sobredosificacion de hierro con la produccion de hepcidina y
la actividad de las enzimas antioxidantes y niveles de lipoperoxidacion, para determinar si es
una de las causas que generan alteraciones metabdlicas en mujeres gestantes debido al estrés

oxidativo.

Generalmente el hierro se prescribe en las mujeres gestantes sin realizar una evaluacion sobre
su necesidad, por lo que es necesario indagar el posible dafio causado por la
sobredosificacion, los resultados ayudarian a la regulacion de la prescripcién de hierro en

embarazo.
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5. HIPOTESIS

La sobredosificacion de hierro en mujeres embarazadas es una de las causas que provoca
alteraciones en la secrecibn de hepcidina y estrés oxidativo, generando alteraciones

metabodlicas.

6. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la relacion entre niveles de hierro, produccion de hepcidina y estrés oxidativo
durante segundo y tercer trimestre de embarazo en mujeres con prescripcion profilactica de

hierro para asi determinar su injerencia como posible causa de alteraciones metabdlicas.

Objetivos Especificos

— Evaluar la produccién de hepcidina en muestras obtenidas de mujeres con embarazo
evolutivo normal y mujeres con embarazo de riesgo.

— Determinar el perfil de hierro (niveles de hierro sérico, captacion total de transferrina,
captacion latente de transferrina, % de saturacién y ferritina) en muestras obtenidas de
mujeres con embarazo evolutivo normal y mujeres con embarazo de riesgo.

— Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en muestras
obtenidas de mujeres con embarazo evolutivo normal y mujeres con embarazo de riesgo.

— Determinar el nivel de lipoperoxidaciéon en muestras obtenidas de mujeres con embarazo
evolutivo normal y mujeres con embarazo de riesgo.

— Realizar un andlisis de correlacion mdultiple para buscar la asociacion entre los
biomarcadores en estudio (perfil de hierro, hepcidina, SOD, CAT, GPx, niveles de LPOX,
glucosa, colesterol y triglicéridos) entre las mujeres con embarazo evolutivo normal y las

mujeres con embarazo de riesgo.
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7. METODOLOGIA

Tipo de estudio

Estudio de cohorte, realizado en el Hospital Materno Perinatal "Monica Pretelini Saenz"
(HMPMPS), Instituto de Salud del Estado de México (ISEM), Toluca, México, incluyé mujeres
embarazadas divididas en dos grupos: A) mujeres con embarazo evolutivo normal o
normogestas (MEEN), B) mujeres con embarazo de riesgo (MER): mujeres con alteraciones

metabolicas (dislipidemias, diabetes gestacional o hipertension).

Poblacion en estudio

Criterios de inclusién

Mujeres embarazadas de entre 18 y 40 afios que cursaban el segundo trimestre de gestacion
que tenian prescripcion médica de sulfato ferroso (60 mg / dia), presencia de alteraciones
metabolicas para el grupo de riesgo (previamente diagnosticadas por el médico tratante con
base en: hipertension, PAS = 140 mmHg y PAD = 90 mmHg; diabetes gestacional, glucosa>
130 mg/dL; dislipidemia, colesterol >200 mg/dL y triglicéridos >150 mg/dL) o mujeres con

embarazo evolutivo normal para el grupo control.

Criterios de exclusién

Mujeres embarazadas con cardiopatias congénitas, anomalias uterinas, enfermedades crénico
degenerativas, embarazos con feto congénitamente anémalo, embarazos con tecnologias de
reproduccion asistida, antecedentes de tabaquismo, enfermedades infecciosas, enfermedades

inflamatorias, enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus tipo 2.

Criterios de eliminacién

Se descartaron del andlisis a las pacientes que abandonaron el estudio o que se perdieron

durante el seguimiento.
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Aspectos éticos

El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de HMPMPS
(nimero: 2018-10-608) y los voluntarios firmaron una carta de consentimiento informado.
Todos los procedimientos se realizaron de conformidad con la Declaracion de Helsinki

(Fortaleza, Brasil) y la Ley General de Salud de México.

Valoracién del estado de salud

Se aplicé a las voluntarias un cuestionario para conocer su estado de salud y reunir datos
sociodemograficos que incluian: edad, semanas de gestacion, antecedentes obstétricos,
antecedentes familiares de diabetes, hipertensién o dislipidemias, peso, altura, presion arterial,
ocupacién. Se recolecté de los expedientes clinicos datos de quimica sanguinea (glucosa,

colesterol y triglicéridos).

Tomay conservacion de muestras

Mediante puncion venosa se obtuvieron dos muestras por paciente, en el 2°. trimestre (14-27
semanas de gestacion) y en el 3er. trimestre (28-42 semanas de gestacion). Se recolecto
sangre periférica en dos tubos: 4 mL en un tubo con heparina para determinar la actividad de
las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GPx, asi como los niveles de LPOx, y 6 mL en un tubo
seco para obtencién de suero (centrifugacion a 3000 rpm por 15 minutos, el suero se recupero
y fue almacenado a -80°C hasta el momento de su analisis) con el que se determind el perfil
de hierro (hierro sérico, captacion latente y total de fijacion de hierro, % de saturacion de hierro
y ferritina) y la cuantificacién de hepcidina.

Biomarcadores de estrés oxidativo

Nivel de Lipoperoxidacion

Se determind mediante el método propuesto por Buege y Aust, se cuantifica la magnitud de la

peroxidacion lipidica, determinando la concentracion de Malondialdehido [MAD], producto final
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de la lipoperoxidacion entre los aldehidos generados y el acido tiobarbiturico. Los célculos se

realizan con la ecuacion 1:

[MAD]=A/CEM ... Ecuacion 1

Donde:
A = Absorbancia
CEM = Coeficiente de Extraccion Molar del MAD. 1.56 x 10° M* cm?

Los resultados son expresados en pmol de MAD/g de hemoglobina.

Actividad enzimatica de SOD

Método Misra y Friodrich modificado. La técnica valora la inhibicion de la autooxidacion de la

adrenalina por la SOD a pH=10.2. Los calculos se realizan con la ecuacion 2:

[SOD] = (Asos — Asmin) * (Ao / CEM) ... Ecuacion 2

Donde:

Asos — Asmin = Absorbancias obtenidas a los 30 segundos y 5 minutos respectivamente.
CEM = Coeficiente de Extraccion Molar de Adrenalina 21 Mt cm™?

Los resultados son expresados en pmol de SOD / g de hemoglobina.

Actividad enzimatica de CAT

Método de Radi. Se basa en la desaparicién del H202 por accion de la catalasa. Los calculos

se realizan con la ecuacion 3:

[H202] = (Aos— Asos) / CEM ................... Ecuacioén 3

Donde:
Aos — Asos = Absorbancias obtenidas a los 0 segundos y 60 segundos respectivamente.
CEM = Coeficiente de Extraccion Molar de H202 0.043 mM* cm™*
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Los resultados son expresados en umol de H202/ g de hemoglobina.

Actividad enziméatica de GPx

Método Paglia y Valentine. Se basa en la oxidacion del NADPH a NADP*, la reduccion de
GSSG a GSH por accién de la glutation reductasa, el cual es empleado por la GPx para
detoxificar el H202, formando H20 y O2. Los célculos se realizan con la ecuacion 4:

[NADPH] = (Aos — Asos) / CEM .................. Ecuacion 4

Donde:
Aos — Asos = Absorbancias obtenidas a los 0 segundos y 60 segundos respectivamente.
CEM = Coeficiente de Extraccion Molar de NADPH 6.22 mM* cm™.

Los resultados son expresados en nmol de NADPH / g de hemoglobina.

Perfil de hierro

Se realiz6 mediante quimioluminiscencia, el cual es un ensayo inmunomeétrico en fase sdlida
en el que se utiliza un anticuerpo monoclonal especifico que recubre la fase sdlida. La fase
solida es una microesfera de poliestireno contenida en la unidad de reaccién. El anticuerpo
monoclonal capta especificamente el analito en analisis contenida en la muestra. Un segundo
anticuerpo policlonal y conjugado reconoce al analito unido. EI complejo sandwich capturado
en la fase solida es revelado por la enzima sobre el sustrato generando una sefal
guimioluminiscente en unidades relativas de luz URL, que son directamente proporcionales a
la cantidad del analito presente en la muestra. Se realiza en equipos automatizados siguiendo
el procedimiento segun recomendaciones del fabricante. Las muestras se congelaron a -80°C

hasta el momento de su analisis, el cual fue efectuado por un laboratorio clinico externo.

Cuantificacién de Hepcidina

Se realizd6 mediante el ensayo de ELISA sandwich, en el cual cada pocillo de la placa de

microtitulacion suministrada se recubre previamente con un anticuerpo de captura especifico
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objetivo. Se afiaden patrones o muestras a los pocillos y el antigeno objetivo se une al

anticuerpo de captura.

Se realiz6 una curva estandar para determinar la concentracién de antigeno objetivo en las
muestras a analizar. Se prepararon volimenes suficientes para ejecutar la serie de dilucidon

estandar por duplicado, usandose inmediatamente:

Solucién madre estandar (100 ng / mL: se reconstituyé 1 tubo de patrén liofilizado con 1 mL de
diluyente de muestra y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacion

suave (evitar la formacién de espuma), posteriormente se realizaron las siguientes diluciones:

D1 (100 ng / mL): 500 pL de patron estandar en O pl de diluyente de muestra.

D2 (50 ng / mL): 250 pL de D1 en 250 pl de diluyente de muestra.

D3 (25 ng / mL): 250 pL de D2 en 250 pl de diluyente de muestra.

D4 (12,5 ng / mL): 250 pL de D3 en 250 pl de diluyente de muestra.

D5 (6.25 ng / mL): 250 pL de D4 en 250ul de diluyente de muestra.

D6 (3.125 ng / mL): 250 pL de D5 en 250ul de diluyente de muestra.

D7 (1.563 ng / mL): 250 pL de D6 en 250 pl de estandar de diluyente de muestra.
Cero (0 ng / mL): diluyente de muestra.

El tampdn de lavado, el anticuerpo de deteccion biotinilado, el conjugado HRP, la solucion de
sustrato TMB y la solucion de parada se prepararon conforme a las instrucciones del proveedor
dadas en el manual del usuario. Los reactivos y muestras que se encontraban almacenadas a
-80°C fueron llevados a temperatura ambiente sin calentamiento adicional, agitando
suavemente antes de pipetear evitando la formacion de espuma. Las diluciones de la curva

estandar, estandar, blanco o muestra se realizaron por duplicado de la siguiente manera:
1. Se agregaron 100 uL de estandar, blanco o muestra por pocillo, cubriendo con un sellador

de placas y se incubaron durante 90 minutos a 37°C.

2. Se aspir0 el liquido de cada pocillo sin lavar.

38



3. Se agregaron 100 yL del anticuerpo de deteccion biotinilado a cada pocillo, cubriendo con
un sellador de placa y se agitd suavemente para asegurar una mezcla completa para
posteriormente incubar durante 1 hora a 37°C.

4. Se aspiro6 el liquido de cada pocillo y se realizaron 3 lavados agregando aproximadamente
350 pL de tampon de lavado permitiendo que cada lavado reposara durante 1-2 minutos antes
de aspirar por completo. Después del ultimo lavado, se aspir6é para eliminar cualquier tampon
de lavado restante, se invirtio la placa golpeando contra papel absorbente limpio.

5. Se agregaron 100 pL del conjugado HRP a cada pocillo, cubriendo con un nuevo sellador
de placas y se incub6 durante 30 minutos a 37°C.

6. Se aspir6 el liquido de cada pocillo y se realizaron 5 lavados como en el paso 4.

7. Se agregaron 90 pL de la solucion de sustrato TMB a cada pocillo, cubriendo con un nuevo
sellador de placas e incubando durante 15 minutos a 37°C protegiendo de la luz y
monitoreando periédicamente hasta lograr un desarrollo 6ptimo del color.

8. Se agregaron 50 pL de solucidon de parada a cada pocillo. El color azul cambié a amarillo
inmediatamente. La solucién de parada se agregé a los pozos en el mismo orden y tiempo que
la solucién de sustrato TMB.

9. Se determind la densidad o6ptica de cada pocillo inmediatamente usando un lector de

microplacas ajustado a 450 nm.

Se construy6 una curva estandar trazando la absorbancia media para cada estandar en el eje
X contra la concentracion en el eje y. Los datos se linealizaron trazando el logaritmo de las
concentraciones de antigeno diana frente al logaritmo de la densidad Optica y la linea de ajuste
se determiné mediante analisis de regresion. Las densidades opticas de las muestras se

extrapolaron para obtener las concentraciones de cada una.

Analisis estadistico

Los datos sociodemogréficos se analizaron mediante estadistica descriptiva. Las medianas de
los biomarcadores en estudio se compararon mediante la prueba segun su normalidad de
Kolmégorov Smirnov y U de Mann Whitney, para analizar la correlacion entre biomarcadores,
se realiz6 una correlacion de Spearman. Se utilizé el programa IBM STPSS Statistics 22,

estableciendo un valor P < 0.05 como estadisticamente significativo.
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8. RESULTADOS

Caracteristicas poblacionales

En el estudio participaron 64 pacientes voluntarias que fueron divididas en 2 grupos: 23
mujeres con embarazo normoevolutivo (MEEN) y 41 mujeres con embarazo de riesgo (MER)
cursando el 2° y 3er. trimestre de embarazo. La tabla 1 muestra las medias + desviacion

estandar de las caracteristicas poblacionales.

Tabla 1. Caracteristicas poblacionales de las voluntarias.

MENN n = 23 MER n =41

2°. trimestre | 3er. trimestre | 2°. trimestre | 3er. trimestre
Edad (afios) 23.8+45 - 27.0+£5.8 -
Altura (m) 1.58 = 0.07 - 1.57 £ 0.07 -
Peso (kg) 66.7+11.1 | 70.3+11.05 | 72.4+14.8 | 752+ 14.6
IMC 26.4+3.9 27.8+ 3.7 29.2+5.02 30.4+494
Semanas de Gestacion 22.8+3.9 3272 23.2+3.9 326+21
PAS (mm / Hg) 103.3+84 | 1069+7.0 | 111.4+135 | 111.9+10.0
PAD (mm Hg) 63.6 + 8.2 63.9+5.8 66.7 + 9.6 69.5+9.5

MEEN: Mujeres con Embarazo Evolutivo Normal o normogestas, MER: Mujeres con Embarazo de Riesgo, IMC:

indice de Masa Corporal, PAS: Presion Arterial Sistdlica, PAD: Presion Arterial Diastolica

Como se observa en la tabla 1 la edad de las mujeres embarazadas de ambos grupos fue
similar. La edad del grupo MEEN estaba en un intervalo entre 18 a 31 afios y las del grupo
MER entre 18 a 40 afios. A pesar de que no hubo diferencias significativas en el peso promedio
de las voluntarias entre ambos grupos, del grupo MER fue menor en el 2°. trimestre (U-Mann
Withney; p> 0.05). EI IMC aument6 del 2°. al 3er. trimestre de embarazo en un 5.5% en el
grupo MEEN y 3.81% en el MER.
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Los valores de presion arterial sistolica (PAS) y de presion arterial diastolica (PAD) no son
mayores al valor de referencia para determinar hipertensién (PAS = 140 mmHg, PAD = 90
mmHg). Encontramos circunstancias comunes en las pacientes de ambos grupos: prescripcion
médica de sulfato ferroso y acido fdlico, antecedentes familiares de diabetes mellitus,
hipertension y algun tipo de cancer, sin antecedentes de alcoholismo ni tabaquismo, ocupacion

ama de casa, multiparidad.

Biomarcadores en estudio

Se compararon las medias + desviacion estandar de los biomarcadores en estudio, realizando

4 comparaciones (tablas 2 y 3):

MEEN 2°. trimestre vs MEEN 3er. trimestre.
MEEN 2°. trimestre vs MER 2°. trimestre.
MER 2°. trimestre vs MER 3er. trimestre.

MEEN 3er. trimestre vs MER 3er. trimestre.

Estas comparaciones fueron realizadas en la poblacién total de voluntarias mediante dos
analisis: el primero agrupando las 64 pacientes divididas en MEEN (n = 23) y MER (n = 41)
(Tabla 2) y el segundo agrupando solamente 23 pacientes que contaban con todos los
parametros en estudio medidos, divididas en MEEN (n = 23) y MER (n = 41) (Tabla 3).

Tabla 2. Medias de los resultados de quimica sanguinea, estrés oxidativo y hepcidina

(n = 64).
MENN n =23 MER n =41 U Mann Whitney
2°. trimestre 3. trimestre 2°. trimestre 3. trimestre pl p2 p3 p4
Glucosa (mg/dL) | 83.78 + 10.82 87.13+11.4 91 +£15.9 89.24 +13.56 | 0.206  0.026* 0.568 0.711

Colesterol
(mg/dL)
Triglicéridos
(mg/dL)

41

187.56 + 19.67 206.08 + 37.98 233.51 £51.65 249.09 £ 62.37 | 0.15 <0.001* 0.297 0.002*

144,56 + 33.71 193.47 + 57.82 242.8 +72. 63 318.8+98.94 |0.002* <0.001* <0.001* <0.001*




Hepcidina
(ng/mL) 3.6+42 3.65+3.44 4.69 £ 3.23 6.84 £5.14 0.806  0.005* 0.199 0.02*
n =38

*Valor significativo p<0.05

pl. MEEN 2°. trimestre vs MEEN 3er. trimestre.
p2. MEEN 2°. trimestre vs MER 2°. trimestre.
p3. MER 2°. trimestre vs MER 3er. trimestre.
p4. MEEN 3er. trimestre vs MER 3er. trimestre.

En relacion a los resultados del primer analisis, tabla 2, se observa que los biomarcadores en
donde hubo un cambio significativo en los valores promedio fueron glucosa, colesterol,
triglicéridos, SOD, GPx, LPOx y hepcidina. Los valores promedio de colesterol obtenidos en el
MER fueron mayores significativamente en el 2°. y 3er. trimestre comparados con los obtenidos
en el MEEN en un 19.7% y 17.3% respectivamente (grafica 1b). Al comparar los resultados
obtenidos entre el 2°. y 3er. trimestre de gestacion, los niveles promedio de triglicéridos se
incrementaron en un 25.2% en el MEEN y en MER el 23.8% (gréfica 1c), aun cuando los
porcentajes fueron similares, los valores de los triglicéridos en el 2°. y 3er. trimestre del MER
fueron 1.67 y 1.65 veces mayores a los del MEEN (grafica 1d). Los niveles de glucosa fueron
mayores significativamente en un 7.93% en el MER comparados con el MEEN solo en el 2°.

trimestre (gréafica 1a).

Los resultados de los biomarcadores de estrés oxidativo muestran que la actividad de SOD
incrementd significativamente entre el 2°. y 3er. trimestre de gestacion, tanto para el MEEN
como para el MER (26% y 21.9%, respectivamente) (grafica 1e), similar a la GPx (23.7% vy
23.2% respectivamente) (grafica 1f). Los niveles de LPOx se incrementan significativamente
34% en el MEEN (grafica 1g), sin embargo para el MER solo el 8.5 % sin ser significativo. Se
obtuvo una concentracion mayor de hepcidina en MER comparada con el MEEN tanto para el
2°. como para el 3er. trimestre (23.2 y 46.6% respectivamente) (gréafica 4h). En relacién a la
cinética de hierro no hubo diferencia significativa entre los grupos de estudio, ni entre los

trimestres de embarazo.
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Gréfica 1. Comparacion entre el 2°.y 3er. trimestre de embarazo de colesterol,
triglicéridos, SOD, GPx, LPOx y hepcidina (n = 64).
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Tabla 3. Medias de los resultados de quimica sanguinea, estrés oxidativo y hepcidina

(n = 23).
MEEN n =11 MERn =12 U Mann Whitney

2°. trimestre 3¢, trimestre 2°. trimestre 3er, trimestre pl p2 p3 p4
Glucosa (mg/dL) 85.9+12.63 93.1+12.5 85.67 + 8.48 89.33 + 17.44 0.116 0.608 0.799 0.26
Colesterol (mg/dL) | 185.27 + 22.55 196.55 + 36.48 243.16 + 45.04 260.83 + 27.78 0.652 <0.001* 0.242 <0.001*
Trigllceridos
(mg/dL) 157.18 + 38.87 187.45 + 64.16 234.58 + 48.85 303.08 £ 78.9 0.401 <0.001* 0.024* <0.001*
mg

Hierro sérico

78.53 + 33.73 86.54 + 32.38
(Hg/dL)
TIBC (ug/dL) 439.35 + 80.58 437.15 + 81.58

UIBC (ung/dL)

356.45 + 94.19

358.54 + 90.45

Saturacion de

. 16.9+7.12 20.35+6.81
hierro (%)
Ferritina (ng/mL) 15.98 + 12.45 18.92 + 14.97
Hepcidina (ng/mL) 2.61+£3.12 3.38+£3.72

*Valor significativo p<0.05

pl. MEEN 2°. trimestre vs MEEN 3er. trimestre.
p2. MEEN 2°. trimestre vs MER 2°. trimestre.
p3. MER 2°. trimestre vs MER 3er. trimestre.
p4. MEEN 3er. trimestre vs MER 3er. trimestre.

64.43 + 18.75 69.6 + 19.76
463.47 + 98 460.23 + 97.85
397.4+90.73 392.9+92.83
14 +4.26 15.08 + 5.33
9.62 +2.94 1155+ 34
4.64 + 3.69 7.17 £6.43

0.438

0.949
0.898

0.217

0.519
0.519

0.487 0.514
0.487  0.799
0.19 0.843
0.169 0.478
0.413  0.198
0.104 0.478

0.316

0.525
0.288

0.016*

0.288
0.118

En relacion a los resultados del segundo analisis, tabla 3, se observa que los biomarcadores

en donde hubo un cambio significativo en los valores promedio fueron triglicéridos, colesterol,

GPx y LPOx. Hubo un incremento significativo al comparar los resultados promedio de

triglicéridos entre el 2° y 3er. trimestre de gestacion en el MER incrementandose en un 22.6%

(gréfica 2a), asi como al comparar los valores entre el MEEN y MER, tanto para el 2°. como

para el 3er. trimestre (33% y 38.15%, respectivamente) (grafica 2b). Para los valores de

colesterol, el incremento fue del 22.6% en el MER del 2°. al 3er. trimestre y fue 1.6 veces mayor

gue el colesterol obtenido para el MEEN en el 3er. trimestre (grafica 2c). Del 2°. al 3er. trimestre
la GPx se incrementd 22.8% en el MER (grafica 2d) y la LPOx en 34% en el MEEN (gréafica

2e).
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Gréfica 2. Comparacion entre el 2°.y 3er. trimestre de embarazo de colesterol,
triglicéridos, colesterol, GPx y LPOx (n = 23).
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El analisis de correlacion de Spearman (tabla 4), muestra la asociacion entre los
biomarcadores de EOXx, hepcidina y cinética de hierro. La concentracion de hierro sérico tuvo
una relacion negativa significativa con la actividad enzimatica de CAT (-0.599; p= 0.04) y una
relacion positiva con GPx (0.729; p= 0.007) en el 3er. trimestre de MER. Se obtuvo una
asociaciéon positiva entre SOD y niveles de LPOx (0.395; p= 0.007) en las 23 voluntarias de
esta etapa y para MEEN una correlacién positiva (0.481; p= 0.24). Se observa que a menor
concentracién de hepcidina (ng/dL) se incrementa SOD en el 3er. trimestre del MEEN (-0.6;

p= 0.050), y en el MER el comportamiento es inverso en el 2°. trimestre de embarazo cuando
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se incrementa la concentracion de hepcidina se incrementa también la actividad de SOD
(0.615; p= 0.033), para GPx (-0.636; p= 0.026), resulta una relacion inversa.

Tabla 4. Correlacién del perfil de hierro y hepcidina con quimica sanguineay estrés
oxidativo (n = 23).

MEEN MER MER
MEEN y MER (n MER* ) MEEN 3er. ) )
MEEN* (n = 11) 2°. trimestre . 2°. trimestre 3¢, trimestre
=23) (n=12) trimestre (n=11)
(n=11) (n=12) (n=12)
r p r p r p r p r p r p r p

Hierro - TIBC 0.513 0.010 0.608 0.036
Hierro - UIBC -0.325  0.028 | -0.516 0.014
Hierro - %S 0.815 <0.001* | 0.918 <0.001 | 0.664 <0.001 | 0.918 <0.001 | 0.900 <0.001 | 0.760 0.004 | 0.579 0.049
Hierro - Ferritina 0.767  <0.001 0.818 0.002 0.818 0.002
Hierro - CAT -0.599 0.040
Hierro - GPx 0.729  0.007

TIBC - UIBC

TIBC - Colesterol
TIBC -

Triglicéridos

Hepcidina - SOD

Hepcidina - CAT | -0.316 0,032

Hepcidina - GPx

0.869  <0.001

0.445 0.038

0.819  <0.001

0.403 0.05

* El andlisis se realiz6 con los datos del 2°. trimestre y 3¢'. trimestre.

<0.001

-0.600  0.050

0.615 0.033

0.734  0.007

0.651  0.022

-0.636  0.026

46



Articulo enviado y publicado

y,_..ull..

Ly
4

#

Inzttute of Medico-Lezal Publications
Umt No. 1704, Logix Office Tower, Sector- 32, Noada - 201 301 (Uttar Pradesh) India, Tel. 0120- 429 4015
Mobule: +91-9971888542, E-mail: edrtor yphrd@gmal com, Website: www.imlp.m

M LT ] 'l"-:“i‘.

-
LT

HNo8301TTPHRD2020

05092020
Ta,
Karla Mariana Ortega Lopez

Research Scholar, Faculty of Chemisiry, Autonomous University of the State of MexeoU AEMex).

Diear anthor's

I have pleasure to mform you that your followmg Ongmal Arhele has been accepted for pubhication n Indian Journal
of Public Health Fesearch and Development

Iron profile and hepridin associated with oxidative strezs and metabobic dizturbances in preznancy
Karla Martana Ortega Lopez 1, Araceh Amaya Chavez 2, Patricia Vievra Reves 3, Hugo Mendieta
Feron 4
1. Research Scholar, Faculty of Chemnistry, Autonomous University of the State of Meéxeo(TAEMex).

2. Professor, Faculty of Chenmstry, Autonomous Unrversity of the State of Meaco(UAEMex).
3. Professor, Faculty of Faculty of Medicme, Autonomous University of the State of Mameco (UAEMex).
4. Professor, Faculty of Faculty of Medicme, Awtonomous University of the State of
Méxieo (UAEMEx) and “Momica Pretelim Saenz” Maternal-Pennatal Hosputal (HMPMEPS).

Author for correspondence
Hugo Mendieta Zeron, MD, PLID.

Faculty of Medicine, Autonomons University of the State of Mexico (UAEMex), Pazeo Tollocan 57N,
Col. Unrversidad, 50120 Toluca, Medeo, E-mail: drmendietazavalioo.com

It wall be published in December 2020. It 15 further mentioned for your information that our jowrnal 15 a dowble-bhnd
pesr reviewed indexed mtermztional jowmal. It 15 covered by Indian Cifation index, Google Scholar, CINAHL,
EBSC0host (USA), and many other infernational databases.
With regards
Yours smesrely
i’
s
Prof Vidya Surwade
Edutor

47



Iron profile and Hepcidin Associated with Oxidative Stress and
Metabolic Disturbances in Pregnancy

Early Mariams Oriega Lapez', Arsceli Amays Chiver®, Pamica Vieyra Eeyes”, Hopo hMendieta Teron®
IBesearch Scholar Facslty of Cheavisory, Aufoncmons Dnrversine of e Seare of Waoce (UAEAN], I Profssorn

Faculy of Chemirog A

Umverstey of the Saae of México (LA EMEx), * Progessor Facwlty of Faculry aof

Modicime, durorcmons Dnrversing of tie Sare af Wnce (LAEWET), " Profeesar, Facslny of Facuwlty of Medicing,

Auraromous Elarverray of the Seane of Moo (TAEMx) amd “Mimioo P e Sdewe © basemai-FPerinaal
Hoapeaal {HMTPREE)

Abstract

Backgrosnd: A commom problem during pregnency s anamia and to mdoce & prevalencs the WEHD and
maitomal guidelings recommsand 2 prescipton of 30 to 80 mxg of iron'dany: The aim of this smdy was o
wrales the assocyton of iron protle, hepcidiz and caxddathe: sireds i pregoant women presaibed with
irom as a protabls canse of me@bolic disordems.

Awtlsod- In thox cobort shuky foo Eroegs: weare followed: A) women with Joor-risk pregmascy (WLEF), B)
blood pressurs). Cridattee sivess anrymes, irom profile and hepoidin wers meamred in the secomd and thind
e g

Eesmiis: There wers significant difforencss in bepcidin leveds betaneen WWLEF and WHE P in Xnd (3.8 4.2
e 4455 =323 P=0.007) and 3rd mimsestar (3.65 = 3 44 vi .84 = 314 P=0U0D). The sarmm iron concantraion
bad a megetve miatcoskdp with catalese (0589, P=004) and a posditve relabonship with gleaibdons
permmidae (0. 728, P=0.007).

Comduzien: The iron sarem kel increass coold indnces e daive dearmge i pregnancy. Inceessd bepcidin
is & nsefal biomarker for determming oo neailabdity o pregzancy and s asscciation with anboxbdant
FrEiEImL.

Ky words: hepoiding iron, axidanse siress, pecgmancy;

Introduction
Betaeem % and 3% of pegnancss in womesn
older than 30 am amwccizied with metabolic disordars!
and 43.1% 2re related to ansvix-associated mutitional
deficits, being 0% of thesa duoe v iron deficiency.’
Ikmrefors, the prophylactic poeeodptom of iom

Amnthor for correspondemce

Faculty of Medicing, Asiomomons. Uinicerdty of the
Emm of Maxico (ITAENMGx]). Paveo Tollocan 5N, Caol.
Undvemsidad 50120 Toluca, Maxico.

E-mail: drnendistenizhyabon com

supplememis has becoms routne in the gestational
paricd? mcommending from. 30 to 50 mg of on'dey as
a propivhctic dose deing pregnancy to mrodd anensia 4

The Mmcican Institite of Sodal Security (IISE)
defined in 1932 a standardired supplemantal dose of 6
g of alumeniz] oo, geoerally sopplied as 20 mg of
fearoms sl fxte'dary based on estimaiss of pregoancy Ton.
regumumets between 3.5 to 4 mg'day. Moreoves, the
BMexican govwrmonent recommands the: administation of
iron and folic acid as prophylactic prescription ?

Ii & wml-kooem @i Ton patcpais @ e
gunarziion and propamaton of eactive cxy@en SpeciEs
(BO5) and lipid kpdroperoxides, winch play an

48



s indicey Lowrnat’ o Feddic Meallb Roeoreh & Dewriopmesd November 20500, Fel 0, Moo 07

important rols in the pathopindology of diseases mchas
gestational dishetes mellires (GOM) and preseclampsia *

It &= recommimed that, to guaranies an abworpbom
of betwwen 4 and 7 mg'day of rom, at least 20 megiday
of this slement should be conseoed @ the diet (207
irom, 3 pregant woman wonld recaive Bl meiday of
which 16§ mg'day wonld be absorbed, which impiies a
dote 4 o 8 tmes highor them the minimvwemw requimememn
mmoont, leading posdbly o am oo ovaloading
expoaition in the gastroiniwstnal system Hencg, imom
rvarioad mesnlts in an mcreass W tofal body oon shores., a
mimation that cowld favor cxdatree stross. i amy sysiem
andl i the bady = genaral

bomecstzads since i regulaims both iron absorpticn =
the dnodszem and s recycling process Som semescea
arythrocyies ® The aim of this work was to svalaie
the cormelations amsoms seum oo levels, hepoidin and
oxidative siress in pregoant women with o wrthonst
medatolic divordars.

Alethods
Srudy design

T cokort windy, carmied outat the “Monica Protal =i
Eacmy” Nlatrzal Parinstsl Hespital (HRPRIPS),
Haalth Insiiote of the Sam of Moo (ISEM), Toleca,
blexico, indeded presmant women divided inbo fwo
H) women with higierisk pregmancy (WHEF): women
with metabolic divonders (dyslipidesnia:, GO and bagh
hlood pressome).

Accepting an alpha msk of (U007 and a et ek of 0.2
in & tee-sided ®wst 22 mbjects par promn were neoassary
0 mecommire 3 safishoally sigodficesdt a difforomca
greaier than or eqeal bo 3 units. for hepcidin lewals with a
rommom standerd deviaton of 3.5

HEMPMPE Fiwics in Bssarch Compeities (mmumber:
201E-10-508) and the volunteers signed am informed
monseni leitar. All the procedurss were conducisd @
Brezil) and the Gensral Health Laar of Moxice.

Inclmzios and exclusion oriteria

18 apnd 4} ysars old n the Znd imester of gesttion
prewcrbed with farmous sulfsie (80 mo'day). presencs
(prewiously diammosed bry the Deating physician based on:
byparsnsion: systolic blood precvsere (SBF) = |40 mmEig
and'or distolic bloosd pressome: (DEF) = %) mmiig):
DM ghoooes = 13 mg'dl.; dvalipidamin- cholastarnl
= 20l mg'dL. and mighycarides = 150 mg'dl.) or womsen
with Towr-Fisk for comirol groen. Pregnant women with
depenematve disese:, premmancies with conpendlby
abmnorrma | famses, prommancies with a5 mshed reprodectse
teckmologies, history of imoking, fyps I distsios mwalltms
(TZDA) and inSectioms, mfamenstory o7 asioimoTene
dizeaves ware axchnded Volmizars who abandomed the:
stady or who weae bowt fo followr-up were discarded from.
thea fizal amalywis.

Dixia Source

A muestonnairs completed by all the paticmds
gathemed feir health stams and sociodemographic data
imchydimg mforpation of wedsht, hedght, hlood presinrs,
blooed chamistry (glacoss, cholestarol and mighcerides)
and blood hiomsry.

Blood samgples wore obianed in tho Z=d {14-27
weaks of gorrticon) amd 3rd trimevms (18-42 woecaks
though e moymabc gquanbficatbon of camlase
parcxidase (GPr) mung the metheds of Eadis of al’?
Miwra, ot al" Pagha e 2l ® mespectively, & well as Lpid
percacidation {LPCx) levals (Bosge method) '” The Ton
profils inchnded semms nen, iotal roo-binding capacity
(TIEC), oveatoraied roo-bnding capacity (LTBC) and
mon sairebom (%e5). Femitin was also owesemed by
chamihmmingscance and bepoidin quaniification was
dono by sanduich FLISA {Lifofpan BioSciances, Inc.)

Sociodumagraphic dafs vwas amabyred by descopiive
stafistics. The medisrs of the hiomariers under sy
were comparsd nring the Mann Whimey LT teat and in
order 0 analyze the cormlaticn amwomg hicearioars, a
Spearmman comelation was performed. The IBM STPSS
Statistics 12 poograms was used, setiizg a P valoe = 005
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the Ird rimester. The WHEER group sxcesded &e 73.2%
mefarence walne for cholestarol in the Ind minsestur amd
TE.0% i the 3rd tmipwster. Likewise, for trnghyceride,
thews parcemtages were B7.6% and D7 46%.

Thea reaalts of the oxidaive viress biomarker: chow
that SO0 actvity inoeased wdmmificandly berasen the
2nd and 3zd trimwster in both mrosps (WLEP 26% amd
TWEIRF 21.5%%); e increments for GPx in the same ondar

J13

wers 13. 7% and 13.2%. Finally, LPOx levals incroasad
3% & the WLEP gmoup, but caly £.5% in the WHRP
irimastars of pregoancy. Nomwithstanding, a Eoghar
bepodin concentration wes obteined m the WHEP
group compared with te WILEP sroup for both the 2nd
and 3rd miesestar {332 and 26.6%, mespectvely). TIBC
i the 3rd simester of the WLEP sroup and in the 2nd
amd 3rd riesstr of the WHRP group awrs kgher tham
the meifsmmce valnes (24 to 450 peidl)

T'o analyre the reselis of the rom protle, e groups
were formed as folloas: WLEF (n= 11) and WHEF (n
= 12} {since only thewe wvolmbears had all fe detarmined
parameters). A sigmificant difforemce batwean the gromps
ws ohsarved onty for irom sateraticn in the 3rd mester
(Takla 3).

Fizally, Speazmom’s cormelation (Table 4) whomed
¥ main resals that serem iron comcemiraton had a
significant megattre melaticoakdp waith CAT (-0.599;
P=0.04) amd posittvn with GPx (0.725; P=000T). A
posiitee omelatiom was obdined betwsan S0TF and
LPOx (0,395, P=0U00T), baing loww for the WLEP
groap (0.281; P=024). It was also observed that at a
bomrar bepridin concantration, the SO0 activity n tha
ird trimwstar of the WLEF smoup wm higher (-0.6;
P=0.030), 2med in the WEIRF gromp the babanzior aras the
opposiiein the 2nd mimesier of progmancy. Intersstnghy,
activity also increased (0613, P=0.033). For EPx
(-0LS3E; P=0.026).

Table 1. Population ckaracoerisoc

YVariahle WILEF (N = I3} Mea = 50 WHEF [N = 41} Nlesa = 51IF
Il AriciesneT Ird crimesier Dl 0 i DT Jrd EFimMEsET
Agge (vesrs] 23+45 - ITO+5E -
Haighi (m) 138 +007 - 157 +007 -
Weight (Rgh s T=11.1 31105 Tid4 = 14E TiIx 146
BMI {kg'mI) 264+39 ITR+3T I+ 50F i+ 854
Creiialicm o wocks | ?X34+39 T=2 2439 IE£+T1
Eyuinlic Elod Peossore (mem Hgl l33=34 a9 =T0 111.8x135 1119 =130
Dreieatislie: Blies] Pressiune (mim Hig) Gl E&+3 2 i +5 R BET+96 E05+95
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Akbreadations: EMI: Body Mass Index, WLEF: Women with Low-Risk, WHEF: Womea with High-Risk

Pregzancy.

Table 2. Kieans of the resmlos of blood chemisiory, ondacve sress and hepadin 35 =)

WLEF (N = 23} WHRP (N = 41) Mann Whitss 17 el
W jalike
2o iramssater | 3rd iramsester | 2od irdsssster | 3rd Crimsesler & 4 - 5
""““;ﬁr“‘*' E3.7=108 BT I+I14 G+ 159 92+135 | 0206 | oma | 056E | 0710
‘t‘t: '.:" IETS=1967 | 2061=37% | Z333+5016 189 1 +4624 | 018 | <nom | 097 | ooo
B Ifﬂ::;&‘ 144523371 | 19352578 | 2428276 | JIEI:5ES | 0002 | <00 | <0001 | <0000
SN { el
|_'n_“'|’“ Bl 4222063 | 635722534 | @32222646 | 353322783 | 00sm | o 00E3 | 026
""TI_';‘I'“LF SO 2IG553 | WOT+3147 | ATIE=22629 | w4+ s |oasz | arr | oo | o
i’F"I'_I'_‘hT"l'!- 140+h/2 IES+TS 133+ 66 IT3+E2 noEs | oS 07 | nsns
LP{x (ol
‘H:" Bl apzvzimsos | amsxmes | 3512157 | 410021595 | ooze | 0w | o%37 | o3e7
Fipeslin g
il J6=243 1634 472332 GAE%] ofns | aos | o ooz
n=3E
Abbrendstions: CAT: camlas, GPr: ghotwthions peromidase, LPOx: lipid peroxidstion, 500 mperoxids

dizeratase, WLEF: Women with Low-Risk, WHRP: Womsan with High-Eide Pregnancy.

# TWLEP Mnd trimsster ve. WLEE 3rd frimesiar.

T WLEF 2nd trimaester vi. WHEF 2nd trimesies.

I WEEF Znd trimester w5 WEHEF 3nd trimester.

EWLEP 3rd trimester ws. WEHBF Ind iriosesior.

Tabls 3. Means of the resuits of oo profile and begpcidin (o= 23).
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WLEF 5= 11} WHEF (M = [T Sfann Whitsey 17 test
W aigahle
ool Lo Ly Jedtrinies i r Tadl IS LT S Irassr L # i E
I !
":I"I"" TESI=3TE | BES4:IIIE | 644311279 SEL1976 | 0438 | 0437 | o514 | o3es
TR imi
4l FE | ameascmnse | @TissEs | gaseTioE | 460232973 | 0589 | 0437 | 07 | oS
ml}";"*' 3564329419 | 3L | IHT4:TI | 92925243 | 089K | @19 | 0843 | ams
[e=m
sl 168 =712 A =6 H] 14+ 4725 1% 08 =533 0217 | m1es | o4 | oowe
%&)
Fetratm | i
mm."* 15598 = 1245 IEUZ & 1447 GET + 704 115%=34 0519 | o413 | omwe | oas
Hepeadin
fagfal) 2&1 =312 AR A T2 464 =369 TUT£E43 o519 | oee | o4 | ens

Abbreviations: TIBC: toi] ircer-binding capadty, WIHC: ematerated oo-binding capacity, WLEF: Wensn
with Low-Risk pregzancy, WERF: Women wit High-Fisk Prugnancy.

* WLEP *nd trimester 12 WLEF 3rd trimester.

T WLEP 2nd trimester vi. WEHEF 2nd tamoster.

I WHEF 2nd trimester w5 WEHEF 3rd triznasbar.

ETWLEP 3rd trimester w5 WEHEF Jrd trinsesior.

Table 4. Correlation of biomarkers of iren profile asd bepoidin with blsod chemizitry snd eoidatve soress

WILRP dnd WILERP 2md WILEF 3md WHEF Zmil WHRF 3ed

L WHRF N = I} | risscaer (N=11) | irisscaier (N=11) | irisssaer (N=12) | irissater (N=1I)

Wirmihili=
P wailiae F waliie F waliie f F wdlue f F wadiie
leem - TIBL 0 &0E 0036
lrisn - LITBLEC -032% | 00X
Ieom - 90K OE1S | =0iabl | 6518 | -=hodal =i i3] 076 [ il [575 [i 085
Lol - Fefrats 0213 [ W2 0314 002
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Coni.. Table 4. Correladon of bismarkers of run profile and bepridin with blood chemiziry and oodadve

SOess
leem - CAT 0555 004
lren - CiFs 0T 00T
el - TIBLC -0407 | DS
s - LB -N&ds | =hoDl | -DE23 Doz 1.E8] DS
ki - Feimtn 07E2 00 0745 0Ol
a - Ciuioes -0E27 | DoEs
i - Teghyoesides L EE3 | Dodd
Farritia - LB 0756 | ODOOT | -0543 0o32
Ferrilin - Chalesternl -0is43 0nz3
Feiwilin - Traglyeende D645 [o32
Fernblin - CAT 337 0oz
Ferritin - LPUs -0&3% | 003
TIBL - LITBL 257 =0 (Il DR | =00l 0245 IR ] DBl 0734 0OOT
TIBL - Chalesene oE 03
TIBL - Trghresndss DALE 0032
LITBL - {lslesaessal D673 D033
LABLC - Trighesrsles o5 D43
Hapezidias - SO0 Bl [ell1s] 0nals o33
Hapeidas - CAT f30& | 0os2
Hespealin - (iFx 835 | DODE

Abbrenvistions: CAT: cmlase, &P ghoisthions perosidase, LPOw: lipid peromidation, SO0 soperoxids
dispveiize, TIRC: ioial iroo-binding capacity, UIBC: oaeboraied oo-binding capacity, %5 oo percemdzes
seimration, WLEF: Woman with Low-Eisk pregnency, WHEP: Women with High-Risk Pregnamey

Dizcmssion
Thes rusmlis of fds smdy whoared a simdlar increse o
cholestarol and thghyrerides imboth Eroegs of volemdears
froms the 2nd 4o the 3rd imester of preszancy. Similar
mesults fo previons poblishod mfcoeation "1 In thiz
ey, 34.1%: of pregnant aemen i the WHEP groep

wam lypartensive and 51.2% were dyslipidamic.

O e other band, S00 and Px lewuls incouased
significantly fromy the 2md o the 3rd timoser of
pURgmanCy, J.I:I.l:-:ﬂ]:l.Erl:l'l:l]:l: probably h:-uﬁqthn:ﬂ:'m:t

Mmll@ﬂnmlm::dmﬂmmtmms

53



imatien Sovrnal off Public Hralh Rescorch & Dnelopnear, Novwember 2000, Fol 11, Moo fT 510%

Presamt wisn meeiolic dismrances ocomr dorimg
pregnancy.

Eogarding the iron profila, & was foond that the
volunmers of both groegs presanind nomesal sermm. irom
kvels (60 to 170 pgML). Howerer, the TIBC n the
Ird mimmster of the WLEF groep and & the 2nd amd
ird ripwster of the WHEF group were kigher than the
meference vales (340 o 430 pgidl),"* which would
indica® the absence of oo deficiency in both groege,
it ko mcreases the binding capacity of tamsbamm
end hinding siws. This hypotheus it mafSmmeed by
the posthve milsticoship betaeen e irom and oo
sataration valees.!? as well & a negative relxtionship
betwrecn TIMHS and fron sahiration.

kveli and TIBC in the 3rd timeskr in the WHEF
proep wonld indicate a probable iron overload whes
the tdnding capaciiy with tansismin satmaies, kedng
o mom-transferrin-boond Ton beimg inbemalized in
tissmes,™ whare the F.OS would inceass, wmbalancing
the anbomdamt sywisens, mteckd I the megadw
mlxtionskip botwean sarom imon with CAT and tha
Ppoiite mlrtonship with GPx, & well & the fommerdy
described increae in &Px, affecting fsulin seonation
and lipid cxidation, memlting in moreased sty o
insulin and predizposition to GDM. '7

It & vrorth moting that excess free Don cn accept
mnd donate elecirons not caly to camlyre the Furton and
Haber-Wais reaction. tt also to propagete free radical
chain reacticos, acting as an oxidattre substancs with
2 role in endothelial destuction, and tms participating
in the pathogemesh: of preeclanpsin or GDOM,™
paibclogies pressnt in the WHEF moup. Usaally,
wefficiont iron mobilisatiom of mweres & edecmd by
lower comcanirations of farritin in the 3rd tmester of
pregnancy,” contrary w0 ooy resalts in both Eroups. in
which ww foond an mimease, althoesh mot wignificant.

Thex analyring hopcidin ksl a sismdficans
increass from the 2nd to the 3rd frizoesier, inboth groege,
high-rixk pregzandes associzied with mdammaiory
condificns (CDM or preeclamgris), n which hepcidm
mHies comparsd with heal@n pregoamciss, sugEesing
a probatles oo accummlation as & result of the sulfaie

farTons presciption, since when Snding a swe of poor
mon o pregmancy low levels of bepoddin haoere bean
found ® beng the lowuest during the 3rd trimestsr
compared wid the lst and Ind tomesier, allowmg
pipeem irom transfer b the fotes. !

The pewnioms res=l point: to the mlevance of
mxavoring bepcid during pregmancy. For exmpls,
tmding lowr kevels of it could tdentify pregnast women
parameters, like hemoglchin change.'¥ Comrersaly, n
thiz cohort, the tae patients with the highast wvahes of
hepcidin developed presclampaia ™

In woppont of the notion of the Iwportsnce of
hepcidin s the finding of a negaive relatookip betwean
thiz hommone and 500 in gw WLEF group, reflectmg
i incTess in bapridin erpression dus to the increment
in systamic irom, which o fum halps to medoce on-
modixd oxidative stess by increasing 500 activity,
@using @ imcrease of LPOx lewwls, withont meplying
mtabolic darage whan negathely mlsxied to ghocows.

Imithe WHEP growp, antioxident actiwity was affected
by ion, 3 sitmation reflected by the poaitive relaticaship
m the 3rd tmimsster of pregmancy whes presezting an
e i the levels of GPx dascribed bafore, a positive
relaticachip batoesam cholestarnl with CPr and LPCx,
o wwll & ghoes levels with mighymrides., coinciding
i pagt with a previomly repored mlxtonsidp betwesan
riglhycarides and 200 @ patiants with preeclampsia
where it would inczeass the rsk of vascular disorders
thromhbosiz, ™ so that oxidative stress and insufficiency
in apficocidant defemne sysden could be Sactors that
load tr an mowase o lipid pesoxidation in metabaolic
dizsases such as presclasgwis and GO in addition
to previcusly described elenated wermm concentrations
of farritin and bopcidin, which lead to fZenlin reisomes
due o semittration of paripharal gincose mcepton. ™

A pravious smdyin baxico evahriz.d the ntaiog of 61
mxg ofirom, finding tharitcamed alevatoms in hamoglobin,
RECREETTN Don ntelke during, pregnancy could be: ooe of
the camses of cellular damage.* rom owerload has also
boan sahnzied im mouse wndies, demonstatng that
it cam generate a pathology sipxlar to that obserred m
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TIDM, leading to hyperglycensia, hyperizselingmias,
& mcreased prodection of promfameatery cytokings,
BRne tramscription ™

It can be comchuded froon this study that in ket
crcumstnces, High-Risk and Low-Eide pregmancies
an mcTeaye D Eystemic om lewuls can oconr due fo
an overload induced by iron supplements withowst a
that in women with Low-Eik despiie the fack thes
the antioxidamt sorymw syskns are msponding fo the
presence of ROE, they are mot toklly efective since
there &5 & significant imcrease in LPCx of the 2nd to the
3rd trimester of pregmancy.

A limstation of this stedy is e wmall oumbar of
pabexmt. Notwntnitanding, a final important messags s
that hepridin measmrerwent in prognancy is Importam
25 it is the reguiating hormome of rom homeostaads, amd
may be 2 meeinl biomasker to determine the availahilizy
of iren in pregnancy and it associntion with antiood dasd
wysems could eatablish whether the incmese in seram
imom is oo of the fachom ot lead o the developrea
of metabolic disordars sech as prosclampsia, GDM amd
Fenlimidansi
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9. DISCUSION

Los resultados de este estudio mostraron un incremento similar de colesterol y triglicéridos
en ambos grupos de voluntarias, MEEN y MER, del 2°. al 3er. trimestre de gestacion. Se
debe resaltar que en ambos grupos, los valores de colesterol y triglicéridos resultaron por
arriba de los valores de referencia (<150 mg/dL y <200 mg/dL) (Keshavarz P et al., 2017), ya
que en el MEEN, el 26% rebaso los valores de referencia para colesterol en el 2°. trimestre
y el 47.82% en el 3er. trimestre, asi como para los niveles de triglicéridos del 26% en el 2°.
trimestre y del 73.91% en el 3er. trimestre; mientras que en el MER, el 73.17% rebaso los
valores de referencia para colesterol en el 2°. trimestre y el 78.04% en el 3er. trimestre, asi
como para los niveles de triglicéridos del 87.8% en el 2°. trimestre y del 97.46% en el 3er.
trimestre, lo que reafirma que los cambios hormonales durante el embarazo inducen
alteraciones en el metabolismo de los lipidos, ya que la acumulacién de grasa y la
hiperlipidemia son los dos cambios principales en el metabolismo de los lipidos asociados
con la gestacion (Bukhari et al., 2011). El aumento de los lipidos con el avance de la
gestacion refleja una respuesta de la adaptacion metabdlica materna para apoyar el
crecimiento fetal (Huang H et al, 2013), esto ha sido corroborado en mujeres con embarazos
normoevolutivos al evaluar los cambios en la adiposidad materna y el perfil lipidico, donde
han sido encontrados niveles significativamente mas altos de grasa corporal total, colesterol
total, triglicéridos y LDL comparando mujeres que cursan en el 2°. trimestre (15-22 semanas
de gestacion) y seguidas hasta el 3er. trimestre (32—-39 semanas de gestacion) (Loy SL et
al., 2012).

En mujeres con embarazos normoevolutivos han sido encontrados niveles significativamente
mas altos de grasa corporal total, colesterol total, triglicéridos y LDL comparando mujeres
gue cursan en el 2° y 3er. trimestre de embarazo (Loy SL et al., 2012). Sin embargo los
valores del MER, en donde se encuentran mujeres hipertensas (34.15%) y dislipidémicas
(51.22%), fueron mayores significativamente en ambos periodos comparados con el grupo
MEEN. Cabe destacar que en ambos grupos los valores de presion arterial sistélica y
diastolica no son mayores al valor de referencia para determinar hipertensién, esto puede

ser debido a que aquellas diagnosticadas con la enfermedad tenian control por parte de su
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médico tratante (PAS = 140 mmHg, PAD = 90 mmHg) (Keshavarz P et al., 2017), similar a lo
gue se obtuvo con los valores de glucosa (<130 mg/dL) (Secretaria de Salud, 2016).

Los niveles de SOD y GPx aumentaron significativamente del 2°. al 3er. trimestre del
embarazo, en ambos grupos de estudio, probablemente para compensar el efecto de los
peroxidos lipidicos y otros radicales libres que son producidos por el metabolismo anormal
de los lipidos y a los procesos de inflamacién presentes cuando se presentan alteraciones

metabdlicas durante el embarazo (Loy SL et al., 2012).

En el analisis de los resultados de la cinética de hierro, se encuentra que las voluntarias de
ambos grupos presentan niveles séricos de hierro normales (60 a 170 pg/dL). Sin embargo
la TIBC en el 3er. trimestre de MEEN y en el 2°. y 3er. trimestre de MER fue mayor a los
valores de referencia (240 a 450 pg/dL) (Sermini et al., 2017), lo que indicaria que no hay
una deficiencia de hierro al aumentar aunque no significativamente en ambos grupos los
niveles de hierro desde el 2°. al 3er. trimestre, ya que cuando el hierro sérico es bajo y la
TIBC es alta se debe en parte a la deficiencia de hierro, indicando que al aumentar la
concentracion de hierro en sangre aumenta la capacidad de fijacion de la transferrina y los
sitos de union al relacionarse positivamente los valores de hierro sérico y %S (Raza N et al.,
2014), asi como la relacién negativa entre UIBC y %S. Cuando hay un agotamiento del hierro
en los tejidos, la movilizacion del hierro aumenta a partir de las reservas de ferritina, por lo
gue se produce un aumento de la transferrina sérica que puede estar directa o indirectamente
relacionada con esta induccion (Massey AC, 1992). Si existe una saturacién aparente de
mas del 100% de transferrina (que pudiera evaluarse con la medicién de TIBC), habria un
indicio de hierro no unido a transferrina presente en el suero en pacientes con sobrecarga
de hierro en forma de ferritina tisular si existe un dafio hepatico significativo que libera ferritina
en la sangre, asi como formas de hierro de bajo peso molecular; el hierro no unido a
transferrina es hierro no hemo que no esta unido a transferrina en plasma y se presenta
cuando la capacidad de unién al hierro con transferrina esta saturada, es potencialmente

toxico y lleva a la generacion de radicales libres (Worwood M, 2012).

Encontramos correlaciones positivas en el 3er. trimestre de embarazo del MEEN entre el

colesterol con TIBC, UIBC y ferritina, lo que pudiera reafirmar que en el embarazo
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normoevolutivo existe un incremento de hierro sistémico que junto con el aumento de
colesterol, aumenta las EROs dando lugar a un aumento de los niveles de LPOXx previamente
descrito. En embarazos sanos, ha sido reportada una correlacién positiva entre la actividad
antioxidante y los niveles de colesterol total, por lo que un aumento en los niveles de
colesterol conducen a la peroxidacion lipidica aumentada y la formacion de radicales libres
(Bhat PV et al., 2019).

La terapia con hierro previamente ha sido evaluada al medir el estatus de hierro en mujeres
embarazadas y mujeres no embarazadas, haciendo evidente que cuando el hierro sérico es
bajo y la TIBC es alta se debe en parte a la deficiencia de hierro, por lo que la suplementacién
con hierro es Util para mantener el hierro sérico y el TIBC mas cerca de los valores de mujeres
normales no embarazadas (Wahed F et al., 2007). Caso contrario con nuestros resultados,
donde encontramos una relacion positiva en el 3er. trimestre de embarazo en el MER entre
los niveles de hierro sérico y TIBC, demostrando que en las pacientes con alteraciones
metabdlicas no hay una deficiencia si no una sobrecarga de hierro al saturarse la capacidad
de unioén con la transferrina, dando lugar a que el hierro no ligado a transferrina se internalice
en tejidos (Papanikolaou G y Pantopoulos K. 2005), aumentarian las EROs, desequilibrando
los sistemas antioxidantes (reflejados con la relacidén negativa entre el hierro sérico con CAT
y la relacion positiva con GPx, asi como el aumento anteriormente descrito de GPXx),
afectando la secrecion de insulina y la oxidacion de lipidos, resultando en una mayor
sensibilidad a la insulina y predisposicion a la diabetes mellitus gestacional (Moore TA et al.,
2019). La prescripcidon médica con suplementos de hierro en embarazo ha contemplado
principalmente el beneficio que posee al evitar complicaciones generadas por la deficiencia
de hierro con y sin anemia, lo que por otro lado podria llevar a un exceso de hierro en el
organismo (Calderon, 2007). El exceso de hierro libre puede aceptar y donar electrones no
solo para catalizar la reaccion de Fenton y Haber-Weiss, sino también propagar reacciones
en cadena de radicales libres, actuando como una sustancia oxidativa teniendo un papel en
la destruccion endotelial y asi participar en la patogénesis de preeclampsia o diabetes

gestacional (Kosha M. 2018), patologias presentes en el MER.

Una movilizacion de hierro eficiente de las reservas se ve reflejado por las concentraciones

mas bajas en el 3er. trimestre de ferritina en el embarazo (Rehu M et al., 2010), contrario a
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nuestros resultados en ambos grupos, al encontrar un aumento aunque no significativo en
los niveles de ferritina desde el 2°. hasta el 3er. trimestre en ambos grupos (los niveles se

encontraron dentro de los valores de referencia: 7-159 ng/mL) (Raza N et al., 2014).

Al analizar los niveles de hepcidina, encontramos un aumento significativo entre el MER y
MEEN tanto en el 2°. como 3er. trimestre, datos que concuerdan con los reportados
previamente en embarazos de alto riesgo asociados con afecciones inflamatorias (diabetes
gestacional o preeclampsia) donde la hepcidina se eleva en comparacion con los embarazos
sanos, sugiriendo una probable acumulacién de hierro a consecuencia de la prescripcion
médica con sulfato ferroso, ya que al encontrarse un estado de hierro pobre en el embarazo,
se han encontrado niveles bajos de hepcidina, debido a la regulacién de la hepcidina por el
hierro y la eritropoyesis al asociarse con hemoglobina materna, ferritina y hierro (Koenig D et
al., 2014), siendo los mas bajos durante el 3er. trimestre en comparacién con el 1°. y 2°.
trimestre, permitiendo la transferencia maxima de hierro al feto (Simavli S et al., 2014). Podria
haber una aplicacién clinica para la medicion de hepcidina durante el embarazo, ya que al
medirla y encontrar niveles bajos se podrian identificar a las mujeres embarazadas que
necesitan suplementos de hierro, antes de que cambien otros parametros del estado del

hierro como el valor de hemoglobina (Rehu M et al., 2010).

La regulacion de la disponibilidad de hierro durante el embarazo depende, al menos en gran
parte de las concentraciones maternas de hepcidina, ya que actta inhibiendo los flujos
principales de hierro al plasma: absorcion intestinal de hierro, liberacion de macréfagos que
reciclan el hierro de los eritrocitos viejos y movilizacion del hierro almacenado desde el
higado (Ganz T et al., 2012).

La relacion negativa entre hepcidina y SOD en el MEEN refleja el aumento en la expresion
de hepcidina por el aumento de hierro sistémico que a su vez ayuda a reducir el estrés
oxidativo mediado por hierro al aumentar la actividad de SOD (Sermini CG et a., 2017),
provocando un aumento de los niveles de LPOx previamente descritos, sin implicar un dafo
metabodlico al relacionarse negativamente con la glucosa. En el MER, la actividad
antioxidante se veria afectada por el hierro, situaciéon reflejada por la relacion positiva de

hepcidina con SOD, provocando un dafio metabolico mayor en el 3er. trimestre de embarazo
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al presentarse un aumento en los niveles de GPx previamente descritos, una relacion positiva
entre el colesterol con GPx y LPOx, asi como los niveles de glucosa con triglicéridos,
coincidiendo en parte a una relacién previamente reportada entre triglicéridos y SOD en
pacientes con preeclampsia donde aumentaria el riesgo de trastornos vasculares que
desencadenan disfuncion endotelial, aterosclerosis y trombosis (Sermini CG et al., 2017), por
lo que el estrés oxidativo e insuficiencia en los sistemas de defensa antioxidante podrian ser
un factor que conduzca a un incremento de la peroxidacion lipidica en enfermedades
metabodlicas como la preeclampsia y diabetes gestacional (Taravati A y Tohidi F. 2018),
sumado a las concentraciones séricas elevadas de ferritina y hepcidina previamente
descritas, que conducen a la resistencia a la insulina debido a la sensibilizacion de los

receptores periféricos de glucosa (Reichert C et al., 2017).

Un estudio en nuestro pais evalué la ingesta de 60 mg de hierro, encontrando que provocaba
elevaciones de hemoglobina, ferritina sérica, hierro y LPOx, demostrando que una ingesta
de hierro excesiva durante la gestacion pudiera ser una de las causas de dafio celular (Viteri
FE et al., 2012), mientras que en estudios con ratones, ha sido evaluada la sobrecarga de
hierro, demostrando que puede generar una patologia similar a la observada en la diabetes
tipo 2, dando lugar a la hiperglucemia, hiperinsulinemia, induccion de la sintesis de lipidos y
resistencia a la insulina, asi como un aumento de la produccion de citoquinas
proinflamatorias, como la IL-6, que induce la transcripcion del gen de la hepcidina (Choi JS
et al., 2013). El hierro extracelular normalmente se encuentra ligado a la transferrina, que lo
transporta, lo mantiene soluble y practicamente no-toxico pero en situaciones de sobrecarga
de hierro, se satura la capacidad de union con la transferrina dando lugar a que el hierro no
ligado a transferrina se internalice en tejidos (Papanikolaou G et al., 2005), aumentando la
actividad enzimatica antioxidante a lo largo del embarazo para inactivar las EROs (Yuksel S
et al., 2015) como es el caso de la actividad de la SOD y GPx (Moore TA et al., 2019) asi
como de CAT, en embarazos donde existe un mayor riesgo metabdlico como en la

preeclampsia (Taravati A y Tohidi F. 2018).
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10. CONCLUSIONES GENERALES

Tanto en el embarazo normoevolutivo como en el que presenta alteraciones metabdlicas se
puede presentar un aumento en los niveles de hierro sistémico a causa de una sobrecarga
inducida por los suplementos de hierro, que en las normogestas a pesar de los niveles altos
de EROs, hay una actividad antioxidante efectiva que minimiza los dafos celulares a
comparacion de las embarazadas con alteraciones metabdlicas, ya que el aumento de hierro
continla con el dafio oxidativo y seria una de las probables causas de alteraciones

metabodlicas en embarazo.

La medicion de hepcidina en embarazo ha cobrado importancia al ser la hormona reguladora
de la homeostasis del hierro, pudiendo ser un biomarcador util para determinar la
disponibilidad del hierro en el embarazo y su asociacion con los sistemas antioxidantes
podrian establecer si el aumento de hierro sérico es uno de los factores que conllevan al
desarrollo de alteraciones metabdlicas como la preeclampsia, diabetes gestacional y
dislipidemias.
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