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RESUMEN

La deficiencia de hierro es la carencia nutricional mas frecuente en adolescentes
de los paises desarrollados, y la anemia ferropénica constituye una de las causas mas
frecuentes de afios vividos con discapacidad en la infancia y la adolescencia a nivel
mundial. La adolescencia se considera un periodo de alta susceptibilidad de ferropenia,
debido al crecimiento acelerado, la expansion del volumen sanguineo, el incremento de
la masa muscular en los varones y las pérdidas menstruales en las adolescentes; los
cuales, frecuentemente, a esta edad no son adecuadamente compensados con un

aporte férrico suficiente en la dieta.

El déficit de hierro conlleva consecuencias deletéreas sobre la capacidad fisica
y el desarrollo cognitivo en adolescentes y adultos, y éstos se producen incluso
previamente al desarrollo de la anemia. Por ello, es primordial detectar los estados
deficitarios de hierro en estadios precoces también en la poblacién adolescente, asi
como estimar su magnitud, con el fin de optimizar las intervenciones destinadas a su
correccion y prevencion. En los ultimos afos se han desarrollado nuevos parametros
diagnésticos que permiten detectar la deplecion férrica en momentos tempranos, y que
estan menos influidos por circunstancias externas al contenido de hierro corporal, como
las situaciones de inflamacion. Estos parametros son, entre otros, el RsTf, el indice
RsTf-F y el CHr. Sin embargo, sus valores de referencia en los adolescentes aun se

encuentran en estudio.

En este contexto, esta Tesis Doctoral presenta como objetivos establecer unos
valores de referencia adecuados para los tres parametros mencionados en
adolescentes de nuestro medio, estimar la prevalencia de déficit de hierro en base a
ellos y evaluar la posible influencia de factores demograficos, antropométricos,

nutricionales y socioeconémicos.

Para ello se ha llevado a cabo un estudio observacional transversal en el que se
incluyeron 405 sujetos entre 12 y 16 anos de la ciudad de Almeria (Espafia),
seleccionados por muestreo probabilistico polietapico. Se realizd una exploracion fisica
completa con medidas antropométricas, se extrajo una analitica sanguinea mediante
venopuncién y se realizé un cuestionario a los padres o tutores y adolescentes sobre

aspectos socioecondmicos familiares y habitos nutricionales.
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En primer lugar, se determinaron los valores normales del CHr, el RsTfy el indice
RsTf-F en los adolescentes sanos no ferropénicos, y se analizaron las diferencias segun

el sexo, la edad y el estado puberal.

En base a la definicion clasica de déficit de hierro, se calcularon las AUC para
los tres parametros, que se estimaron en 0.68 para el CHr (IC95% 0.61-0.74), 0.87 para
el RsTf (IC95% 0.82-0.92) y 0.97 en el caso del indice RsTf-F (IC95% 0.95-0.99).

Seguidamente, se establecieron los puntos de maxima discriminacion
diagndstica para el diagnostico de ferropenia, que fueron de < 28.5 pg para el CHr; >
1.95 mg/L y > 1.75 mg/L para el RsTf en chicos y chicas respectivamente; y > 1.5 en
chicos y > 1.4 en chicas para el indice RsTf-F. En base a estos resultados, se ha
propuesto una nueva definicion de ferropenia que emplea estos parametros en lugar de

los clasicos, con las ventajas que éstos aportan.

Por ultimo, se determiné la prevalencia de ferropenia en la poblacién de estudio
empleando estas nuevas herramientas, que fue del 13.3%, con una prevalencia de
anemia ferropénica del 1.2%. Se detectaron como factores de riesgo independientes la
pertenencia a una familia de origen inmigrante y el consumo de una dieta pobre en
hierro, con una ingesta de carne menos de 4 veces a la semana y de pescado menos

de dos veces semanales.

En este trabajo se ha estimado el impacto que presenta el déficit de hierro en la
poblacién adolescente de nuestro medio, ademas de demostrar que el CHr, el RsTf y el
indice RsTf-F son parametros utiles para discriminar el déficit de hierro en adolescentes,
con o sin anemia, estableciendo unos valores cut-off especificos segun la edad vy el
sexo, y proporcionando una nueva definicion de ferropenia con un alto poder

discriminatorio.

14



ABSTRACT

Iron deficiency is the most extensive nutritional deficiency among adolescents in
developed countries, and iron deficiency anemia constitutes one of the most important
causes of years lived with disability in childhood and adolescence throughout the world.
Adolescence is considered a period of increased risk of iron deficiency, due to
accelerated growth, rise of blood volume, greater muscle mass in males and menstrual
blood loss in girls; which, frequently, are not adequately compensated due to unbalanced

low iron-diets.

Iron deficiency may lead to cognitive dysfunction and physical performance
impairment in adolescents and adults, even when iron deficiency has not progressed
enough to cause anemia. Therefore, it is essential to detect iron deficiency in early
stages in adolescent population, as well as to estimate its magnitude, in order to optimize
the interventions aimed to its correction and prevention. In recent decades, new
diagnostic parameters with proven utility in the early detection of iron deficiency have
been incorporated, which are unaffected by circumstances external to the body's iron
content, such as systemic inflammation. These parameters are, among others, serum
transferrin receptor (sTfR), serum transferrin-ferritin (sTfR-F) index and reticulocyte
haemoglobin content (CHr). However, the reference values of these parameters in

adolescents are still under investigation.

Accordingly, the aims of this Doctoral Thesis are to establish appropriate
reference values for the three parameters mentioned above in healthy adolescents, to
estimate the prevalence of iron deficiency by reference to them, and to evaluate the
possible influence of demographic, anthropometric, socioeconomic and nutritional

factors.

A cross-sectional observational study was conducted on a population-based
representative sample for teenagers in Almeria (Spain), of 405 subjects aged 12 to 16
years, selected by the probability sampling method. All subjects underwent a complete
physical examination with anthropometric measurements, a blood test was obtained by
venipuncture, and the parents or guardians and the adolescents were requested to

complete a questionnaire regarding family socioeconomic aspects and dietary habits.

Firstly, reference ranges for CHr, RsTf, and RsTf-F index were determined in
healthy non-iron-deficient adolescents, and differences according to sex, age, and

pubertal status were analyzed.
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Based on the classic definition of iron deficiency, areas under the curve (AUC)
were calculated for the three parameters. They were 0.68 (CI95% 0.61-0.74), 0.87
(C195% 0.82-0.92) and 0.97 (CI95% 0.95-0.99) for CHr, sTfR and sTfR-F index
respectively. The following cut-off points defined iron deficiency: CHr < 28.5 pg, sTfR >
1.75 mg/L in girls and > 1.95 mg/L in boys, and sTfR-F Index > 1.4 in girls and > 1.5 in
boys.

Based on these findings, a new definition of iron deficiency has been proposed,
built on these parameters instead of the classic ones, with the advantages that they

provide.

Finally, the prevalence of iron deficiency in the study population was determined
based on this new definition, and it was estimated in 13.3%, with a prevalence of iron
deficiency anemia of 1.2%. Being part of an immigrant family, a low iron bioavailability
diet, meat consumption below four times a week and fish consumption below twice a

week, were independent risk factors for iron deficiency.

This study provides an estimation of the impact of iron deficiency in the
adolescent population of Almeria. CHr, sTfR and sTfR-F index have proven to be useful
parameters to discriminate iron deficiency in adolescents, with or without anemia, and
specific cut-off values according to age and sex have been stablished, providing a new

definition of iron deficiency with a high discriminatory power.
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CAPITULO I:
INTRODUCCION




Capitulo I. Introduccion

Ia. EL DEFICIT DE HIERRO EN LA
ADOLESCENCIA

La deficiencia de hierro es la carencia nutricional mas frecuente en adolescentes
de los paises desarrollados’?, y es una de las principales causas de morbilidad en los
mismos*. Ademas, la anemia ferropénica constituye una de las causas mas frecuentes
de afos vividos con discapacidad en la infancia y la adolescencia a nivel mundial®. La
adolescencia se considera un periodo de alta susceptibilidad de ferropenia, debido a los
cambios fisioldgicos que conducen a un aumento de las necesidades de hierro®. Los
factores mas comunmente implicados son el crecimiento acelerado, la expansion del
volumen sanguineo, el incremento de la masa muscular en los varones y las pérdidas
menstruales en las adolescentes”™?; los cuales, frecuentemente, a esta edad no son

adecuadamente compensados con un aporte férrico suficiente en la dieta®".

Diversos estudios han evidenciado consecuencias deletéreas del déficit de hierro
sobre la morbilidad infantil, principalmente sobre el neurodesarrollo, tanto a corto como
a largo plazo''®; el sistema inmunoldgico'?', y estados protromboéticos??23.  Sin
embargo, también se han detectado efectos nocivos sobre la capacidad fisica y el
desarrollo cognitivo en adolescentes y adultos®*%, y éstos se producen incluso
previamente al desarrollo de la anemia?®-?®. Por ello, es primordial detectar los estados
deficitarios de hierro en estadios precoces también en la poblacién adolescente, asi
como estimar su magnitud, con el fin de optimizar las intervenciones destinadas a su

correccion y prevencion.

Para profundizar en el conocimiento y la aplicabilidad clinica de los métodos
diagnésticos de ferropenia, en primer lugar, es necesario ahondar en conceptos
intimamente relacionados, como son el metabolismo del hierro, sus peculiaridades y los
cambios que sufre durante la infancia y la adolescencia, asi como los factores que

intervienen en su homeostasis.
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Capitulo I. Introduccion

1. METABOLISMO DEL HIERRO Y FACTORES DE RIESGO DE
FERROPENIA

1.1. METABOLISMO DEL HIERRO

El hierro es un elemento traza esencial para la vida. Se une a proteinas que
realizan y regulan diversas funciones biolégicas, como el transporte de oxigeno a través
del organismo, la transferencia de electrones en la cadena respiratoria, la transcripcion
en la sintesis y reparacion del acido desoxirribonucleico (ADN) o la sefalizacion
intracelular, y participa en reacciones enzimaticas catabolicas y de biosintesis?®. Durante
la ejecucién de sus labores bioldgicas, dona y recibe electrones con facilidad,
cambiando de estado ferroso (Fe?*) a férrico (Fe3*) y viceversa. En estado férrico
presenta gran capacidad oxidativa, y si persistiera de forma libre, podria producir
reacciones enzimaticas que liberarian radicales libres con capacidad de dafar las
membranas lipidicas, proteinas y el ADN, por lo que se encuentra ligado a proteinas y
grupos prostéticos en el organismo. Un adulto humano de complexién media contiene
3-5 gramos de hierro en su interior. La mayoria se encuentra en forma de hemoglobina
eritrocitaria (60%), otra parte como mioglobina en el musculo (10%), y una pequeia
tercera parte contenida en todas las células para el metabolismo tisular (citocromos,
etc.)’*31. Estos tres estamentos constituirian el denominado compartimento funcional
del hierro, en el cual éste se encuentra cumpliendo sus funciones bioldgicas. El
compartimento del hierro circulante haria referencia al hierro unido a la transferrina, que
es la proteina que realiza el transporte de hierro en los liquidos tisulares, que es
aproximadamente el 1%%. Por ultimo, tendriamos el compartimento de depdsito, que
seria el segundo en cuantia (20-25%). El hierro se encuentra en éste en forma de

ferritina y hemosiderina en los hepatocitos y el sistema reticulo endotelial (SRE) (Tabla

).
Compartimento
funcional

*Hb eritrocitaria (60%) eFerritina 'y eTransferrina
*Mioglobina musculo hemosiderina
(10%) (Hepatocitos y SRE)

e|ntracelular procesos
metabdlicos

Tabla I. Compartimentos del hierro corporal.
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Capitulo I. Introduccion

Diariamente se produce una pérdida de 1-2 mg de hierro a través de la
descamacion de las células epiteliales cutaneas y el recambio de las células de la
mucosa intestinal, la excrecion de sudor y las pérdidas sanguineas®*34. Igualmente, se
absorben 1-2 mg de hierro diariamente en el duodeno y yeyuno proximal. Sin embargo,
unicamente para la sintesis de hemoglobina se requieren 20-25 mg de hierro al dia, por
lo que existe un mecanismo de reciclaje y reutilizacién del hierro corporal en un equilibrio

dinamico que requiere una regulacion precisa®3.

Absorcion intestinal de hierro

Tras el nacimiento el aporte de hierro al organismo se realiza exclusivamente a
través de la dieta, excluida la administracién terapéutica. A pesar de que el hierro es
uno de los elementos mas abundantes geoldgicamente, no es infrecuente que los seres
vivos no obtengan el necesario para sus funciones biolégicas y presenten estados
deficitarios en hierro. Esto se atribuye a que es un elemento poco soluble en las formas
en las que habitualmente se haya en la naturaleza. El hierro se encuentra en los
alimentos en dos formas quimicas conocidas como hierro hemo, contenido en productos
de origen animal, y hierro no hemo, que esta presente en una gran cantidad de alimentos

tanto de origen vegetal como animal, y es la forma predominante en los primeros.

El hierro denominado hemo esta rodeado de un anillo de porfirina que facilita su
absorcion intestinal independientemente del contenido de la dieta, y aunque el
mecanismo molecular exacto no es bien conocido, se presume que es transportado
directamente desde la luz intestinal al interior del enterocito, donde se libera a través de
la accion de oxigenasas citosdlicas. Este mecanismo de absorcién del hierro hemo es
mas eficiente y no depende de las sustancias contenidas en la luz intestinal. Se estima
que, aunque solo el 10-15% del contenido de hierro de la dieta se encuentra en forma
de hierro hemo, esta mayor eficiencia en su absorcién (15-35%)%* condicionaria que

constituyera aproximadamente el 40% del hierro biodisponible tras la ingesta®.

El hierro no hemo puede encontrarse en la luz intestinal en dos estados idnicos,
ferroso (Fe?*), o férrico (Fe**); pero sélo es absorbible si se encuentra en estado ferroso.
El pH acido generado por las secreciones gastricas permite a una enzima reductasa
denominada citocromo B duodenal (Dcytb por sus siglas en inglés), que se encuentra
en el borde en cepillo de los enterocitos duodenales, pasar el hierro férrico no absorbible

a estado ferroso®, y una proteina transportadora situada en la membrana apical del
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Capitulo I. Introduccion

enterocito, denominada divalent metal cation transporter 1 (DMT1), es el principal

transportador del hierro al interior de la célula®®3°. Figura 1.

Enterocyte

Fe* Heme
DMT1 transporter

@
Ferric
reductase "_W Heme
| o IR

i

Ferritin

Figura 1. Transporte de hierro a través del enterocito.
Tomado de Ganz T. Systemic Iron Homeostasis. Physiol Rev 201333,

Sin embargo, este mecanismo de absorcién del hierro no hemo, ademas de
depender del pH de la luz intestinal, puede ser interferido por otras sustancias presentes
en la dieta, como los fitatos, polifenoles, acido oxalico, proteina de soja, etc. de los
vegetales, y también algunas proteinas animales como la caseina y proteinas del suero
de la leche de vaca o la clara de huevo. Ademas, el calcio puede bloquear la absorcion

del hierro tanto hemo como no hemo?3°:36.

Por otra parte, el acido ascérbico (vitamina C), es un favorecedor de la absorcién del
hierro, ya que se une al hierro en estado férrico reduciéndolo a ferroso y actia como
quelante, de forma que evita el efecto negativo de los mencionados componentes de la
dieta y lo mantiene soluble en el ambiente alcalino del duodeno®¢-3¢. Ademas, la adicién
de carne roja, pescado o carne de ave a la dieta mejora la absorcién del hierro no hemo,
independientemente del contenido en fitatos y acido ascorbico, posiblemente por el
efecto combinado de los distintos péptidos, aminoacidos y proteinas contenidos en las

fibras musculares?3®49.
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Todos estos factores que influencian la absorciéon del hierro no hemo, condicionan
que la cantidad que aporta la dieta sea muy variable (2-20%), y que cuando ésta esta

constituida exclusivamente por vegetales, su absorcion sea mas limitada (5-12%)33.

Depésito y transporte del hierro

Una vez en el interior del enterocito, el hierro puede unirse a la apoferritina, que es
una proteina con actividad catalitica intrinseca que oxida el hierro ferroso a su forma
férrica, almacenandolo y conformando ambos la molécula ferritina. La ferritina es una
proteina con forma de esfera ahuecada especializada en el depésito de hierro, en cuyo
interior se encuentra el hierro férrico formando un cristal denominado ferrihidrita. Los
mondmeros de ferritina pueden igualmente liberar el hierro de su interior
transformandolo en hierro ferroso, que pasaria al citosol celular para su transporte.
Figura 2.
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Figura 2. Molécula de ferritina.
Tomado de: Knovich MA, et al. Ferritin for the clinician. Blood Rev 2009*'.

Sin embargo, el hierro almacenado en los enterocitos puede perderse rapidamente,
ya que la tasa de reemplazo de las células de la mucosa intestinal es de 2 a 5 dias. El
transporte al exterior celular se realiza a través de la membrana basolateral del
enterocito unido a la proteina ferroportina, que es un transportador transmembrana que

libera el hierro al espacio extracelular*?. La ferroportina es el Unico transportador de
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hierro desde el interior de la célula al plasma, en la membrana basolateral del enterocito,
el sinusoide hepatico y la membrana plasmatica de los macrofagos, y va a adquirir un
papel relevante en la regulacion del metabolismo férrico, como se explicara mas

adelante.

La efaestina en la membrana basolateral y la ceruloplasmina en el plasma, son
enzimas que oxidan nuevamente el hierro ferroso, que cambia a estado férrico, para
unirse a la proteina transferrina*>#*. La transferrina es la principal proteina que recoge
el hierro el hierro liberado a plasma, y recorre el torrente sanguineo para distribuirlo por
los distintos 6rganos y tejidos. Cada molécula de transferrina es capaz de transportar
dos moléculas de hierro, y su saturacion es uno de los mediadores modulan la absorcion
del hierro. Para depositarlo en la célula adecuada, se une a su receptor, el receptor de
la transferrina-1 (RTf1)*>“¢, que se encuentra en la membrana celular y ejerce de

transportador. Figura 3.
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Figura 3. Transporte del hierro desde la luz intestinal al enterocito y al plasma.

DCytb: Citocromo B duodenal;, DMT1: Divalent metal cation transporter 1; IRegl:
Ferroportina; Hp: Hefaestina; Hep: Hepcidina; Tf: Transferrina; TfR1: Receptor 1 de la
transferrina; HFE: proteina hemocromatosis; 82-M: 62-microglobulina.

Tomado de Fairweather-Tait SJ. Iron nutrition in the UK: getting the balance right. Proc
Nutr Soc 2004%.

Una vez que la transferrina se une a su receptor, ambos se internalizan en un
endosoma, se libera el hierro y éste es transportado al citosol celular a mediante la
accion de DMT132,
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Incluso dentro de un mismo tejido, cada tipo celular presenta unos requerimientos y
una capacidad de almacenar el hierro distintos. Los precursores eritrocitarios y los
tejidos con una tasa de recambio alta, requieren abundante hierro, por lo que expresan

gran cantidad de RTf1 en la membrana celular®.

Por otro lado, la hemopexina y la haptoglobina son dos proteinas plasmaticas que
son capaces de unirse al hierro hemo y a la hemoglobina libres, limitando sus efectos

toxicos y facilitando su reciclaje posterior?.

El depdsito de hierro en el organismo se realiza principalmente en los hepatocitos y

en los macrofagos en forma de ferritina.

Los macrofagos obtienen el hierro a través del reciclaje de las células,
principalmente de los eritrocitos, que son las células con mayor concentracion de hierro
del organismo, y que cuando se hayan en estado senescente (su vida media aproximada
es de 120 dias) son captados en el bazo para su degradacion. Cuando los macréfagos
fagocitan el eritrocito, se hidroliza en el fagolisosoma y se libera el grupo hemo de la
hemoglobina, sobre el que a su vez la enzima hemo-oxigenasa 1 actua facilitando la
salida del hierro, ya sea para su almacenaje en el citosol como ferritina o para su
liberacion al plasma a través de la ferroportina®®. Los macréfagos también pueden
obtener hierro de la transferrina a través de los RTf-1 y pueden captar hierro libre o
complejos de bajo peso molecular directamente mediante los DMT1 presentes en su

membrana.

Mientras que el flujo de hierro a través del SRE es muy dinamico, los hepatocitos
actuan principalmente como células aceptoras de hierro. Pueden captar hierro
procedente de la transferrina a través del RTf-1, mediante receptores especificos de
ferritina sérica, hemoglobina y del grupo hemo, y hierro libre gracias al DMT132, El hierro
se almacena fundamentalmente como ferritina, y en menor medida en forma de

hemosiderina.

En contraposicion, el hierro es destinado predominantemente a la sintesis de
hemoglobina por los precursores eritrocitarios en la médula 6sea. Cada dia se renuevan
el 1-1,5% de los hematies circulantes, en un proceso que esta regulado por la
eritropoyetina (EPO), que es sintetizada por las células peritubulares intersticiales del
rifidn en respuesta a la hipoxia celular®?. Sin embargo, para que esta eritropoyesis sea
efectiva, es necesario que se aporten hierro, acido félico y vitamina B12, entre otros, en

suficiente cantidad. En la membrana del hematie y de sus precursores, el hierro que
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llega trasladado por la transferrina es conducido del exterior al citoplasma celular, como
se ha descrito anteriormente, a través de la interaccion con el RTf-1 y el transportador
DMT1, donde cumplira su funcion biolégica de transportar oxigeno por todo el

organismo.

Regulacion de la absorcion y liberacion del hierro

A pesar de la variabilidad del contenido de hierro de la dieta y las pérdidas que se
producen de forma inconstante, los niveles de hierro en el organismo se mantienen
relativamente estables. Esto se debe a que existe un mecanismo que regula tanto la
absorcion intestinal como la liberacién de hierro desde los depésitos, manteniendo un

equilibrio dinamico que permite la consecucion de sus funciones biolégicas.

La hepcidina es una molécula de descubrimiento relativamente reciente, que juega
un papel fundamental en esta regulacion. Es una proteina sintetizada en los hepatocitos,
que se libera al plasma y circula libre en su mayor parte, y cuyo receptor es la
ferroportina. Aunque se ha descrito la produccion local de hepcidina en otros tejidos
(corazon, adipocitos, macrofagos alveolares, etc.), se considera que la de origen
hepatico es la que esencialmente realiza la regulacion sistémica*®. Como mencionamos
previamente, la ferroportina es el Unico transportador de hierro desde el interior al
exterior de las células. Cuando la hepcidina interacciona con ella, induce la
internalizaciéon y degradacion de la ferroportina, de forma que desvia la circulacion del
hierro hacia su almacenaje en forma de ferritina y evita el paso del hierro desde los
enterocitos al plasma y la liberacion desde los hepatocitos y los macréfagos®®®!. Por
tanto, también favorece la excrecion de hierro, ya que esté finalmente sera eliminado al
desprenderse los enterocitos (y por ende sus depésitos de hierro) hacia la luz intestinal

por la renovacion celular continua que sufre la mucosa. Figura 4.
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Figura 4. Regulacion, almacén y transporte del hierro corporal. Fpn: ferroportina.
Tomado de Ganz T. Systemic Iron Homeostasis. Physiol Rev 201333,

A su vez, la sintesis hepatica de la hepcidina se estimula cuando los niveles séricos
y/o de depdsito de hierro son elevados®®3, en un ambiente rico en oxigeno y por las
citoquinas proinflamatorias, por lo que todas estas condiciones favoreceran la excrecion

de hierro y que este se mantenga en los depodsitos y no sea liberado®-4,

La principal citoquina que induce la sobreexpresion de hepcidina es la interleuquina
6 (IL-6). Oftras citoquinas que estimulan la produccion de hepcidina, como los
lipopolisacaridos bacterianos, la interleuquina 1 (IL-1) o el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), parece que la favorecen a través de la induccion de la produccién de IL-65125,
La IL-6 produce la activacion de STAT3, que pertenece a un grupo de méleculas que
intervienen en la transducciéon de sefales y activan la transcripcion de genes (signal
transduction and activator of transcription-STAT), y en este caso STAT3 activa la
transcripcion del gen codificador de la hepcidina®®®’. Por tanto, en situaciones de
inflamacion sistémica, habra una sintesis elevada de hepcidina, que producira la
eliminacion del hierro aportado en la dieta en el intestino y que el hierro de los depdsitos
intracelulares de los macréfagos y hepatocitos no sea liberado, lo cual podria conducir

a un déficit de hierro funcional a pesar de que los depdsitos estén llenos.

Por el contrario, la produccion de hepcidina en los hepatocitos se inhibe cuando el

hierro sérico y/o el de depdsito disminuyen, y en circunstancias en las que esta
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estimulada la eritropoyesis medular®®®®. En la médula ésea se producen supresores de
la hepcidina en respuesta a la EPO®%', de forma que se estimula la circulacion de hierro
disponible para la sintesis de hemoglobina, a la vez que la sintesis de eritrocitos en la

médula dsea esta regulada por la EPO en respuesta a la oxigenacion tisular®®,

Independientemente de la hepcidina, que es el principal regulador del hierro
corporal, la absorciéon de hierro desde la luz intestinal se fomenta en situaciones de
hipoxia, en las que aumentan los niveles de los denominados hypoxia-inducible factors
(HIF). El hypoxia-inducible factor-2 (HIF-2) estimula la producciéon de Dcytb y DMT1 (los
encargados de la absorcion de hierro en el borde en cepillo)®? e induce la sintesis de
ferroportina, por lo que estimula el flujo de hierro desde la luz intestinal al plasma
sanguineo. HIF-2 ademas estimula la sintesis de EPO en la médula ésea, lo que

secundariamente suprimira la sintesis hepatica de hepcidina®.

Por tanto, la regulacion de la absorcién y la circulacidn del hierro en el organismo es
un mecanismo complejo, en el que la hepcidina presenta un papel relevante como
principal efector, limitando o facilitando la absorcién de hierro en el enterocito y su

biodisponibilidad desde los depdsitos. Figura 5.
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Figura 5. Flujo de hierro a través de las células implicadas en su homeostasis.

Erythroid precursor

Tomado de Edison ES, Bajel A, Chandy M. Iron homeostasis: new players, newer insights.
Eur J Haematol 2008,
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1.2. CARACTERISTICAS DEL METABOLISMO FERRICO DURANTE EL
DESARROLLO

Durante el embarazo la expansién del volumen sanguineo materno y el
desarrollo fetoplacentario aumentan notablemente las necesidades de hierro. Para
responder a esta demanda, se incrementa la absorcion de hierro hemo y no hemo de la
dieta, y se movilizan los depdsitos desde los hepatocitos y el SRE. Estos cambios estan
mediados por la supresién de la liberacion de hepcidina, y aunque el mecanismo exacto
no es conocido, la disminucion de los depdsitos maternos y la hipoxia tisular relativa que

se produce durante la gestacion contribuyen a desencadenarlos*3¢4.

Durante el desarrollo fetal, la placenta traslada el hierro materno al feto. La
hepcidina producida por la madre regula la cantidad que se transfiere al
sincitiotrofoblasto placentario a través de receptores TfR1 presentes en su membrana
apical. La ferroportina se expresa en la cara basolateral, de cara a la circulacion fetal,
donde es la hepcidina producida por el feto la que modula la cantidad de hierro que éste
capta, que va aumentando progresivamente para ser maxima en el tercer trimestre de

gestacion®4-,

Estos primeros pasos en la adquisicion de hierro por parte del embrién en
desarrollo son fundamentales, dado que un déficit férrico prenatal puede producir ya
alteraciones del desarrollo cerebral, renal y cardiovascular®” %, e incrementa el riesgo
de presentar ferropenia durante la infancia®. Los recién nacidos a término sanos
presentan una concentracion de hemoglobina elevada, con una media en los primeros
dias de vida de 18,5 g/dl, y un valor minimo considerado normal de 14,5 g/dI’®, debido
a la hipoxia relativa en la que se desarrolla el feto, y sus depdsitos férricos se encuentran

llenos’".

Tras el nacimiento, esta eritropoyesis intensificada se frena, y el hierro
procedente de la degradacion de la hemoglobina, la cual alcanza sus niveles minimos
alrededor de los 2 meses de vida, junto con el disponible en el compartimento de
depdsito y el aportado por la leche materna, que aunque es relativamente bajo
cuantitativamente, es eficientemente absorbido (alrededor del 50%)7%73; son suficientes
para abastecer al lactante en sus primeros meses de vida, a pesar de la alta demanda
que presenta por su rapido crecimiento’ . De hecho, algunos estudios han demostrado
que la absorcion de hierro no esta regulada durante los primeros 4-6 meses como a
edades posteriores, éste es absorbido independientemente del estado de hierro corporal
y los depdsitos existentes, y la absorcion es refractaria a la accidn de la hepcidina’™77,

En este periodo el hierro podria no sélo ser captado en el duodeno, sino también en
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partes mas distales del intestino delgado y el colon’®. Ademas, el estado del hierro
materno en los lactantes alimentados al pecho no influye en su aporte salvo en
situaciones de deplecion muy severa. Todas estas condiciones favorecen una elevada
absorcion y circulacion de hierro, y en los dos primeros meses de vida, los niveles de
ferritina aumentan, debido principalmente al reciclaje del hierro procedente de la

hemolisis del exceso de hematies presente al nacimiento.

A partir de los 4-6 meses los mecanismos de regulacion de la absorcion del hierro
y de liberacion desde los depdsitos comienzan a ser patentes’>’®. Los depdsitos de
hierro disminuyen progresivamente, con una relacion inversamente proporcional al
crecimiento, tanto en peso como en longitud, hasta estabilizarse a los 5-6 meses’'. A
partir de este momento las necesidades de hierro aportado por la dieta aumentan para
soportar el crecimiento y la leche materna es insuficiente para suplirlas, por lo que se
requiere la introduccion de alimentacion complementaria rica en hierro’*. El rapido
desarrollo y la expansion del volumen sanguineo condicionan que la cantidad de hierro
contenida en el organismo se doble entre los 6 y 24 meses. A partir de entonces y hasta
la pubertad, las necesidades de hierro por kilogramo (kg) de peso son menores, dado

que la tasa de crecimiento es menor®.

Con la llegada de la adolescencia se produce nuevamente un aumento en la
demanda de hierro. En este momento vital confluyen diversos factores que
conjuntamente condicionan que sean necesarios unos aportes férricos elevados. En
ambos sexos se produce un pico de crecimiento durante la pubertad. En las chicas
ademas se inician las pérdidas sanguineas menstruales, con lo que se aunan el
aumento de la demanda con una mayor excrecion de hierro®°. En los chicos las
necesidades incluso se doblan a consecuencia del estirén puberal, el aumento de masa
muscular y la expansion del volumen sanguineo®'. Sumado a estas condiciones
fisioldgicas, el deporte de alto nivel, especialmente el de resistencia, se ha asociado a

una mayor frecuencia de ferropenia en los adolescentes®.

En contraposicion, el aumento de las necesidades de hierro no siempre se
acompana con un adecuado aporte a través de la dieta. Por el contrario, durante la
adolescencia se produce una mayor frecuencia de dietas desequilibradas, ricas en
alimentos procesados y pobre en productos frescos, es frecuente la omisién de comidas,

el consumo de “snacks”y dietas mal balanceadas con el objetivo de perder peso'?'183.84,

Todos estos factores convierten la adolescencia en uno de los periodos de mayor

vulnerabilidad en cuanto al metabolismo férrico se refiere.
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1.3. FACTORES DE RIESGO DE FERROPENIA

Como hemos analizado previamente, las épocas del desarrollo en las que las
necesidades de aporte de hierro son mayores son la lactancia, a partir de los 6 meses
de vida, y la adolescencia, por lo que podrian constituir por si mismas factores de riesgo
de ferropenia. Independientemente de estas situaciones fisiologicas de alta demanda,
hay una serie de circunstancias que pueden favorecer que exista un déficit de hierro, ya
sea porque los depositos resulten insuficientes, o porque haya dificultades en su
utilizacién, de forma que aunque el contenido de hierro corporal sea suficiente, éste no
se desplace adecuadamente entre los distintos compartimentos y se produzca un déficit

de hierro funcional.
Caracteristicas intrinsecas del adolescente
La adolescencia es un periodo de alta vulnerabilidad por diversos factores:

- Rapido crecimiento, con aumento de la masa muscular y el volumen sanguineo
circulante, especialmente en los varones®®.

- Inicio de la menarquia en las chicas®.

- Habitos dietéticos inadecuados, con influencia del grupo de iguales y necesidad
de autoafirmacion con divergencia de los habitos familiares, asi como cambios
en las costumbres sociales'’, con mayor consumo de comida rapida, alta en
energia, grasa y sal, y pobre en fibra, hierro, vitaminas y calcio, y menos comida

tradicional.

Ademas, cabe hacer mencién a la conocida como “anemia del deportista”. La
prevalencia de anemia en los atletas jovenes es mas elevada, probablemente por varios
factores que confluyen: pseudoanemia dilucional, que se observa sobre todo en

deportistas de resistencia, hemdlisis intravascular y pérdidas sanguineas repetidas®?.
Factores de riesgo perinatales

Como vimos con anterioridad, el feto adquiere gran cantidad de hierro
procedente de la madre a través de la placenta. Hay diversos factores que pueden

condicionar que no haya un adecuado aporte®.

- Anemia ferropénica materna durante la gestacion, que no asegure un adecuado
aporte al feto. Como se comentd anteriormente, cuando el déficit de hierro
materno es de leve a moderado, existen mecanismos biolégicos que mantienen

el aporte férrico necesario al feto en crecimiento, pero cuando la deplecién de
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hierro es severa, estos mecanismos pueden resultar insuficientes y no se
asegura la transferencia de hierro al feto o a la leche materna durante la
lactancia®’.

- Prematuridad y bajo peso al nacimiento. El periodo del embarazo con una mayor
transferencia de hierro hacia la circulacion fetal es el tercer trimestre, por lo que
los recién nacidos pretérmino presentan depédsitos menores. Ademas, su tasa
de crecimiento es muy elevada, por lo que la demanda es igualmente alta, y en
aquellos que precisan hospitalizacién, esta situacién puede agravarse por las
extracciones frecuentes de sangre®.

- Eventos hemorragicos perinatales, como la transfusion feto-materna o feto-fetal,
por pérdidas directas con un aumento de la demanda.

- Clampaje precoz del cordén umbilical. El clampaje tardio del corddn umbilical se
ha desarrollado como estrategia para favorecer el paso de sangre desde la
placenta al feto en los primeros minutos de vida, lo que repercute positivamente
en los depdsitos de hierro neonatales, aumentando la concentracién de

hemoglobina y los depdsitos de hierro en el lactante8®*°,
Factores de riesgo nutricionales

En base los mecanismos de absorcion del hierro, y a la interferencia que
determinadas sustancias pueden ejercer sobre la absorcion intestinal del mismo, existen

una serie de factores de riesgo nutricionales de déficit de hierro:

- Lactancia materna exclusiva prolongada sin introduccion de alimentacién
complementaria rica en hierro a partir de los 6 meses de vida’'. La leche materna
contiene bajas cantidades de hierro, y aunque éste es altamente biodisponible,
a partir de los 6 meses de vida es insuficiente para asegurar una ingesta
adecuada. Por ello se recomienda la introduccién a esta edad de alimentacion
complementaria rica en hierro, y asi lo indican las principales sociedades
cientificas, entre ellas la Asociacion Espaiiola de Pediatria (AEP)®' y la European
Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition
(ESPGHAN)%2,

- Consumo de leche de vaca no adaptada antes del afo de vida. Los lactantes
alimentados con leche de vaca no adaptada presentan con mas frecuencia
anemia ferropénica y ferropenia sin anemia con respecto a los alimentados con
formulas adaptadas o leche materna®,. Esta influencia negativa se considera que
puede ser debida al bajo contenido en hierro de la leche de vaca, a que el calcio

actua como inhibidor de la absorcion intestinal de hierro, y al propio dafio que
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pueden producir las proteinas de la leche de vaca en la mucosa intestinal
inmadura del lactante®%.

- Dieta pobre en hierro hemo (pobre en carne roja, pescado y aves
fundamentalmente). Como se explicé anteriormente, el hierro hemo es absorbido
desde la luz intestinal directamente sin que intervengan otros moduladores
dietéticos, por lo que es una fuente de hierro con alta biodisponibilidad. Sin
embargo, el hierro no hemo presenta menor absorcion desde la luz intestinal y
ésta ademas se ve disminuida en presencia de otras sustancias, como los fitatos
y polifenoles®. Ver “Absorcion intestinal de hierro” en el punto “1.1. Metabolismo
del hierro” y la tabla Il, en la que se hallan resumidos los elementos de la dieta

que favorecen e inhiben la absorcion intestinal de hierro y que productos los

contienen.

Hierro hemo Carnes, aves, pescado | Fitatos e inositol- Salvado, avena, arroz,
fosfatos cacao, legumbres

Vitamina C Frutas, hortalizas Taninos y fenoles Cacao, infusiones,
fijadores de hierro | espinacas

Fructosa Frutas, miel, tomate, Fosfatos Leche de vaca, lacteos

cebolla
Acido citrico Naranja, mandarina, Calcio Leche de vaca, lacteos

limoén, pomelo
Fibra Verdura

Oxalatos Verdura

Tabla Il. Elementos de la dieta que favorecen e inhiben la absorcion intestinal de hierro y
que productos los contienen.

Adaptado de Mordis Lopez A, et al. Importancia de la ferropenia en el nifio pequefo:
repercusiones y prevencion. An Pediatr (Bcn) 201177,

- Consumo excesivo de lacteos. La ingesta de lacteos en cantidades excesivas,

ademas de que puede desplazar el consumo de otros alimentos®, puede
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disminuir la absorciéon de hierro por su contenido el calcio. El calcio interfiere en
la absorcién intestinal del hierro, tanto del hemo con el no hemo, por mecanismos

que no estan bien esclarecidos®.

Nivel socioecondémico

Los paises en vias de desarrollo presentan tasas mas altas de ferropenia y
anemia ferropénica que los paises industrializados. Esto no es sdélo debido al desarrollo
econdmico o a que una mayor parte de la poblacion se encuentre bajo el umbral de la
pobreza, sino a multiples factores que convergen, como el mayor numero de infecciones
(parasitosis intestinales, malaria, esquistosomiasis, etc.), la inequidad en el acceso a los
sistemas de salud y a los controles obstétrico-ginecoldgicos, la falta de disponibilidad de
dietas diversificadas y fortificadas, las adversidades climaticas, y muchas otras
condiciones que convierten la ferropenia en un problema de salud multifactorial'®. No
obstante, en los paises industrializados también se han asociado tasas mas altas de
anemia ferropénica en nifilos y adolescentes con un nivel socioecondmico familiar
menor®, en términos de situacion laboral de los padres (activa o desempleados),
ingresos familiares y educacion materna®, aunque esta relacion no ha sido consistente

en todos los estudios realizados al respecto'’.

Factores de riesgo de ferropenia por pérdidas sanguineas

En los paises industrializados una de las principales causas de ferropenia es la
pérdida sanguinea, ya sea por causas manifiestas o inadvertidas, agudas o crénicas,

entre las que se encuentran'®2;

- Hemorragias por traumatismos.

- Sangrado gastrointestinal, pulmonar o urinario por patologias subyacentes
(parasitosis intestinales, gastritis, hemorroides, hemoglobinuria paroxistica
nocturna, etc.).

- Sangrado menstrual abundante.

- Donacién de sangre o extracciones sanguineas frecuentes.
Inflamacion sistémica y obesidad

El sobrepeso y la obesidad en nifios y adolescentes se han relacionado
epidemiolégicamente con una mayor tasa de ferropenia, y los factores dietéticos no son

los Unicos que intervienen en esta relacion®,
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En el apartado 171.1. Metabilismo del hierro. Regulacion de la absorcion y
liberacion del hierro se han explicado los mecanismos bioquimicos por los cuales, en
situaciones de inflamacion sistémica, el aumento de producciéon de hepcidina induce la
no absorcion del hierro de la dieta en el intestino y que el hierro de los depdsitos
intracelulares de los macrofagos y hepatocitos no sea liberado, lo cual puede conducir

a un déficit de hierro funcional a pesar de que los depdsitos férricos estén llenos.

En la relacion que existe entre déficit de hierro y obesidad, la hipotesis mas
plausible es que ésta sea debida a la inflamacién sistémica que produce el exceso de
adiposidad en si mismo. El adipocito secreta mediadores inflamatorios, denominados
adipoquinas, que incluyen la adiponectina, la resistina, la IL-6, la leptina, el TNF-a y el
inibidor del plasminogeno tipo 1. Estas adipoquinas son moduladores endocrinos que
intervienen en el metabolismo de la glucosa o en la regulacion de la tension arterial,

pero también son reguladores inflamatorios que afectan al metabolismo del hierro.

Como vimos anteriormente, TNF-a e IL-6 han sido involucradas en la activacion
de la produccion de hepcidina a través de la via STAT3. La leptina también es capaz de
inducir la sintesis de hepcidina a través de esta via, por lo que, como hemos dicho, el
adipocito es productor de sustancias que aumentan la concentracion de hepcidina.
Adicionalmente, se ha visto que los adipocitos son capaces de secretar hepcidina por si

mismos104-107,

Por todo ello, el sobrepeso y la obesidad pueden favorecer la existencia de déficit
de hierro funcional, ya que, a través de estas rutas metabdlicas, y con la hepcidina como
mediador, disminuyen su absorcion intestinal y limitan su liberacion desde los depdsitos

tisulares.
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2. IMPLICACIONES DEL DEFICIT DE HIERRO EN LA ADOLESCENCIA

Muchos adolescentes que presentan déficit de hierro se encuentran
asintomaticos o presentan sintomas leves inespecificos. Cuando refieren sintomas, los
mas comunes suelen ser debilidad, cefalea, irritabilidad y fatiga de distinta intensidad.
No obstante, existen otras complicaciones derivadas de un desarrollo deficitario que

pueden no ser patentes, incluso cuando se encuentran asintomaticos.

Los efectos deletéreos del déficit de hierro durante el desarrollo son bien
conocidos, y se inician ya en la vida fetal, durante la cual el hierro tiene un papel
fundamental en el desarrollo renal, cardiovascular y especialmente cerebral®”'%, No
obstante, como mencionamos anteriormente, durante la gestacién existen mecanismos
que aseguran un aporte férrico elevado al feto, y habitualmente los recién nacidos
presentan los depésitos de hierro llenos, los cuales se deplecionan progresivamente
hasta los 5-6 meses, cuando comienzan a ser mayores las necesidades de aporte férrico
en la dieta”". Si posteriormente el aporte de hierro no es adecuado y se produce una

situacion de déficit, se pueden afectar distintas funciones sistémicas.
Desarrollo neurocognitivo

Los mecanismos biolégicos a través de los cuales durante el desarrollo el déficit
de hierro puede ocasionar alteraciones neurocognitivas son variados. En estudios
animales se ha visto que puede condicionar cambios morfolégicos en determinadas
localizaciones, y el hipocampo y el nucleo estriado son dos areas especialmente
susceptibles. Se produce una menor arborizacién dendritocitaria, se establecen menos
conexiones neurales y éstas son menos complejas?’’. Los oligodendrocitos, que son los
encargados de formar la vaina de mielina en el sistema nervioso central (SNC), son
especialmente vulnerables al déficit de hierro, y puede disminuir el volumen de mielina

en la sustancia blanca cerebral2.

La neuroquimica cerebral es otra de las areas que podrian verse afectadas por
la ferropenia. El hierro interviene en la sintesis de dopamina y noradrenalina'®, y
algunos estudios han mostrado que en una situacion de déficit de hierro puede
ocasionarse disregulacion de la cantidad de estos neurotransmisores, sus receptores y
transportadores''®, por lo que las vias dopaminérgicas nigroestriatales y mesolimbicas
y las noradrenérgicas del locus coeruleus podrian alterarse, si bien se trata de estudios

animales y esto no esta claramente establecido en humanos'’.

36



Capitulo I. Introduccion

En estudios longitudinales llevados a cabo en lactantes y preescolares, se ha
observado que aquellos que presentan anemia ferropénica, incluso una vez tratada y
corregida, en edad escolar presentan peor rendimiento en aritmética, expresion escrita
y algunos procesos cognitivos como la memoria espacial y selectiva''. Sin embargo,
otros grupos de trabajo han observado que la diferencia en el desarrollo psicomotor de
los nifios con anemia ferropénica con respecto a sus iguales no anémicos a lo largo del
tiempo no ha sido consistente'?. Los factores psicosociales, como el nivel
socioecondmico y nivel de estudios familiar, la estimulacion en el hogar y otros factores
nutricionales, son potenciales factores confusores que no pueden excluirse como causa

de estas discrepancias’®.

Se ha postulado que la ferropenia sin anemia en etapas tempranas también
puede producir efectos a largo plazo sobre el neurodesarrollo, aunque son mas escasos.
Algunos estudios han hallado diferencias en el desarrollo psicomotor de los nifios
preescolares y en las habilidades cognitivas de los escolares a favor de los sujetos no
ferropénicos, pero no esta clara la significacion clinica de estos hallazgos™. A largo
plazo, un estudio ha detectado que adultos que a edades tempranas habian presentado
ferropenia referian un nivel de estudios mas bajo y peor salud emocional que aquellos

con un nivel de hierro suficiente™.

Si nos centramos en el déficit de hierro durante la adolescencia, estudios
epidemioldgicos en Estados Unidos han hallado peores puntuaciones en habilidades
matematicas en adolescentes con ferropenia?’. Igualmente, en una cohorte de
adolescentes en China se observo que aquellos con bajos niveles de hierro puntuaban
peor en abstraccion, flexibilidad de pensamiento y procesamiento espacial'®. Un
estudio en Chile concluyd que los adolescentes que habian presentado ferropenia
presentaban peor capacidad de autorregulacion del comportamiento, con mayor tasa de

consumo de sustancias y conductas sexuales de riesgo''“.

En estudios intervencionistas en los que se ha administrado hierro oral a los
adolescentes, en chicas con ferropenia sin anemia, se observd que en aquellas que
recibian ferroterapia frente a las que recibian placebo mejoraba tanto el aprendizaje
verbal como la memoria''®. En otro ensayo clinico controlado con placebo se concluyd
que las adolescentes que recibian hierro oral mejoraban su capacidad de concentracion

y el estado animico®'.
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Estado inmulégico

El hierro interviene en el metabolismo celular y la replicacion del ADN, luego es
necesario para la multiplicacion y diferenciacion celulares, incluidas las células del
sistema inmune. En éstas ademas forma parte de las enzimas responsables de la
sintesis de perdxido de hidrégeno y 6xido nitroso e interviene en la regulacion de la
produccion de citoquinas. Como consecuencia de esta participacion en las funciones
inmunoldgicas, se ha descrito que en condiciones de ferropenia, los macrofagos
presentan menor capacidad bactericida, la actividad de la mieloperoxidasa de los
neutréfilos, que interviene en la destruccidon intracelular de los patégenos, se ve
disminuida, puede haber un menor nimero de linfocitos T?°, ya que requieren hierro para
su multiplicacion, y los linfocitos activados producen una menor cantidad de
interleuquina 2 (IL-2)"'®'"7. En estudios en nifios y adolescentes con ferropenia también
se han detectado menores niveles de inmunoglobulina G (IgG) e IL-6, ademas de una

menor capacidad fagocitica y de oxidacién de los neutrofilos'®2".
Rendimiento fisico

En condiciones de anemia la capacidad de transporte de oxigeno al musculo es
menor, pero a esto se afade que el déficit de hierro conduce a una menor sintesis de
mioglobina y citocromo C en el propio musculo, con menor capacidad oxidativa
mitocondrial. Esto conduce a una menor tolerancia al ejercicio y a que la fatiga muscular

aparezca mas rapido'"’.

En adolescentes con ferropenia sin anemia también se ha constatado una menor
fatigabilidad y mayor resistencia tras recibir tratamiento con hierro frente a adolescentes

tratadas con placebo®'.
Trastornos especificos

Algunos trastornos especificos como la pica (ingestion de sustancias no
nutritivas, como arcilla, tierra, tiza, papel o hielo) o el sindrome de piernas inquietas, en
el que aparece una sensacion desagradable en las piernas durante periodos de
inactividad, especialmente por la noche, y que se alivia con el movimiento, han sido
relacionadas con el déficit de hierro, y muchas veces ceden tras administrar
suplementos férricos'®'"® aunque los mecanismos fisiopatogénicos no son bien
conocidos. También se ha relacionado el déficit de hierro con los accidentes

cerebrovasculares? y las convulsiones febriles en nifios''?!, aunque si bien estas
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entidades parecen mas frecuentes en pacientes pediatricos con anemia ferropénica, no

hay una relacion causal establecida.

39



Capitulo I. Introduccion

3. DIAGNOSTICO DE CARENCIA DE HIERRO

La valoracion del estado de hierro corporal es una tarea compleja, puesto que
como vimos previamente el hierro se distribuye en distintos compartimentos en el

organismo, y la regulacion del paso de un compartimento a otro es multifactorial.

El déficit de hierro puede definirse como aquella situacién en la que no hay hierro
suficiente en el organismo para abastecer el metabolismo y la sintesis de hemoglobina
y el resto de compuestos férricos, secundariamente a un balance de hierro negativo
prolongado. Existen distintos estadios de déficit de hierro, que van sucediéndose
conforme va disminuyendo progresivamente la cantidad de hierro disponible en el

organismo®®.

1. Ferropenia latente. El hierro de los depdsitos se moviliza y éstos se van
deplecionando progresivamente, pero se mantiene la actividad eritropoyética.

2. FEritropoyesis ferropénica. Se ve afectada la disponibilidad de hierro circulante y
por tanto para la actividad celular, sobre todo en los precursores eritroides.

3. Anemia ferropénica. La falta de disponibilidad de hierro afecta a la sintesis de
hemoglobina y el resto de compuestos férricos. Se define como una reduccion
de la concentracion de hemoglobina o de la masa global de hematies por debajo
de los niveles considerados normales para una edad, sexo y altura sobre el nivel
del mar determinados. En la practica, el diagndstico de anemia se establece
cuando la hemoglobina sérica es inferior a 2 desviaciones estandar (DS) para la

edad y el sexo’®.

También es posible que exista un déficit de hierro funcional, en el que a pesar
de que haya hierro disponible en los depdsitos, los mecanismos de transporte hacia los
la médula 6sea y la incorporacion a los precursores eritroides estén mermados'??. Esto
ocurre fundamentalmente en situaciones de inflamacion sistémica, a través de

mecanismos mediados por la hepcidina, como se describid previamente.

No existe un test Unico que nos permita valorar estas distintas situaciones. Se
considera que el gold standard para el diagnéstico de déficit de hierro es el aspirado de
médula 6sea, en el que no se detectaria hemosiderina tefiida por microscopia, lo que
implica la ausencia de hierro disponible para la eritropoyesis'®. Sin embargo, es una
prueba invasiva, poco accesible y costosa, por lo que se han desarrollado otras
estrategias para dilucidar el estado de hierro corporal a través de parametros

determinados en sangre periférica. No obstante, estos parametros deben usarse en

40



Capitulo I. Introduccion

combinacion, pues no hay ninguno que pueda estimar el estado de hierro corporal en
su globalidad, ademas de que sus valores normales sufren variaciones fisiologicas

durante el desarrollo, acompafiando al crecimiento del nifio y el adolescente.
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3.1. PARAMETROS DIAGNOSTICOS

En este apartado abordaremos los parametros hematologicos y bioquimicos que
clasicamente se han empleado para el diagnéstico de anemia y ferropenia. Los
considerados nuevos parametros, especificamente el Contenido de Hemoglobina
reticulocitaria (CHr), el receptor sérico de la transferrina (RsTf) y el indice receptor sérico
de la transferrina / logaritmo de la ferritina (RsTf-F), se expondran pormenorizadamente

mas adelante.

3.1.1. Parametros hematolégicos.
Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es una molécula polifuncional que interviene en diversos
mecanismos celulares, como en reacciones cataliticas, en el metabolismo del 6xido
nitrico o en la regulacion del pH, pero su funcién primaria es el transporte de oxigeno a

través del torrente sanguineo hacia los 6rganos diana.

Es una proteina tetrdmera, es decir, esta constituida por cuatro cadenas
polipeptidicas, a cada una de las cuales se puede unir un grupo hemo, cuyo atomo de
hierro puede unir de forma reversible una molécula de dioxigeno'. Esta estructura le
permite liberar y retener oxigeno en un equilibrio dinamico que se adapta a las

condiciones del organismo.

La cantidad presente en sangre periférica se determina como la masa de Hb por
unidad de volumen sanguineo, generalmente expresada en gramos/decilitro (g/dl), y los
valores considerados normales varian en funcion de la edad, la etnia, el sexo y la altitud.
Como mencionamos anteriormente, su descenso por debajo de 2 DS respecto a estos

valores normales es definitorio de anemia (Tabla IlI).

Mujer | Varén
12-18 | 1218

anos | anos

Hb 1-3 14 1 2 3-6 6-24 2-6 | 6-12

(g/dl) | dias | dias | mes | meses | meses | meses | afnos | afos

Media 18.5 16.5| 14.0 115 11.5 12.0 125 135 14.0 14.5
-2DS | 145 125 | 10.0 9.0 9.5 10.5 11.5 | 11.5  12.0 13.0

Tabla lll. Valores de la hemoglobina sérica en nifios y adolescentes en funcion de la edad

y el sexo.
Adaptado de Nathan DG, et al. Hematology of Infancy and Childhood, 19931%°,
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La determinacion de la Hb como indicador del estado de hierro corporal tiene el
inconveniente de que es un marcador tardio del déficit de hierro, y no detecta estados
mas precoces de ferropenia latente o eritropoyesis ferropénica, por lo que no se
recomienda como determinacion Unica, aunque si es imprescindible para una valoracion

adecuada, puesto que ofrece informacion sobre la severidad del déficit de hierro™?.
Hematocrito

El hematocrito (Hto) es la fraccion del volumen de la masa eritrocitaria respecto
del volumen sanguineo total, y se expresa como un porcentaje. Al igual que la Hb, es
indicativo de anemia cuando disminuye por debajo de 2 DS de los valores considerados
normales, puesto que indica que hay una disminucion de la cantidad de hematies
circulantes y/o su volumen. Sus valores también dependen de la edad y el sexo entre
otras variables. Tabla IV.

Mujer | Vardn
12-18 | 12-18

anos | anos

Hto 1-3 | 14 1 2 3-6 6-24 2-6 | 6-12

(%) | dias | dias | mes | meses | meses meses | afnos | afnos

Media 56 51 43 35 35 36 40 40 41 43
-2DS | 45 39 31 28 29 33 35 35 36 37

Tabla IV. Valores del hematocrito en nifios y adolescentes en funcion de la edad y el

sexo.
Adaptado de Nathan DG, et al. Hematology of Infancy and Childhood, 1993,

Volumen corpuscular medio

El volumen corpuscular medio (VCM) indica el tamafio medio de los hematies
circulantes. Se expresa en femtolitros (fl) y puede determinarse con un contador
automatizado u obtenerse mediante la férmula (Hto (%)/ numero de hematies x 10'?/L)
x 10. En la anemia ferropénica esta descendido con respecto a los valores considerados
normales para la edad y el sexo (tabla V), ya que una de las manifestaciones del déficit
de hierro durante la sintesis del hematie es la disminucion de su tamafo, aunque un
valor bajo no es necesariamente indicativo de ésta. Existen otras causas por las que
puede hallarse descendido, entre ellas la talasemia, la intoxicacién por plomo, las

infecciones o un estado inflamatorio cronico’.
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Se han propuesto multiples indices que intentan discernir la ferropenia y la
talasemia'. Entre ellos se encuentra el indice de Mentzer, que relaciona el VCM con
el nimero de hematies circulantes: indice de Mentzer = VCM (fl) / hematies (10%/pl).
Cuando éste es mayor de 13, es mas probable que la microcitosis se deba a ferropenia
que a una talasemia, puesto que en la primera la médula 6sea produce menos hematies
y mas pequefos, mientras que en la talasemia el numero de hematies se haya
conservado, a pesar de que el tamaiio de éstos esté disminuido'2.

Mujer | Varén

VCM | 1-3 14 1 2 3-6 6-24 2-6 | 6-12
12-18 | 12-18
(fl) | dias | dias mes meses meses  meses | aflos | afos ~ ~
afnos | afos
Media | 108 105 104 96 91 78 81 86 90 78
-2DS | 95 | 86 | 85 77 74 70 75 77 88 78

Tabla V. Valores del VCM en nifios y adolescentes en funcion de la edad y el sexo.
Adaptado de Nathan DG, et al. Hematology of Infancy and Childhood, 1993,

Hemoglobina corpuscular media y concentracion de hemoglobina corpuscular

media

La hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracién de hemoglobina
corpuscular media (CHMH) hacen referencia a la cantidad de hemoglobina que
contienen los eritrocitos. La primera sefiala la cantidad media de hemoglobina presente
en el hematie, se mide en picogramos (pg) y se puede calcular mediante la férmula:
HCM = Hb (g/dl) / hematies (108/ul). La segunda indica la cantidad de hemoglobina que
hay en un volumen determinado de eritrocitos, se mide en g/dl y se calcula mediante la
férmula: CHMH = Hb (g/dl) / Hto (%) x 100.

Cuando estan descendidas indican hipocromia y ambas son sugestivas de
ferropenia, aunque no son exclusivas de ésta, ya que pueden ser bajas también en la
anemia de las enfermedades cronicas, la anemia sideroblastica y algunas

hemoglobinopatias'.
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Sus valores normales también varian con la edad, estan recogidos en las tablas

VI 'y VII respectivamente.

HCM 1-3 14 1 2 3-6 6-24 2-6 6-12 | 12-18

(p9) dias | dias | mes | meses | meses meses | afios | afos | afos

Media 34 34 34 30 30 27 27 29 30
-2 DS 31 28 28 26 25 23 24 25 25

Tabla VI. Valores HCM en nifios y adolescentes en funcion de la edad.
Adaptado de Nathan DG, et al. Hematology of Infancy and Childhood, 1993,

CHCM | 1-3 14 1 2 3-6 6-24 2-6 6-12 | 12-18

(g/dl) | dias | dias | mes | meses meses meses | afos | afos | afnos

Media 33 33 33 33 33 33 34 34 34
-2 DS 30 28 29 29 30 30 31 31 31

Tabla VII. Valores CHCM en nifios y adolescentes en funcion de la edad.
Adaptado de Nathan DG, et al. Hematology of Infancy and Childhood, 19932,

Amplitud de distribucion eritrocitaria

La amplitud o ancho de distribucion eritrocitaria (ADE) es una medida de la
variabilidad en el tamafo de los hematies, y por tanto de anisocitosis. Se calcula segun
la formula: DS del volumen de los hematies (fl) / VCM (fl) x 100. Se considera elevado

cuando es mayor del 14%"%.

El tamario habitual del hematie es de 6-8 micrometros (um)'?°. En condiciones
de déficit de hierro, acido folico o vitamina B12, este tamafio no permanece estable, sino
que se liberan eritrocitos a sangre periférica mas o menos grandes, dependiendo de la
causa subyacente. Por ello generalmente la ADE se utiliza en combinacion con el VCM
para orientar la etiologia de las anemias. En situaciones de microcitosis, en las que el
VCM es bajo, un ADE elevado es sugestivo de ferropenia'’, ya que las talasemias

producen menor variacion en el tamano de los hematies que la eritropoyesis ferropénica.
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Reticulocitos

Los reticulocitos son los hematies mas jovenes en circulacion. Durante la
hematopoyesis, cuando el eritroblasto pierde su nucleo, la célula se convierte en un
reticulocito, que generalmente permanece en la médula dsea durante 2-3 dias, hasta
que es liberado a la circulacion sanguinea, donde completa su maduracion en
aproximadamente un dia. Durante este proceso disminuira su volumen; presentara
cambios en su membrana citoplasmatica que le daran la forma de disco bicéncavo
caracteristica del hematie, y eliminara los ribosomas, mitocondrias y vesiculas

endoplasmicas que lo diferencian de la célula sanguinea madura™' (Figura 6).
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Figura 6. Reticulocitos con ARN ribosomico tenido de azul en el citoplasma celular. Se
observa también su mayor tamafio con respecto a los hematies maduros.

Tomado de Means RT, et al. Diagnostic approach to anemia in adults. Disponible en:
uptodate.com. Actualizado el 9 de abril de 2021. Accedido el 3 de junio de 202132,

En circunstancias en las que la eritropoyesis esta incrementada, un mayor
numero de reticulocitos son liberados a sangre periférica. La produccién de reticulocitos
puede aumentar hasta 20 veces, y este incremento se acompana de una liberacion mas
precoz desde la médula ésea, de forma que se alarga el tiempo en el que el reticulocito

madura en sangre periférica y por tanto su circulacion".
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El recuento de reticulocitos absoluto en condiciones normales es de 25.000-
100.000/pl de sangre. Se puede expresar porcentualmente con respecto a los hematies
circulantes, y los valores normales serian de 0.5-2%. Sin embargo, este porcentaje esta
condicionado por la cantidad de eritrocitos, que esta disminuido en el caso de anemia,
por lo que para no realizar interpretaciones erroneas es mas adecuado corregirlo con
respecto al hematocrito, mediante la formula: % reticulocitos corregido = reticulocitos
(%) x (Hto paciente/Hto normal para la edad). También puede calcularse el indice de
Produccion Reticulocitaria (IPR), que tiene en cuenta ademas la mayor vida media del
reticulocito en condiciones de eritropoyesis aumentada, mediante la férmula: IPR =
Reticulocitos corregidos (%) / Vida media del reticulocito (dias); donde el denominador
estd determinado por el hematocrito del paciente, recogido en la tabla VIII. El valor

normal del IPR es de 2-37°,

Hematocrito (%) reti\c::ﬁgcri':gd(i:ias)
45 1
35 1.5
25 2
15 25

Tabla VIIl. Vida media de los reticulocitos en sangre periférica en funcion del
hematocrito.

Adaptado de Herndndez Merino A. Anemias en la infancia y adolescencia. Clasificacion
y diagndstico. Pediatr Integral 20127°.

Una cifra incrementada de reticulocitos indica una situacion en la que la médula
6sea puede afrontar la recuperacion de una anemia existente, como sucede tras las
hemorragias, los episodios agudos de hemdlisis en recuperacion, o tras la
administracion de quimioterapia o agentes estimuladores de la eritropoyesis. En
estadios avanzados de anemia ferropénica, por el contrario, no hay hierro biodisponible
para soportar el aumento de la demanda, por lo que habitualmente las cifras de

reticulocitos y el IPR son normales o bajos.

La automatizacién del recuento reticulocitario ha permitido no sélo incrementar
la precision del mismo, sino determinar otras caracteristicas como su volumen, la

cantidad de ARN ribosomal o el contenido y la concentracion de hemoglobina que
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presentan. Estas determinaciones se denominan indices reticulocitarios, y entre ellos se
encuentra la fraccion de reticulocitos inmaduros (IRF por sus siglas en inglés, Inmature
Reticulocyte Fraction), el volumen reticulocitario (VCMr), la concentracion corpuscular
media de hemoglobina reticulocitaria (CHCMr) y el contenido de hemoglobina
reticulocitaria (CHr). De todos ellos, este ultimo es el que ha demostrado mayor utilidad
clinica, y es objeto de un andlisis mas exhaustivo en apartados posteriores de este

trabajo.

3.1.2. Parametros bioquimicos.
Ferritina plasmatica

Como se describié previamente, la ferritina es una molécula especializada en el
almacén y depdsito de hierro que se encuentra en la mayoria de los tejidos en el interior
celular, fundamentalmente en el citosol. Cada molécula de ferritina puede contener
hasta 4.000-4.500 atomos de hierro. Sin embargo, existe una pequefia fraccion que es
relativamente pobre en hierro que es liberada por los macréfagos y los hepatocitos a

plasma, donde ejerce como su transportador’3,

La concentracion de ferritina presente en el plasma se correlaciona
estrechamente con los depdsitos de hierro, por lo que se considera la herramienta mas
util en su valoracion. Los cambios en la concentracion de ferritina sérica desde el
nacimiento hasta la vejez reflejan las modificaciones en el hierro tisular, paralelamente
a los cambios en su metabolismo. Al nacimiento la ferritina sérica es alta, desciende
progresivamente durante la infancia para ascender posteriormente durante la
adolescencia hasta la edad adulta, mas en los varones. Las cifras de ferritina, por tanto,

son mas bajas en la infancia y la adolescencia y las mujeres en edad reproductiva’*,

Los valores normales habitualmente se situan entre 15-300 pg/L, y en
condiciones de ferropenia disminuyen por debajo de los 12 pg/L. En nifios en edad
preescolar, basandose en estudios epidemiolégicos, se consideran normales valores

incluso mas bajos, de hasta 10 pg/L™.

La ferritina presenta la limitacion como estimador de los depdsitos de hierro de
que se comporta como un reactante de fase aguda, incrementandose por las
infecciones, la inflamacion, las neoplasias o la enfermedad hepatica, ya que ademas en
estas situaciones patoldgicas, no se produce una adecuada regulacion del flujo de hierro

en el organismo'33, Por ello se propone frecuentemente utilizarla en combinacion con la
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Proteina C reactiva (PCR) u otro marcador inflamatorio que permita discernir estas
situaciones en las que disminuye su sensibilidad. En sentido contrario, sin embargo,
presenta una excelente especificidad, puesto que no hay condiciones patologicas que

conduzcan a la hipoferritinemia salvo el déficit de hierro'6.
Hierro sérico

El hierro sérico o sideremia es la parte del hierro presente en el organismo que
circula en sangre periférica, casi en su totalidad unido a la transferrina. Es hierro en
transito que es desplazado de unos tejidos a otros, y permanece en circulacion durante
un tiempo limitado, normalmente entre 40 y 50 minutos. La mayoria procede del
metabolismo de los hematies en el SRE, y alrededor de un 80% es captado por los
eritroblastos en la médula 6sea. Se trata de un circuito muy dinamico en el que la
concentracion de hierro varia ostensiblemente en funcion de la tasa de sintesis de
nuevos eritrocitos, ademas de en situaciones menos frecuentes que aumentan la
demanda, como la reperfusion sanguinea, el dano tisular, las pérdidas sanguineas o la
prematuridad. En sentido contrario, el hierro sérico aumenta tras la ingesta debido a la
absorciéon del mismo en los enterocitos, que lo trasladan a sangre periférica para su
utilizacion y/o almacenaje’®. También existen variaciones circadianas, con

concentraciones mas elevadas por la mafiana’®.

La sideremia es, ademas, muy sensible a la inflamacion y la infeccién, ya que
citoquinas como la IL-2, IL-6, IL-10 y TNF-a son potentes estimulos para el
desplazamiento del hierro sérico a los depdsitos de los macréfagos. El tiempo en el que
esta situacion se revierte es variable de unos individuos a otros y en funcion de la

duracién del desencadenante en si mismo'%.

La concentracion de hierro sérico se mide en ug/dl, y los valores normales se
consideran comprendidos entre 50 y 120 upg/dl. No obstante, por lo comentado
anteriormente, en cualquier individuo se dan fluctuaciones a lo largo de un mismo dia 'y
en diferentes dias, estimadas ambas en un 10-20%'%, y a su vez existen variaciones
entre individuos, por lo que la medicidn aislada de la sideremia no se considera una

herramienta adecuada para establecer el estado de hierro corporal .
Capacidad total de fijacion del hierro

La transferrina es el transportador especifico del hierro en el torrente sanguineo,
procedente de la absorcion intestinal, del catabolismo de la hemoglobina o de los

depdsitos tisulares, hasta su cesion principalmente a los eritroblastos en la médula 6sea
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o0 a las células de depdsito para su almacenaje. Se produce a nivel hepatico cuando los
depdsitos de hierro de los hepatocitos disminuyen, y a cada molécula pueden unirse dos

de hierro.

La capacidad total de fijacion del hierro (CTFH), o TIBC por sus siglas en inglés,
total iron binding capacity, es una medida de la capacidad de union del hierro a la
transferrina, e indica la cantidad de lugares de union del hierro a la transferrina que hay
disponibles por unidad de volumen de plasma, y se mide en pg/dl. La CTFH aumenta,
por tanto, cuando la sideremia y los depdsitos de hierro son bajos, y disminuye cuando
la sideremia es elevada y los depdsitos estan repletos’?6. Existe también cierta variacion
a lo largo del dia y de un dia a otro en el mismo individuo, pero éstas son menores que
en el caso del hierro sérico, y estan estimadas en menos del 5% y del 8 al 12%

respectivamente’°.

En la infancia, valores de CTFH mayores de 460-480 pg/dl son sugestivos de
déficit de hierro. No obstante, es una medida poco sensible, porque sus niveles se
incrementan cuando los depdésitos de hierro ya estan deplecionados. También hay otros
factores que pueden influir en sus niveles, como son la inflamacion, la infecciéon, tumores
malignos, la enfermedad hepatica, las situaciones de hipoproteinemia (sindrome

nefrético, malnutricién, etc.) o el uso de anticonceptivos orales'™®.
indice de saturacién de la transferrina

El indice de saturacién de la transferrina (IST), de forma inversa, estima el
porcentaje de sitios de union a la transferrina ocupados por atomos de hierro, es decir,
un IST bajo indica que hay muchos sitios de union libres. Se expresa como un porcentaje

y se calcula segun la férmula: IST (%) = Hierro sérico (ug/dl) / CTFH (ug/dl) x 100.

En edad escolar y la adolescencia se consideran normales valores mayores del
14%°". Es una medida del suministro de hierro a los tejidos, y cuando esta descendido
es un indicador de déficit de hierro funcional, pero presenta el inconveniente de que las

circunstancias que influyen en la sideremia y la CTFH afectan también al IST.
Protoporfirina eritrocitaria

En la sintesis del grupo hemo de la hemoglobina, el paso final es la incorporacion
del atomo de hierro al anillo protoporfirinico en los precursores eritroides de la médula
Osea. En este ultimo paso pueden unirse moléculas de Zinc (Zn) en lugar de hierro, y la
molécula generada se denomina protoporfirina-Zinc (ZPP). Esto ocurre en escasas

ocasiones, y la ratio habitual de hierro y Zn unidos a protoporfirina es de 30.000:1.
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Cuando no hay hierro biodisponible para ser incorporado a la protoporfirina, se produce

una mayor union del Zn, por lo que aumenta la cantidad de ZPP'2°,

La protoporfirina eritrocitaria libre (PEL) es la ZPP liberada quimicamente del
atomo de Zn. Dado que la cantidad de PEL con respecto a ZPP en sangre periférica es
muy pequena, menor del 5%, habitualmente se considera que la medicion de ZPP y PEL
tras la liberacion del atomo de Zn son intercambiables bajo la denominacion
protoporfirina eritrocitaria (PE)'®. Se expresa como ug/dl de sangre total o ug/dl de
hematies. A partir de edad escolar se considera que se encuentra en rango de

normalidad cuando su valor es inferior a 70 pg/dl de hematies.

El aumento de las concentraciones de PE es uno de los primeros indicadores de
eritropoyesis ferropénica. Este incremento es proporcional al déficit de hierro y a la tasa
de eritropoyesis. Presenta la ventaja de que fluctia menos que otras determinaciones
como la sideremia o el IST, aunque también puede elevarse por circunstancias ajenas
a la ferropenia, como la inflamacién, la infeccién, enfermedades hepaticas o la

intoxicacién por plomo™’.
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3.2. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE FERROPENIA

Como mencionamos previamente, cuando hay un déficit de hierro en el
organismo se suceden distintas etapas hasta que se afecta la sintesis de hemoglobina
y ocurre la anemia ferropénica. Los parametros diagnosticos de ferropenia se alteran
progresivamente también mientras se suceden estos estadios de déficit de hierro,
conforme se van afectando los compartimentos del hierro. En la tabla IX se encuentran

resumidos los parametros alterados en cada fase.

Ferropenia Eritropoyesis Anemia
latente ferropénica ferropénica

N N N

Parametros Normal

z

Hemoglobina
Hematocrito
VCM
HCM
ADE
Ferritina
Hierro sérico
IST
PE

Z Z2 Z2 Z2Z Z2 Z Z Z
Z2 2\ Z &< Z2 Z2 Z
S ¢ ¢z z z zZ
IR e RS

Tabla IX. Parametros analiticos en las distintas etapas del déficit de hierro.
N: normal; { : descendido; 1*: aumentado.

Adaptado de Camaschella C. Iron-deficiency anemia. N Engl J Med 20153,

Para el diagnéstico de estos distintos estadios del déficit de hierro, se utilizan los
parametros analiticos en combinacién, de forma que aumenta su rentabilidad
diagnéstica. Existe variabilidad en los parametros empleados en funcién de la
disponibilidad, accesibilidad y los estudios epidemiolégicos realizados, pero los que
clasicamente han sido mas utilizados para optimizar la informacién conjunta que ofrecen
son: la ferritina sérica, el VCM, el IST, la PE y la Hb. En las distintas etapas de ferropenia

se afectarian del siguiente modo:

- Ferropenia latente. Disminucion de la ferritina.
- Eritropoyesis ferropénica. Al menos dos de los siguientes: ferritina disminuida,

IST disminuido y/o PEL elevada, o en su defecto, VCM bajo.
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- Anemia ferropénica. Hb baja junto con las alteraciones descritas en la

eritropoyesis ferropénica.

En la ultima fase, la de anemia ferropénica, la anemia se define como un valor
de Hb menor de 2 DS para la edad y el sexo. Por tanto, dado que los valores
considerados normales varian en funcion del sujeto estudiado, también lo hacen los que
definen la severidad de la anemia. En la tabla X se muestran los valores de Hb para
distintas edades y sexos en funcién de la gravedad de la anemia segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS)",

Poblacién Normal @ Anemia leve mé)r::leer:ai:a 2:3:::‘
6 meses - 4 afos 211.0 10.0-10.9 7.0-9.9 <7
5-11 afios >11.5 11.0-11.4 8.0-10.9 <8
12-14 aiios 212.0 11.0-11.9 8.0-10.9 <8
Mujeres 2 15 anos 212.0 11.0-11.9 8.0-10.9 <8
Varones 215 213.0 12.0-12.9 8.0-10.9 <8

anos

Tabla X. Niveles de hemoglobina en distintos estadios de severidad de anemia
expresados en g/dl.
Adaptado de Lépez A, et al. Iron-deficiency anemia. Lancet 20164°,

El diagnéstico de ferropenia es complejo, entre otros motivos, por la ausencia de
un gold standard accesible y proporcionado, la disponibilidad de distintos parametros
con sensibilidad y especificidad subdptimas y la variabilidad en los criterios utilizados en
distintos estudios. En este contexto, la busqueda de nuevas herramientas que permitan
superar estas dificultades ha conducido al estudio de nuevos parametros analiticos,
concretamente el RsTf y el CHr, que como veremos en profundidad mas adelante, han

aportado informacion relevante para la valoracion de la ferropenia en nifos y adultos.
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4. EPIDEMIOLOGIA DEL DEFICIT DE HIERRO EN LA ADOLESCENCIA
4.1. PREVALENCIA A NIVEL MUNDIAL

La anemia puede tener multiples causas, y aunque frecuentemente coexisten
varias en un mismo individuo, por déficits nutricionales, ya sea de hierro, acido félico,
vitamina B12, vitamina A, riboflavina, etc., hemoglobinopatias, pérdidas sanguineas por
diversos motivos, infecciones, u otras; el déficit de hierro es el principal contribuyente a
la anemia a nivel global, tanto es asi, que incluso frecuentemente anemia y anemia

ferropénica se emplean como términos indistintos™#'.

Globalmente, la anemia afecta a 1.620 millones de individuos, lo que se
corresponde con el 25% de la poblacién mundial aproximadamente'2. Sin embargo, la
distribucion no es homogénea en cuanto a las distintas regiones, pero tampoco en las
diferentes edades de la vida. La prevalencia mas elevada de anemia se encuentra en
los nifios en edad preescolar, y es estimada por la OMS en hasta un 42.6%, mientras
que el grupo menos afectado son los varones adultos, con una prevalencia del 12.7%.
No obstante, el grupo con un mayor numero absoluto de individuos afectos son las
mujeres en edad reproductiva (15-49 afos), con 528.7 millones estimadas por la OMS
en 201143,

Africa, el Sureste Asiatico y Europa del Este son las regiones del mundo con una
hemoglobina media mas baja y una prevalencia mayor de anemia, con mas de la mitad

de los nifos afectos en el caso de las dos primeras (Figuras 7 y 8).

Percentage (%)
[ <0 L -
] z0.0-32.0

[ <0.0-se9 [ mo estmate

[ =co0 [ notapalicabi PRI - —

Figura 7. Prevalencia de anemia en nifios entre 6-59 meses.
Tomado de World Health Organization. The Global Prevalence of anaemia in 2011.
Geneva: World Health Organization, 201543,

54



Capitulo I. Introduccion
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Figura 8. Prevalencia de anemia en mujeres de 15 a 49 afos.
Tomado de World Health Organization. The Global Prevalence of anaemia in 2011.
Geneva: World Health Organization, 201543,

No obstante, los datos sobre la prevalencia de anemia en los adolescentes como
grupo de riesgo son escasos, a pesar de que la anemia ferropénica esta reconocida
como una de las principales causas de afios vividos con discapacidad (DALY por sus
siglas en inglés: Disability Adjusted Life Years), a nivel mundial en los chicos de 10 a 14
afos y en las chicas de 10 a 19 afios*, y lo es tanto en paises en vias de desarrollo
como en paises industrializados, aunque la carga de enfermedad es mayor en los

primeros®.

En América Latina y los paises del Caribe, la prevalencia de anemia en
adolescentes en los paises con datos nacionales poblacionales oscila entre el 5.6% de
Méjico y el 30.9% de la Republica Dominicana'4. En Ecuador se estima en un 7%, en
Colombia en el 10.6% y en Jamaica en un 25%. Ademas, se considera que
probablemente esta prevalencia sea mucho mayor en areas rurales que en las areas
urbanas®. Sin embargo, no hay datos poblacionales sobre la prevalencia de ferropenia

en adolescentes.

En Asia hay datos poblacionales publicados relativos a la prevalencia de anemia
en adolescentes en la India, en la cual alcanza cifras de hasta el 44.8% en chicas de
areas rurales's; Indonesia, con prevalencias que oscilan entre el 25.8% en chicas y
12.1% en varones puberales, con diferencias en todos los grupos en funcién del nivel
socioeconomico'®; Nepal, con una prevalencia del 31% global en adolescentes de 10 a

19 arios, del 38% en chicas y del 24% en chicos™’; China, con una prevalencia en
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adolescentes de 10 a 14 afos del 11.7%"8, y Pakistan, con una cifra estimada en

adolescentes del 39%'*°. Los datos relativos a la ferropenia también son muy escasos.

En Arabia Saudi la prevalencia de anemia en la poblacion de 12 a 14 afos es
del 20.6% y del 24.6% entre los 15 y 21 afos, aunque en esta franja de edad oscila
entre el 16 y el 34%. Si focalizamos en los adolescentes de 13 a 18 afos, los varones

tienen una prevalencia media del 16.7%, mientras que las chicas del 34.2%"°.

En Africa los datos relativos a los adolescentes provienen de estudios locales
mas que de estudios poblacionales a gran escala. En Tanzania se ha estimado la
prevalencia de anemia en adolescentes mujeres en un 14.5%, y en chicos en un 7.9%'%".
Un estudio en chicas de edades comprendidas entre los 14 y los 16 afios en Benin hallé
una prevalencia de anemia del 43%"2. En un campo de refugiados de Kenia, se
determiné una prevalencia de anemia del 46% entre los adolescentes, y del 43% de
ferropenia’3. En Etiopia, un estudio realizado en mujeres de 15 a 24 arios hallé una
prevalencia de anemia del 21.7%, aunque esta era notablemente mayor en algunas
areas rurales (hasta del 56.8% en una region denominada Ogadén)'®*. En Egipto hay
estudios que estiman la prevalencia de anemia entre los adolescentes entre un 35 y un
40%, con una prevalencia de ferropenia del 47.4%, de anemia ferropénica del 30.2% y

de ferropenia sin anemia del 11.4%%°.
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4.2. PREVALENCIA EN PAISES INDUSTRIALIZADOS

En los paises industrializados, la prevalencia de anemia ferropénica oscila entre
el 3% y el 20%, dependiendo de la edad y el sexo, pero distintos datos han sido

publicados en funcién del pais.

En Estados Unidos, la prevalencia de anemia ferropénica en varones de 12 a 15
afos es del 5%, mientras que en chicas de la misma edad es del 9%, y en las chicas
entre 16 y 19 afnos este porcentaje aumenta al 16%2. En Canadd, un estudio en
adolescentes de 13 a 19 afios determind una prevalencia de anemia del 3.5% en chicas,
con un 6% de ellas en situacién de ferropenia, mientras que ningun varén se encontraba
anémico’®. Un estudio nacional de la poblacion de 3 a 79 aiios corroboré estos datos
con unas cifras similares en los adolescentes de 12 a 19 afios, de los cuales sélo un
0,2% de los varones presentaba anemia y un 1.3% ferropenia, mientras que en las

chicas la prevalencia de anemia era del 3.7% y de ferropenia del 9.1%?>.

En Europa disponemos de los datos del estudio HELENA (Healthy Lifestyle by
Nutrition in Adolescence), un proyecto financiado por la Comision Europea que tiene
como objetivo la valoracion del estado nutricional de los adolescentes europeos. En él
se analizo el estado del hierro corporal de 987 adolescentes entre 12 y 18 afios de 10
ciudades europeas. La prevalencia global de ferropenia fue del 24.8% y de anemia
ferropénica del 1.3%. En chicos la prevalencia de eritropoyesis ferropénica, determinada
mediante la asociacion de valores bajos de ferritina y elevados del RsTf, fue del 17.7%,
mientras que en las chicas fue del 26.4%, y la prevalencia de anemia ferropénica del

0.5% y el 2% respectivamente®.

Hay estudios anteriores de la década de los 90 de distintos paises europeos. En
Suecia se hallé una prevalencia de ferropenia, definida como hipoferritinemia, de hasta
el 40% en chicas y el 15% en chicos de entre 15y 16 afios’'°¢. En Dinamarca se estimo
una prevalencia de deplecién de los depositos de hierro del 13% en varones y 18% en
chicas adolescentes'’. En Noruega, un estudio hall6é una prevalencia de anemia del 4%
en chicas y el 8% en chicos de 14-15 afos, con ferropenia latente en el 25 y 30%

respectivamente’®s,

En Irlanda, un estudio en chicas de entre 14 y 19 afios determin6 una prevalencia
de anemia ferropénica del 7%, con un 43% de las chicas estudiadas en situaciéon de
deplecién de los depdsitos'®®. En otro trabajo del Reino Unido en adolescentes entre 12

y 14 afos, el 3.5% y 10.5% de los chicos y chicas presentaban anemia respectivamente.
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No obstante, s6lo en un 0.1% de los varones y un 4% de las mujeres hallaron cifras

bajas de ferritina'®.

En paises del Sur de Europa, un estudio en el que se incluyeron chicas
adolescentes de Francia e ltalia, mostré una prevalencia de anemia ferropénica y
ferropenia latente en chicas francesas de 14 a 18 anos del 7.7% y 15.4%
respectivamente; y una prevalencia de deplecion de los depdsitos en chicas italianas de
11 a 15 afos del 11.5%".

La variabilidad en los resultados obtenidos en los distintos estudios puede
atribuirse a multiples factores: distintos criterios de seleccion de la poblacion a estudio,
momento histérico y variabilidad en la implantacion de distintas medidas nutricionales
gubernamentales, diversidad en la metodologia, los criterios diagndsticos establecidos

y valores cut-off, etc.
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4.3. PREVALENCIA EN ESPANA

En Espafia se han llevado a cabo pocos estudios focalizados en determinar la

prevalencia de ferropenia y de anemia ferropénica en los adolescentes.

Una de las ciudades europeas que fueron incluidas en el estudio HELENA fue
Zaragoza. En los adolescentes espanoles que participaron, hubo una prevalencia de
ferropenia latente del 9.6%, de anemia del 1.4%, y ninguno de ellos presenté anemia

sin ferropenia®.

En un estudio realizado en el Pais Vasco, se hallé una prevalencia de anemia en
los adolescentes del 5.3% en varones y del 2.7% en chicas'®', pero no se determino si
la causa era el déficit de hierro o de otra indole. Un trabajo llevado a cabo en Cantabria
en nifnos de 6 a 14 anos en la década de los afios 80, en el subgrupo de adolescentes
de 12 a 14 afos hallé una prevalencia de deplecion de los depdsitos de hierro del 20%
en varones y del 11.8% en las nifas, y de eritropoyesis ferropénica del 1.8% en los
primeros y el 5.5% en las segundas, sin ningun caso de anemia ferropénica, si bien el

numero de sujetos incluidos era algo bajo (109 sujetos en este subgrupo de edad)'®?.

Un estudio mas reciente realizado en una Zona Basica de Salud de Navarra
analizé la prevalencia de ferropenia en sus distintos estadios en adolescentes de 10 a
14 afos, que fue globalmente del 8.6% en varones y el 12.6% en las chicas. Se estimé
una prevalencia de ferropenia latente del 2.2% en varones y 6.3% en mujeres; de
deficiencia de hierro manifiesta, definida por una ferritina sérica disminuida y un IST y/o
VCM bajos del 3.2% en chicos y 3.6% en chicas, y de anemia ferropénica del 3.2% y

2.7% respectivamente®?,

En nuestro medio son necesarios estudios mas recientes con una muestra
amplia y representativa de la poblacion, que permitan discernir la prevalencia real de
ferropenia en una etapa de la vida tan vulnerable como es la adolescencia. La
prevalencia de déficit de hierro puede haberse visto afectada por los cambios de habitos
de vida que ha sufrido la poblacion en general en las ultimas décadas, pero
probablemente estos cambios hayan afectado de forma mas acusada a los

adolescentes en particular.
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Ib. NUEVOS PARAMETROS
ANALITICOS

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos parametros diagnosticos que
permiten detectar la deplecion férrica en momentos tempranos, y que estan menos
influidos por circunstancias externas al contenido de hierro corporal, como las
situaciones de inflamacion. Estos parametros son, entre otros, el RsTf, el indice RsTf-F

y el contenido de hemoglobina CHr'23.164.165,

Los valores de referencia de los parametros analiticos son la base sobre la que
se sustenta su utilidad para la interpretacion de los resultados y su aportacion al
diagnéstico clinico. Sin embargo, como hemos visto anteriormente, los parametros
hematoldgicos y bioquimicos sufren variaciones a lo largo del crecimiento y el desarrollo,
lo cual unido a la escasez de pruebas que se realizan en nifios y adolescentes sanos,
con edades dispares, condiciona que en ocasiones el rango de normalidad en
determinadas poblaciones, como los adolescentes, aun se encuentre en estudio, lo cual

es objeto de este trabajo.

A continuacion se detallan las caracteristicas, utilidad clinica, limitaciones vy

valores de referencia establecidos para cada uno de ellos.
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1. CONTENIDO DE HEMOGLOBINA RETICULOCITARIA

1.1. CARACTERISTICAS Y REGULACION

En la médula 6sea, las células madre hematopoyéticas se diferencian
sucesivamente en progenitores eritropoyéticos, proeritroblastos, eritroblastos y
reticulocitos, y éstos son liberados a sangre periférica, donde continian su
transformacién hasta formar el eritrocito maduro. La sintesis de hemoglobina comienza
en el proeritroblasto, pero ocurre principalmente la fase de eritroblasto, hasta que se
alcanza un acumulo suficiente de hemoglobina en el eritroblasto ortocromatico. En este
momento ocurre la enucleacion de la célula, que pasa a ser un reticulocito'®® (Figura 9).
Estos precursores eritroides sintetizan la hemoglobina en los ribosomas y mitocondrias,
e incluso el reticulocito, a pesar de haber eliminado el nucleo celular, al conservar estas

organelas, tiene cierta capacidad de sintesis de hemoglobina'®’.
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N
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Figura 9. Maduracion y sintesis de Hb de las células eritroides y factores implicados.
Tomado de Ogawa C, et al. Reticulocyte hemoglobin content. Clin Chim Acta 2020%°,

Si ha habido un aporte suficiente de hierro durante este proceso, el reticulocito
contendra una cantidad adecuada de hemoglobina, que podra estimarse mediante la

determinacion del CHr.
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El volumen y la concentracion de hemoglobina de los reticulocitos son medidos
en el laboratorio por contadores hematolégicos automatizados, mediante el analisis de
la dispersion de la luz proyectada sobre ellos en dos angulos distintos'®. El CHr es el
producto de estas dos medidas. El CHr se considera una medida mas estable que la
CHCMr, dado que conforme el reticulocito madura en su transformacion a eritrocito, su

volumen disminuye y aumenta la CHCMr'®7,

El principal regulador de la eritropoyesis es la EPO, que es una citoquina
sintetizada en su mayor parte en las células peritubulares renales en respuesta a la
hipoxia, a través de la produccién de HIF-1'%. Cuando se une a su receptor en los
precursores eritroides, estimula su expansién y diferenciacion. Ademas, en los distintos
pasos de la hematopoyesis intervienen multiples factores de crecimiento y de
transcripcion, algunos de los cuales, como GATA-1, también estan relacionados con la

sintesis de hemoglobina'.
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1.2. UTILIDAD CLINICA

1.2.1. CHr como marcador temprano de eritropoyesis ferropénica.

La medicion del CHr se considera un indicador precoz de la eritropoyesis
ferropénica. Dado que la vida media del reticulocito es baja, de 3-4 dias, la cantidad de
hemoglobina que éste contiene es una medida no demorada de la hemoglobina
sintetizada, y, por tanto, del hierro disponible para la eritropoyesis; a diferencia de los
indices del eritrocito maduro, cuya vida media en sangre periférica es de 120 dias
aproximadamente, y por tanto reflejan la sintesis de hemoglobina que ha acontecido
durante un periodo mas prolongado'®. Por ello, en situaciones en las que resulta
interesante una deteccion precoz de la ferropenia, el CHr puede ser un parametro de

gran utilidad.
1.2.2. CHr en el déficit de hierro funcional.

El diagndstico del déficit de hierro es especialmente complicado en las
situaciones de inflamacién, tanto aguda como crénica, ya que como hemos revisado
anteriormente los parametros clasicamente utilizados para valorar los depdsitos de
hierro y su disponibilidad para la eritropoyesis, como la ferritina o el IST, actian como
reactantes de fase aguda, de forma que no reflejan fidedignamente si hay un déficit de
hierro, sea cuantitativo o funcional. Sin embargo, el CHr en estas situaciones si
constituye un marcador de déficit de hierro funcional, ya que, si no hay hierro disponible,
no puede incorporarse a los precursores eritroides para la sintesis de hemoglobina, y el
CHr desciende con independencia del resto de los parametros hematoldgicos y
bioquimicos'®”. En este contexto, el CHr, junto con el RsTf, es empleado en pacientes
afectos de patologias que pueden condicionar una situacion de inflamacion, en las que
puede coexistir un déficit de hierro, para realizar el diagnéstico diferencial de la anemia

ferropénica con la anemia de las enfermedades crénicas (Tabla XI).
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Anemia de las

Anemia Alfa o beta
Parametro enfermedades
ferropénica talasemia .
crénicas

Hb N2 N2 N2
VCM N2 N2 n/J
N° de

i N2 n/ N%
hematies
IST N n N2
Ferritina NJ n/m T
PE ™ n/ ™
RsTf ap P n
CHr N§ N§ n

Tabla XI. Diagndstico diferencial de la anemia ferropénica con las talasemias y la
anemia de las enfermedades crdnicas.
J :disminuido; 1 : aumentado; n: normal.

1.2.3. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento de la anemia.

El CHr tiene un papel reconocido en la valoracion de la respuesta al tratamiento
con agentes estimuladores de la eritropoyesis. Si el CHr permanece bajo, indica que no
se esta incorporando hierro suficiente a los nuevos reticulocitos que se sintetizan en la
médula 6sea, incluso en las situaciones en las que los marcadores bioquimicos
tradicionales no reflejan correctamente la biodisponibilidad del hierro. También es un
parametro que se eleva rapidamente, en 48-72 horas, cuando existe una respuesta
adecuada a la administracion de hierro intravenoso, por lo que es util en la
monitorizacién temprana de la respuesta a este tratamiento, ya que indica que el hierro

aportado se incorpora a la eritropoyesis medular eficazmente'”".

En nifios hay estudios que demuestran que esta respuesta temprana al
tratamiento también aparece cuando el hierro se administra oralmente, al tercer dia de

haber iniciado la terapia'”2.
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En pacientes adultos con insuficiencia renal crénica se han realizado trabajos
que concluyen que el CHr es un marcador mas util que la ferritina o el IST para dirigir la
terapia con hierro de los pacientes en hemodialisis, puesto que es mejor indicador del
déficit de hierro funcional y por tanto mejor predictor de la respuesta a su

administracion'3176,
1.2.4. CHr en el cribado de ferropenia

Un estudio en chicas adolescentes sefialdé que el CHr puede emplearse para el
cribado de ferropenia, aumentando la precisién del diagnéstico y posiblemente evitando
tratamientos innecesarios en chicas con anemia sin ferropenia'’. Ademas, el CHr se
analiza en la misma muestra que el resto de los parametros del hemograma y los
reactivos necesarios para su determinacion son hasta 5 veces mas econdémicos que los
que se emplean para medir la ferritina sérica'®, lo cual lo convierte en un parametro con

una buena relacion coste-beneficio para ser empleado como herramienta de cribado.
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1.3. LIMITACIONES

Dado que para el calculo del CHr se emplea el VCMr, puede ser bajo en personas
sin déficit de hierro que estén afectos de hemoglobinopatias que cursen con
microcitosis, como las talasemias'’®. Igualmente, puede estar elevado en situaciones
que aumenten el volumen de los hematies, como la anemia megaloblastica por déficit
de vitamina B12 y/o acido félico'”. Es por esto que es indispensable siempre interpretar
los valores del CHr en el contexto del paciente y del resto de parametros hematolégicos

y bioquimicos analizados.

Otra de las limitaciones del CHr como marcador de déficit de hierro es la falta de
estandarizacion de los valores de referencia en las distintas edades de la vida, la cual

sera abordada en el siguiente apartado.
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1.4. VALORES DE REFERENCIA

El CHr ha demostrado ser un marcador de utilidad en el diagnostico de
ferropenia en nifios, adolescentes y adultos. Diversos estudios realizados en nifios han

hallado que es mejor predictor de ferropenia que los parametros clasicos.

En uno de los primeros trabajos publicados que buscaban determinar los valores
de referencia en poblacién pediatrica hasta los 15 afios, establecieron que 26 pg era un
punto de corte 6ptimo (con mejor sensibilidad y especificidad) para el diagndstico de
ferropenia en nifos, si bien no hicieron diferenciaciones por grupos de edad'®. Este
valor fue empleado en un estudio realizado en nifios saudies de 2 a 8 afos, con una
mediana de edad de 3.4 afios, y concluyeron que presentaba una adecuada sensibilidad
y especificidad en su poblacion para el diagnéstico de ferropenia®'. En un estudio mas
reciente realizado en Madrid, con sujetos comprendidos entre 6 meses y 14 afnos, el

valor cut-off con mejor area bajo la curva ROC (AUC) fue 25 pg'®2.

En algunos estudios se ha valorado que en épocas precoces de la infancia los
valores normales pueden ser discretamente mayores. En las primeras 6-8 semanas de
vida la eritropoyesis se encuentra frenada, por lo que en este periodo el CHr puede no
ser un buen estimador del déficit de hierro. En un estudio realizado en lactantes hasta
los 6 meses de vida, se halld que la mediana del CHr descendia progresivamente, y era
de 31 pg (DS 1.7), 27 pg (DS 2.0) y 26.5 pg (DS 2.5) a las 6 semanas, 4 y 6 meses

respectivamente en lactantes no suplementados con hierro'8?,

Un estudio realizado en una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) Neonatal en
recién nacidos pretérmino de menos de 32 semanas y/o 1500 gramos de peso, con edad
corregida de entre 3 y 4 meses, encontraron un valor cut-off 6ptimo para el diagndstico
de déficit de hierro de 29 pg, con mejor sensibilidad y especificidad que la ferritina, el
IST y el VCM'84,

Entre los 9 y los 12 meses de vida, un estudio realizado en Boston en el que se
incluyeron 202 lactantes de esta edad, establecid un valor cut-off 6ptimo para el
diagndstico de ferropenia en 27.5 pg'®. En un trabajo realizado en la Universidad de
Kaunas, en Lituania, en 180 lactantes entre 6 y 24 meses, establecieron un punto de

corte con mayor AUC para el diagndstico del déficit de hierro de 28.55 pg'®®.

En niflos preescolares entre 1y 6 afnos sin ferropenia, Chouliaras et al. hallaron

un percentil 5 de CHr de 24.6 pg, con una mediana de 27.7 pg (DS 1.6)'?".
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Un grupo de trabajo de Portugal establecio valores de referencia del CHr en
distintos grupos de edad basandose en los valores hallados en 311 nifios y adolescentes
sanos de entre 6 meses y 17 anos. Asi, para los nifios con edades entre 6 meses y 5
anos, el percentil 2.5 del CHr fue de 27.5 pg, entre los 6 y 11 afios fue de 28.3 pg, en
las chicas entre 12 y 17 afios de 29.1 pg y en los chicos de la misma edad de 28.8 pg,
sin diferencias estadisticamente significativas entre sexos'®. En un estudio realizado
en mujeres atletas de entre 15 y 20 afos, aquellas sin ferropenia presentaban una
mediana de CHr de 31.4 pg (DS 1.07)'®. En algunos estudios en los que se ha empleado
el CHr como herramienta de cribado de ferropenia en adolescentes se ha utilizado un
punto de corte de 29 pg, pero éste se ha establecido en base a datos extrapolados de

adultos'"”.

En adultos, tanto mujeres como hombres, se consideran normales valores del
CHr mayores de 28 -29 pg'67.190.191,
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2. RECEPTOR SERICO DE LA TRANSFERRINA

2.1. CARACTERISTICAS Y REGULACION

La primera descripcion de los receptores de la transferrina en la membrana de
los reticulocitos data de 1963'%2, y a lo largo de las Ultimas décadas se ha descrito su
estructura y funcion. El receptor de la transferrina 1 (RTf1) es una glucoproteina
transmembrana de estructura homodimérica codificada en el cromosoma 3g29. Los dos
monomeros que lo forman estan unidos por puentes disulfuro en el dominio extracelular.
Cada receptor puede fijar dos moléculas de transferrina, y tiene mas afinidad por la

transferrina diférrica que por la monoférrica o la apotransferrina'' (Figura 10).

COOH COOH

Diferric Transferrin
transferrin binding site

Soluble
J—
isoform

TfR1 protein
(760 amino ™}
acids)

Smmm S

Plasma Smmm S
membrane Disulfide bonds

NH2 NH2

Figura 10. Estructura del RTf1 y union a la transferrina.
Tomado de Harms K, et al. Beyond soluble transferrin receptor: old challenges and new
horizons. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2015%3,

La funcién del RTf1 es captar el hierro circulante para incorporarlo al interior
celular, y existe una correlacion bastante estrecha entre la captacion de hierro y la
cantidad de RTf1 que se encuentra en la membrana celular. Cuando se une a la
transferrina es endocitado, formandose unas vesiculas en cuyo interior una bomba de
protones acidifica el pH y la transferrina modifica su estructura, de forma el hierro se

escinde de esta ultima y puede ser transferido al citosol, ya sea para su utilizacion o

69



Capitulo I. Introduccion

almacenado en forma de ferritina'* (Figura 11). El RTf1 se encuentra en todas las
células, a excepcion de los eritrocitos maduros, tanto en la membrana como
intracelularmente. Su nivel de expresion depende de la demanda de hierro, de forma
que las células hematopoyeéticas, los tejidos en fase de proliferacién celular o la placenta
presentan una expresion maxima. Cuando existe un déficit de hierro intracelular,

aumenta la sintesis de RTf1, y por tanto la captacion de hierro.

Extracellular space

Figura 11. Representacion de la interaccion de la transferrina con el RsTf y el proceso de
endocitosis por el que se traslada el hierro al interior celular.

Tomado de Speeckaert MM, et al. Biological and clinical aspects of soluble transferrin
receptor. Crit Rev Clin Lab Sci 2010*°>.

Existe otro tipo de RTf, el receptor de la transferrina 2 (RTf2), codificado en el
gen 3g22, que se expresa fundamentalmente en tejido hepatico y duodenal. Interviene
en la absorcion intestinal del hierro y en su almacenaje hepatico. Este receptor presenta
una menor afinidad por la transferrina, pero no presenta regulacién intracelular, de forma
que su expresion depende directamente de la concentracion de transferrina diférrica,
independientemente de la demanda o la cantidad de hierro ya almacenada en el tejido
hepatico.

En sangre periférica mas del 99% del RTf circulante se encuentra en una forma

truncada denominada RsTf, que es el cuantificado en las analiticas del estudio del
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estado del hierro corporal. Es una forma monomérica que resulta de la pérdida de los
dominios transmembrana e intracelular, por protedlisis de los aminoacidos 100-101
(Figura 10) de un porcentaje pequefio de los RTf1 que han sido endocitados. Los
mondmeros son liberados al exterior celular, donde pueden unirse a una molécula de
transferrina''. EI RsTf proviene en su mayor parte (70-80%) de los precursores
eritroides, de forma que, en la eritropoyesis ferropénica, al aumentar la demanda de
hierro de los eritroblastos, se incrementa la sintesis de RTf1 y secundariamente también
la liberacién de RsTf a sangre periférica. La cantidad de RsTf circulante es proporcional

a la masa de RTf1 celular',

Al contrario que otros parametros empleados para la valoracién del estado del
hierro corporal, el RsTf no esta influido por las citoquinas liberadas en situaciones de
inflamacién o infeccién aguda o crénica, lo cual presenta una ventaja en determinadas

circunstancias, como se valorara mas adelante.
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2.2. UTILIDAD CLINICA

2.2.1. RsTf como marcador de la actividad eritropoyética

La actividad eritropoyética es el principal determinante de los valores de RsTf,
puesto que como se menciono previamente, el 70-80% del RsTf proviene de los
precursores eritroides, y cuando aumenta la eritropoyesis, se incrementa la demanda
de hierro, la expresion de RTf1 y secundariamente la liberacién a sangre periférica de
RsTH.

Es util para determinar las situaciones en las que la sintesis de hematies esta
aumentada, como las anemias hemoliticas congénitas o adquiridas (esferocitosis,
talasemia major, drepanocitosis, anemia microangiopatica, inmune, etc.) o la policitemia
secundaria, ya que los valores de RsTf se encontraran elevados. Por el contrario,
cuando existe una diminucién de la actividad eritropoyética en la médula 6sea, como en
las anemias aplasicas o en la postquimioterapia, el RsTf esta descendido, puesto que

no se estara produciendo en los eritroblastos'®":1%8,

La correlacion entre el RsTf y la actividad eritropoyética puede ser de utilidad
clinicamente para la valoraciéon de pacientes con anemia de origen multifactorial, como
es el caso de los nifios y adolescentes con enfermedades malignas sometidos a
quimioterapia'®, puesto que, si la anemia es debida a la mielosupresion, el RsTf
permanece descendido. También se ha valorado positivamente como indicador de una
supresion medular adecuada en nifios y jovenes afectos de talasemia que reciben
transfusiones multiples como medida terapéutica, e incluso como un marcador

individualizado del momento 6ptimo para transfundir2®-201,

Igualmente, se ha empleado exitosamente en la monitorizacién de la
recuperaciéon medular tras trasplantes de médula 6sea o la respuesta al tratamiento
farmacoldgico de aplasias medulares'®. En pacientes pediatricos en régimen de didlisis
por insuficiencia renal terminal, ha demostrado presentar una adecuada sensibilidad
como indicador de respuesta inadecuada al tratamiento con eritropoyetina recombinante

humana (rHu-EPO) y déficit de hierro funcional®®?.
2.2.2. RsTf como indicador del estado de hierro tisular

La produccion de RsTf también esta influida por la cantidad de hierro disponible
en el organismo. Skikne et al. publicaron un estudio realizado en voluntarios sanos a los

que se les practicaron flebotomias seriadas, en el que mostraron cémo las cifras de RsTf

72



Capitulo I. Introduccion

no sufrian modificaciones importantes en la primera fase de deplecion de los depdsitos
de hierro, pero cuando se iniciaba la eritropoyesis ferropénica, con el aumento de la
demanda de los precursores eritroides, el RsTf se elevaba de forma precoz, y de forma
mas constante que otros parametros clasicos como la PEL y el VCM?%3, por lo que
resultd un indicador temprano y sensible de la falta de disponibilidad de hierro en los
tejidos. Otros estudios han demostrado como tras suplementar con hierro a pacientes
ferropénicos, los valores de RsTf descienden progresivamente hasta valores

considerados normales?%42%% mostrando la resolucién del déficit de hierro tisular.

En sentido inverso, en sujetos con IST elevados, sobrecarga de hierro o
hemocromatosis, los valores de RsTf son aproximadamente un 20% inferiores a los
determinados en sujetos sanos, si bien en la mayor parte de los casos se mantienen en

rango de normalidad?°7-208,

2.2.3. Diagnéstico diferencial de la anemia ferropénica y la anemia de las

enfermedades cronicas.

Una de las principales limitaciones de los parametros determinados
clasicamente en la valoracion de los individuos afectos de anemia es su alteracion en

los estados de inflamacion sistémica.

El RsTf no presenta variaciones en los estados de inflamacion, tanto aguda como
crénica, o en las enfermedades hepaticas?®2'°, por lo que no se eleva en la anemia de
las enfermedades cronicas?'!, y es util para el diagnoéstico diferencial de la etiologia de
la anemia en estas situaciones (tabla Xl), incluso cuando coexiste esta ultima con un
déficit de hierro (tabla XII).

En este mismo sentido también se ha evaluado el RsTf como parametro
discriminador en el diagndstico diferencial de la anemia ferropénica con la anemia de
origen infeccioso, y ha demostrado constituir un buen indicador de ferropenia. En nifios,
Vazquez-Lopez et al. corroboraron esta cualidad discriminatoria un estudio en 368
sujetos de 1 a 10 anos, en los cuales el RsTf presentd unas sensibilidad y especificidad
elevadas en el diagnéstico de ferropenia, tanto en aquellos con anemia ferropénica

aislada como en aquellos que presentaban una infeccion aguda concomitante?'2,
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Anemia
Parametro
ferropénica
Hb N2
Ferritina N}
RsTf ™
indice RsTf-F ™

Anemia de las
enfermedades

crénicas

N2
n/m

Anemia ferropénica +
Anemia de las
enfermedades

cronicas

N

T
T
T

Tabla Xll. Diagndstico diferencial de la anemia ferropénica con la anemia de las

enfermedades cronicas y ambas en combinacion.

s disminuido; 1 : aumentado; 1N : muy aumentado; n: normal.

Adaptado de: Beguin Y. Soluble transferrin receptor for the evaluation of erythropoiesis

and iron status. Clin Chim Acta 2003%%¢.

2.2.4. Muestra requerida para determinar el RsTf

La determinacién del RsTf requiere un volumen de muestra muy pequenio, de 10

microlitros (L), lo cual es una ventaja no desdenable sobre todo para el estudio de

pacientes en edad pediatrica’’".
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2.3. LIMITACIONES

2.3.1. Ausencia de estandarizacion en su determinacion

La principal limitacion que presenta el RsTf como herramienta en el laboratorio
clinico es la falta de estandarizacion en su determinacion. Existen diversos Kkits
comerciales destinados a ello, y en funcién del reactivo empleado (receptor intacto libre,
receptor truncado en suero, receptor unido a transferrina), el origen de éste (placenta o
suero), el uso de anticuerpos monoclonales o policlonales, el tipo de marcador empleado
(yodo, enzimas peroxidasa, fosfatasa alcalina) y el tipo de sefal emitida (radiactividad,
fotometria, nefelometria, fluorescencia); los valores obtenidos del RsTf en individuos sin
patologia son dispares (hasta 25 veces superiores o inferiores segun el método). No
obstante, una vez establecido un valor de referencia para una metodologia concreta, las
mediciones del RsTf se comportan de forma similar en las distintas formas de

enfermedad, independientemente del método'®7:213214,

La disparidad de valores de referencia y valores discriminantes, dependiendo del
calibrador y el método empleado, dificulta su aplicacion clinica''. En un intento para
solventar esta dificultad, la OMS establecié en la pasada década un reactivo de
referencia (RsTf recombinante) para disminuir la variabilidad inter-método, con el
objetivo de lograr una estandarizacion internacional que permita generalizar los

resultados?'®.
2.3.2. Ausencia de alteracion en el estadio deplecion de los depésitos de hierro

Como se menciond previamente, segun los estudios realizados por Skikne et
al.?®, el RsTf se eleva de forma precoz en el estadio de eritropoyesis ferropénica,
cuando aumenta la demanda tisular de hierro, pero se mantiene estable en el estadio
anterior de vaciamiento de los depésitos. Estos hallazgos han sido refrendados en otros
estudios en poblacion pediatrica, como el realizado por Choi et al., en el que se
analizaron los valores de RsTf obtenidos en nifios de 9 a 12 afos de edad que sufrian
distintos estadios de déficit de hierro y un grupo control sin ferropenia; en el que si bien
los valores de RsTf en los sujetos en fase de deplecion de los depdsitos eran
ligeramente superiores frente a los controles, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas, mientras que en las fase de eritropoyesis ferropénica y anemia ferropénica
el RsTf se elevaba paralelamente a la severidad de la ferropenia de forma
estadisticamente significativa®'®. EI mismo grupo de trabajo analizé la sensibilidad y

especificidad del RsTf en el diagnostico de ferropenia en adolescentes de entre 17 y 19
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afnos, confirmando que su sensibilidad era baja en el estadio de deplecién de los
depositos, pero aumentaba ostensiblemente en estadios posteriores sin detrimento de

su especificidad?'”.

Para poder detectar esta fase inicial de la ferropenia, se ha empleado en
combinacion con la ferritina mediante indices que los relacionan, lo cual se abordara

mas adelante.
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2.4. VALORES DE REFERENCIA

La falta de estandarizacién del método de medida del RsTf ya mencionada, unida
a su variabilidad a lo largo del crecimiento y desarrollo durante la infancia y
adolescencia, hace muy dificil el establecimiento de unos valores de referencia

extrapolables a toda la poblacion pediatrica.

Kuiper-Kramer et al. determinaron el RsTf mediante el método Ramco-TfR
(Ramco Laboratories, Houston, Texas, USA) en sangre de cordon de 133 recién nacidos
y los compararon con los de 64 adultos sanos. La media del valor del RsTf en el grupo
de los recién nacidos fue de 9.25 mg/L, con un intervalo entre el percentil 10 (p10) y 90
(p90) de 6.30-14.63 mg/L, mientras que el de los adultos fue significativamente inferior,
con una media de 4.90 mg/L y un intervalo p10-p90 de 3.96-6.18 mg/L. También
compararon el valor del RsTf el primer dia de vida con el 5°, hallando un descenso del
mismo, y sin una correlacion clara con el hierro y ferritina séricos, por lo que
probablemente en los primeros dias de vida el RsTf no sea un reflejo real del estado de

hierro corporal?'8,

Malope et al. midieron el RsTf mediante ELISA, también con el método Ramco-
TfR, en 561 nifios entre 1 y 6 anos, y hallaron que la media de RsTf en nifios sin
ferropenia ni anemia fue de 6.1 mg/L (SD 2.2 mg/L)?"". En 261 nifios griegos de la
misma edad, Chouliaras et al. establecerion una media del RsTf de 2.5 mg/L (SD 0.5
mg/L), determidado con el Advantage chemiluminescence autoanalyzer, Nichols
Institute Diagnostics, CA, USA?"°.

Vazquez-Lopez et al., en un estudio en nifios espafoles con edades
comprendidas entre los 1 y 11 anos, establecieron valores de referencia para el RsTf
determinado mediante inmunoturbidimetria con el kit comercial Quantex sTfR kit (Biokit
SA, Barcelona), con una media de 1.22 mg/L (SD 0.28 mg/L), con un percentil 97.5 de
1.90 mg/L. Detectaron que habia una disminucién de los valores del RsTf conforme la
edad de los nifos era mayor en el analisis por grupos de edad, aunque ésta era poco

significativa??.

Lin et al. determinaron el RsTf en 1006 nifios chinos entre 6 y 14 afios mediante
ELISA con el kit de R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, y en el grupo control la media
fue de 18.74 nmol/L (SD 3.06 nmol/L), lo cual equivaldria a 1.59 mg/L (SD 0.26 mg/L)??".

Choi et al. en un estudio en nifios de 9 a 12 de afios de edad, en el grupo de

controles sanos hallaron un valor medio del RsTf de 1.8 mg/L (SD 0.7 mg/L) determinado
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mediante un método inmunoenzimométrico (IDeA™ sTfR, Orion Diagnostica, Espoo,

Finland)?'8.

En un estudio realizado en adolescentes varones de 11-13 afios sanos en
Finlandia, en el que determinaron el RsTf mediante ELISA por el método Flowers?'?,
hallaron una media en esta poblacién de 6.9 mg/L (SD 0.1 mg/L)?%. Cogswell et al., en
el contexto del estudio poblacional estadounidense NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey) 2003-2006, en el que se determind el RsTf mediante
inmunoturbidimetria con el Tina-quant sTfR assay (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), publicaron que, en chicas de 12 a 19 afos, el valor medio del RsTf fue de
3.51 mg/L (SD 0.03 mg/L)?%.

Un estudio finlandés llevado a cabo por Suominen et al., en el que se incluyeron
301 nifios y adolescentes sanos de entre 6 meses y 18 anos de edad, y en el que se
determiné el RsTf mediante un método inmunoturbidimétrico automatizado (IDeA®
STfR-IT; Orion Diagnostica)®®, hall6 que el percrentil 97.5 era distinto en funcion de la
edad, y descendia hasta valores similares a los del adulto en la adolescencia®?*: entre
los 6 meses y los 4 afios era de 3.3 mg/L (IC95% 3.1-3.4 mg/L); entre los 4 y 10 afios
de 3.0 mg/L (IC 95% 2.9-3.2 mg/L); entre los 10 y los 16 afios de 2.7 mg/L (IC95% 2.7-
2.8 mg/L), y en los mayores de 16 anos de 2.3 mg/L (IC95% 2.2-2.4 mg/L).

Un estudio en nifios y adolescentes esparioles con edades entre los 6 meses y
los 16 afios, con un grupo control de nifios sin enfermedad aguda o cronica y sin
ferropenia, hallé unos valores medios de RsTf, medido mediante nefelometria con
particulas intensificadoras con el Kit N Latex sTfR en analizador Behring Marburg
GMBH®, de 1.20 mg/L (DS 0.53 mg/L), aunque los valores medios fueron mayores en
los menores de dos afios (1.42 mg/L) frente a los preescolares (1.07 mg/L), escolares

(1.21 mg/L) y los adolescentes mayores de 12 afios (1.08 mg/L)??°.

Kratovil et al., en otro estudio que abarcé todas las edades pediatricas, también
hallaron que los valores mas elevados de RsTf en sujetos normales se presentaban en
edad preescolar y escolar, mientras que en adolescentes descendian progresivamente.
El RsTf se determind mediante el método Quantikine IVD sTfR Immunoassay kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN), y el percentil 97.5 en los distintos rangos de edad fue de
2.85 mg/L entre los 6 y 24 meses, 3.05 mg/L entre los 2 y 6 afios, 2.72 mg/L entre los 7
y 12 afos, 2.69 mg/L entre los 13 y 17 anos y 2.32 mg/L en los sujetos con 18 afos o

mas?%.
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Ooi et al., en un grupo de nifios y adolescentes candienses, también hallaron
valores del RsTf mayores en nifios en edad escolar con respecto a los adolescentes
entre 13 y 18 afios, con un percentil 97.5 del RsTf determinado mediante el método
nefelométrico N Latex sTfR (Dade Benring, Marburg, Germany) de 2.74 mg/L, 2.63
mg/L, 2.67 mg/L y 1.91 mg/L en los grupos de 4 a 6 afos, 7 a 9 afios, 10 a 12 afios y 13

a 18 afos respectivamente??’.

Choi et al. analizaron el RsTf, determinado mediante el método IDeA™ sTfR
Orion Diagnostica, Espoo, Finland, en adolescentes entre 17 y 19 afios surcoreanos,
hallando una media de 1.71 mg/L (SD 1.06 mg/L) en sujetos sanos, con un valor cut-off

optimo de 3.34 mg/L para el diagnostico de ferropenia sin anemia'’.

En adultos, Punnonen et al. realizaron un estudio en el que se realizé aspirado
medular a 129 sujetos que presentaban anemia de distintas causas, y establecieron un
punto de corte 6ptimo del RsTf para el diagndstico de ferropenia, determinado mediante
el IDeA™ sTfR immunoenzymometric assay (IEMA) by Orion Diagnostica, de 2.7 mg/L,
con una sensibilidad y especificidad del 94%2?8. En éste y estudios posteriores, se han
postulado valores cut-off de entre 2.3 mg/dl y 2.7 mg/dl, y la mayoria de los autores
considera que 2.5 mg/dl es un punto de corte con adecuadas sensibilidad y especificidad

en poblacién adulta cuando es determinado con este método??°,

La mayoria de los estudios realizados en adultos revelan que los niveles
normales de RsTf son relativamente estables en sujetos sanos, y no presentan
variaciones significativas en funcion de la edad, el sexo, la etnia o el estado pre o

postmenopausico en el caso de las mujeres’®.

Los valores de referencia obtenidos del RsTf en nifios y adolescentes sanos de

los estudios referenciados se encuentran resumidos en la tabla XIII.

En conclusion, los valores normales del RsTf parecen ser ligeramente mas
elevados durante la infancia, para alrededor de los 16 afos alcanzar niveles similares a
los de los adultos, independientemente de la metodologia empleada. Esto
probablemente sea debido a los cambios fisicos, que son mas acentuados durante la
infancia y el periodo puberal, con mayor actividad eritropoyética debida al crecimiento,
mas que a un déficit de hierro tisular, puesto que estos estudios han analizado sujetos

sanos con depositos de hierro adecuados.
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Publicacion

Kuiper-Kramer et al.
1998218

Malope et al. 20012"!

Chouliaras et al.
2009?%'°

Vazquez-Lopez et al.
2016%%

Lin et al. 20062

Choi et al. 20032

Anttila et al. 19892%°

Cogswell et al.
2009222

Souominen et al.
2001224

Aleo et al. 2004?25

Kratovil et al. 20072

Ooi et al. 2009%%"

Choi et al. 20052"7

133
64

561

261

902

1006

89

57

1817

52
60
160
83

30

37
42
39
37
28

245

96

Edad de los
sujetos (anos)
Recién nacidos

Adultos

1-6

1-6

6-14

9-12

Varones, 11-13

Muijeres, 12-19

0.5-4
4-10
10-16
217

0.5-16

0.5-1.9
2-6
7-12
13-17
>18
4-6
6-9
9-12
12-18

17-19

Media (SD) o percentil

RsTf (mg/L)
9.25 (NC), p90: 14.63
4.90 (NC), p90: 6.18

6.1(2.2)

2.5 (0.5)

1.22 (0.28)

1.59 (0.26)

1.8 (0.7)

6.9 (0.1)

3.51(0.03)

p97.5: 3.3
p97.5: 3.0
p97.5: 2.7
p97.5: 2.3

1.20 (0.53)

p97.5: 2.85
p97.5: 3.05
p97.5: 2.72
p97.5: 2.69
p97.5: 2.32
p97.5: 2.74
p97.5: 2.63
p97.5: 2.67
p97.5: 1.91

1.71 (1.06)

Método determinacion RsTf

Ramco-TfR (Ramco Laboratories,
Houston, Texas, USA)
Ramco-TfR (Ramco Laboratories,
Houston, Texas, USA)
Advantage chemiluminescence
autoanalyzer, Nichols Institute
Diagnostics, CA, USA
Quantex sTfR kit (Biokit SA,
Barcelona)

Double antibodies sandwich ELISA
kit (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA)

IDeA™ Qrion Diagnostica,
Espoo, Finland
Double antibodies sandwich
ELISA, Flowers, USA
Tina-quant sTfR assay (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany)

IDeA sTfR-IT; Orion Diagnostica,
Espoo, Finland

Nefelometria Kit N Latex sTfR en
analizador Behring Marburg GMBH®

Quantikine IVD sTfR Immunoassay
kit (R&D Systems, Minneapolis, MN)

Nefelometria Kit N Latex sTfR en
analizador Behring Marburg GMBH®

IDeA™ Orion Diagnostica,

Espoo, Finland

Tabla Xlll. Resumen de las publicaciones con los valores de referencia del RsTf en nifios

y adolescentes.

n: numero de sujetos incluidos en el estudio; NC: no consta.
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3. INDICE RECEPTOR SERICO DE LA TRANSFERRINA-FERRITINA

3.1. CONCEPTO Y UTILIDAD CLINICA

Como hemos descrito anteriormente, la ferritina es el parametro analitico que
mejor refleja el estado de los depdsitos de hierro, y el RsTf constituye un marcador
precoz de eritropoyesis ferropénica, aunque ambos presentan sus limitaciones. Por ello,
se han propuesto varios indices que los combinan, para mejorar su sensibilidad y
especificidad en el diagndstico de ferropenia' 2", como el RsTf/Ferritina, el log
(RsTf/Ferritina), o el indice RsTf-F, que resulta de dividir el valor del RsTf por el logaritmo

de la ferritina (RsTf/logFerritina).

Este ultimo, que es objeto de este trabajo, ha demostrado ser especialmente util
para discernir la anemia de las enfermedades crdnicas y la anemia ferropénica, ya que
ha demostrado una mayor sensibilidad para detectar el déficit de hierro comparado con
las medidas aisladas del RsTf y la ferritina, tanto en adultos??®, como en nifios?'2225:230,
En la figura 11 se muestra como se alteran tanto la Hb, como la ferritina, el RsTf y el
indice RsTf-F conforme progresa el déficit de hierro. En las primeras fases de la
ferropenia, cuando se deplecionan los depdsitos de hierro, la ferritina ya inicia su
descenso, y al comenzar la eritropoyesis ferropénica, cuando aumenta la demanda de
hierro intracelular, se inicia la elevacion del RsTf. El indice RsTf-F, al relacionar ambos
parametros, presenta ya cambios con la disminucién de la ferritina, constituyendo un
marcador precoz de ferropenia, y a la vez, al emplear el RsTf, solventa las limitaciones
de la ferritina en situaciones de inflamacién sistémica, puesto que, aunque ésta no

estuviera disminuida, si aumentaria el RsTf.
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Depletion of Functional
Iron Compounds

NORMAL Depletion of
Iron Status Storage Iron
Storage iron

Threshold compartment
for IDE == ;

E A
(stage II) i (stage III)

Schematic
changes
of the
analytes

Figura 11. Cambios en la Hb, ferritina, RsTf e indice RsTf-F conforme progresa la
ferropenia y se alteran los distintos compartimentos del hierro corporal.

Tomado de Suominen P, et al. Serum Transferrin Receptor and Transferrin Receptor-
Ferritin Index Identify Healthy Subjects With Subclinical Iron Deficits. Blood 1983°%,
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3.2. VALORES DE REFERENCIA

Con las dificultades derivadas de la falta de estandarizacion de la determinacion
del RsTf, hay pocos estudios que hayan explorado los valores de referencia del indice

RsTf-F en nifios y adolescentes.

En el estudio de Malope et al. ya mencionado, realizado en nifios de 1 a 6 afios,
la media del indice RsTf-F en los sujetos sin ferropenia ni anemia fue de 4.1 (SD 1.7),
con el RsTf determinado por el método Ramco?'!. Vazquez-Lopez et al., en un grupo de
nifos entre 1 y 11 anos, hallé una media de 0.87 (SD 0.25), con un percentil 97.5 de

1.46°%°, con el RsTf determinado por inmunoturbidimetria con el kit Quantex sTfR, Biokit.

Lin et al., que emplearon el kit de R&D Systems que determina el RsTf mediante
ELISA, en su estudio en nifios chinos de entre 6 y 14 anos, establecieron un percentil

97.5 en el grupo control de 10.37%2",

Ooi et al., en su trabajo realizado en nifios y adolescentes canadienses, hallaron
un percentil 97.5 del indice RsTf-F, con el RsTf determinado mediante el método
nefelométrico N Latex sTfR (Dade Benring, Marburg, Germany), de 2.34, 2.26, 2.27 y
3.05 mg/L en los grupos de 4 a 6 afos, 7 a 9 anos, 10 a 12 afos y 13 a 18 afios

respectivamente??’.

En el trabajo de Punnonen et al. referenciado previamente, en el que se estudié
a 129 sujetos adultos con anemia de distintas causas, y a los que se les realizé un
aspirado medular, determinaron que un valor cut-off del indice RsTf-F de 1.5 presentaba
un AUC optimo para el diagndstico de ferropenia, con una sensibilidad del 95%, una
especificidad del 100%, un valor predictivo positivo (VPP) del 98% y un valor predictivo
negativo (VPN) del 99%228. Rimon et al. en un estudio realizado en ancianos con una
edad media de 83 afios, en el que determinaron el RsTf mediante ELISA (Clinigen, R&D
Systems, Minnesota), también establecieron un punto de corte de 1.5 del indice RsTf-F
para discernir si presentaban déficit de hierro, con una sensibilidad del 87.8%, una
especificidad del 92.9%, un VPP del 97,7% y un VPN del 68.4%%'.

Los valores de referencia obtenidos del indice RsTf-F en nifios y adolescentes

sanos de los estudios referenciados se encuentran resumidos en la tabla XIV.
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Al igual que ocurre con los valores de referencia del RsTf, la mayoria de los
resultados de estos estudios no son comparables por las diferencias en el método de
determinacion. No obstante, parece que independientemente del método, el valor del
indice RsTf-F tiende a disminuir ligeramente con la edad, para luego mantenerse estable
en la edad adulta, si bien puede haber diferencias entre sexos debido a que los
depositos de hierro en mujeres suelen ser menores durante la edad fértil por las pérdidas

menstruales.

Edad de los Media (SD) o percentil

Publicacién n . Método determinaciéon RsTf
sujetos (anos) Indice RsTf-F
Ramco-TfR (Ramco
Malope et al. .
561 1-6 4.1 (1.7) Laboratories, Houston, Texas,
20012
USA)
Vazquez-Lopez et 902 111 0.87 (0.25) Quantex sTIR kit (Biokit SA,
al. 2016220 p97.5: 1.46 Barcelona)
Double antibodies sandwich
Lin et al. 20062 1006 6-14 p97.5: 10.37 ELISA kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA)
4-6 p97.5: 2.34
Nefelometria Kit N Latex sTfR
. 6-9 p97.5: 2.26 ) )
Ooi et al. 2009227 245 en analizador Behring Marburg
9-12 p97.5: 2.27
GMBH®
12-18 p97.5: 3.05

Tabla XIV. Resumen de las publicaciones con los valores de referencia del indice RsTf-F
en niflos y adolescentes.
n: numero de sujetos incluidos en el estudio.

84



85



CAPITULO II:

BIBLIOGRAFIA




Capitulo Il. Bibliografia

10.

11.

12.

13.

Hercberg S, Preziosi P, Galan P. Iron deficiency in Europe. Public Health Nutr
2001;4(2B):537-45.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Iron deficiency-United States,
1999-2000. MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2002; 51 (40): 897-9.

Cooper M, Greene-Finestone L, Lowell H, Levesque J, Robinson S. Iron sufficiency
of Canadians. Health Rep 2012; 23 (4): 41-8.

Gore FM, Bloem PJN, Patton GC, Ferguson J, Joseph V, Coffey C, et al. Global
burden of disease in young people aged 10-24 years: a systematic analysis. Lancet
2011; 377 (9783): 2093-102.

Global Burden of Disease Child and Adolescent Health Collaboration, Kassebaum
N, Kyu HH, Zoeckler L, Olsen HE, Thomas K, Pinho C, et al. Child and Adolescent
Health From 1990 to 2015: Findings From the Global Burden of Diseases, Injuries,
and Risk Factors 2015 Study. JAMA Pediatr 2017; 171 (6): 573-92.

Ferrari M, Mistura L, Patterson E, Sjéstrém M, Diaz LE, Stehle P, et al. Evaluation of
iron status in European adolescents through biochemical iron indicators: the
HELENA Study. Eur J Clin Nutr 2011; 65 (3): 340-9.

Mesias M, Seiquer |, Navarro MP. Iron nutrition in adolescence. Crit Rev Food Sci
Nutr 2013; 53 (11):1226-37.

Moschonis G, Papandreou D, Mavrogianni C, Giannopoulou A, Damianidi L,
Malindretos P, et al. Association of iron depletion with menstruation and dietary
intake indices in pubertal girls: the healthy growth study. Biomed Res Int 2013; 2013:
423263.

Harvey LJ, Armah CN, Dainty JR, Foxall RJ, John Lewis D, Langford NJ, et al. Impact
of menstrual blood loss and diet on iron deficiency among women in the UK. Br J
Nutr 2005; 94 (4): 557-64.

Beck KL, Conlon CA, Kruger R, Coad J. Dietary determinants of and possible
solutions to iron deficiency for young women living in industrialized countries: a
review. Nutrients 2014; 6 (9): 3747-76.

Vandevijvere S, Michels N, Verstraete S, Ferrari M, Leclercq C, Cuenca-Garcia M,
et al. Intake and dietary sources of haem and non-haem iron among European
adolescents and their association with iron status and different lifestyle and socio-
economic factors. Eur J Clin Nutr 2013; 67 (7):765-72.

Beard J. Iron deficiency alters brain development and functioning. J Nutr 2003; 133
(5 Suppl 1): 1468S-72S.

McCann JC, Ames BN. An overview of evidence for a causal relation between iron
deficiency during development and deficits in cognitive or behavioral function. Am J
Clin Nutr 2007;85(4):931-45.

87



Capitulo Il. Bibliografia

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Lukowski AF, Koss M, Burden MJ, Jonides J, Nelson CA, Kaciroti N, Jimenez E,
Lozoff B. Iron deficiency in infancy and neurocognitive functioning at 19 years:
evidence of long-term deficits in executive function and recognition memory. Nutr
Neurosci 2010;13(2):54-70.

Congdon EL, Westerlund A, Algarin CR, Peirano PD, Gregas M, Lozoff B, Nelson
CA. Iron deficiency in infancy is associated with altered neural correlates of
recognition memory at 10 years. J Pediatr 2012; 160 (6): 1027-33.

Lozoff B, Smith JB, Kaciroti N, Clark KM, Guevara S, Jimenez E. Functional
significance of early-life iron deficiency: outcomes at 25 years. J Pediatr
2013;163(5):1260-6.

Beard JL. Why iron deficiency is important in infant development. J Nutr 2008; 138
(12): 2534-6.

Sachdev H, Gera T, Nestel P. Effect of iron supplementation on mental and motor
development in children: systematic review of randomised controlled trials. Public
Health Nutr 2005; 8 (2):117-32.

Ekiz C, Agaoglu L, Karakas Z, Gurel N, Yalcin |. The effect of iron deficiency anemia
on the function of the immune system. Hematol J 2005; 5 (7): 579-83.

Aly SS, Fayed HM, Ismail AM, Abdel Hakeem GL. Assessment of peripheral blood
lymphocyte subsets in children with iron deficiency anemia. BMC Pediatr 2018; 18
(1): 49.

Hassan TH, Badr MA, Karam NA, Zkaria M, El Saadany HF, Abdel Rahman DM, et
al. Impact of iron deficiency anemia on the function of the immune system in children.
Medicine (Baltimore) 2016; 95(47):€5395.

Benedict SL, Bonkowsky JL, Thompson JA, Van Orman CB, Boyer RS, Bale JF Jr,
et al. Cerebral sinovenous thrombosis in children: another reason to treat iron
deficiency anemia. J Child Neurol. 2004; 19 (7): 526.

Maguire JL, deVeber G, Parkin PC. Association between iron-deficiency anemia and
stroke in young children. Pediatrics 2007; 120:1053.

More S, Shivkumar VB, Gangane N, Shende S. Effects of iron deficiency on cognitive
function in school going adolescent females in rural area of central India. Anemia.
2013; 2013:819136.

Estrada JA, Contreras |, Pliego-Rivero FB, Otero GA. Molecular mechanisms of
cognitive impairment in iron deficiency: Alterations in brain-derived neurotrophic
factor and Insulin-like growth factor expression and function in the central nervous
system. Nutr Neurosci 2014; 17 (5): 193-206.

88



Capitulo Il. Bibliografia

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Sharma R, Stanek JR, Koch TL, Grooms L, O'Brien SH. Intravenous iron therapy in
non-anemic iron-deficient menstruating adolescent females with fatigue. Am J
Hematol. 2016; 91 (10):973.

Halterman JS, Kaczorowski JM, Aligne CA, Auinger P, Szilagyi PG. Iron deficiency
and cognitive achievement among school-aged children and adolescents in the
United States. Pediatrics. 2001; 107 (6): 1381-6.

Jauregui-Lobera I. Iron deficiency and cognitive functions. Neuropsychiatr Dis Treat.
2014; 10:2087-95.

Evstatiev R, Gasche C. Iron sensing and signalling. Gut 2012; 61 (6): 933-52.
Chifman J, Laubenbacher R, Torti SV. A systems biology approach to iron
metabolism. Adv Exp Med Biol 2014; 844: 201-25.

Philpott CC, Ryu MS. Special Delivery: Distributing Iron in the Cytosol of Mammalian
Cells. Front Pharmacol 2014; 5:173.

Mufoz Gémez M, Campos Garriguez A, Garcia Erce JA, Ramirez Ramirez G.
Fisiopatologia del metabolismo del hierro: implicaciones diagnésticas y terapéuticas.
Nefrologia 2005; XXV: Numero 1.

Ganz T. Systemic Iron Homeostasis. Physiol Rev 2013; 93: 1721-1741.

Green R, Charlton R, Seftel H, Bothwell T, Mayet F, Adams B, Finch C, Layrisse M.
Body iron excretion in man: a collaborative study. Am J Med 1968; 45: 336-53.
Abbaspour N, Hurrell R, Kelishadi R. Review on iron and its importance for human
health. J Res Med Sci 2014; 19 (2): 164-74.

Hurrell R, Egli I. Iron bioavailability and dietary reference values. Am J Clin Nutr
2010; 91 (5): 1461S-1467S.

Lane DJ, Bae DH, Merlot AM, Sahni S, Richardson DR. Duodenal cytochrome b
(DCYTB) in iron metabolism: an update on function and regulation. Nutrients 2015;
7 (4): 2274-96.

Ems T, St Lucia K, Huecker MR. Biochemistry, Iron Absorption. 2020 Apr 30. In:
StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2020 Jan—. PMID:
28846259.

Deicher R, H6rl WH. New insights into the regulation of iron homeostasis. Eur J Clin
Invest 2006; 36 (5): 301-9.

Hurrell RF, Reddy MB, Juillerat M, Cook JD. Meat protein fractions enhance
nonheme iron absorption in humans. J Nutr 2006; 136: 2808-12.

Knovich MA, Storey JA, Coffman LG, Torti SV, Torti FM. Ferritin for the clinician.
Blood Rev 2009; 23 (3): 95-104.

Anderson GJ, Frazer DM, McLaren GD. Iron absorption and metabolism. Curr Op
Gastr 2009; 25:129-35.

89



Capitulo Il. Bibliografia

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Gulec S, Anderson GJ, Collins JF. Mechanistic and regulatory aspects of intestinal
iron absorption. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2014; 307(4): G397-G409.
Edison ES, Bajel A, Chandy M. Iron homeostasis: new players, newer insights. Eur
J Haematol 2008; 81 (6): 411-24.

Bartnikas TB. Known and potential roles of transferrin in iron biology. Biometals
2012; 25 (4): 677-86.

Gkouvatsos K, Papanikolaou G, Pantopoulos K. Regulation of iron transport and the
role of transferrin. Biochim Biophys Acta 2012; 1820: 188-202.

Fairweather-Tait SJ. Iron nutrition in the UK: getting the balance right. Proc Nutr Soc
2004; 63 (4): 519-28.

Anderson GJ, Frazer DM. Current understanding of iron homeostasis. Am J Clin Nutr
2017; 106 (Suppl 6): 1559S-66S.

Rishi G, Subramaniam VN. The liver in regulation of iron homeostasis. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 2017; 313 (3): G157-65.

Nemeth E, Tuttle MS, Powelson J, Vaughn MB, Donovan A, McVey Ward D, Ganz
T, Kaplan J. Hepcidin regulates cellular iron efflux by binding to ferroportin and
inducing its internalization. Science 2004; 306 (5704): 2090-3.

Fleming MD. The regulation of hepcidin and its effects on systemic and cellular iron
metabolism. Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2008; 151-8.

Wang CY, Babitt JL. Liver iron sensing and body iron homeostasis. Blood 2019; 133
(1): 18-29.

Ganz T, Olbina G, Girelli D, Nemeth E, Westerman M. Immunoassay for human
serum hepcidin. Blood 2008; 112: 4292-7.

Finberg KE. Regulation of systemic iron homeostasis. Curr Opin Hematol 2013; 20
(3): 208-214.

Nemeth E, Rivera S, Gabayan V, Keller C, Taudorf S, Pedersen BK, Tomas Ganz.
IL-6 mediates hypoferremia of inflammation by inducing the synthesis of the iron
regulatory hormone hepcidin. J Clin Invest 2004; 113 (9): 1271-6.

Verga Falzacappa MV, Vujic Spasic M, Kessler R, Stolte J, Hentze MW,
Muckenthaler MU. STAT3 mediates hepatic hepcidin expression and its
inflammatory stimulation. Blood 2007; 109: 353-8.

Wrighting DM, Andrews NC. Interleukin-6 induces hepcidin expression through
STATS. Blood 2006; 108: 3204-9.

Kim A, Nemeth E. New insights into iron regulation and erythropoiesis. Curr Opin
Hematol 2015; 22 (3): 199-205.

Hugman A. Hepcidin: an important new regulator of iron homeostasis. Clin Lab
Haematol 2006; 28 (2): 75-83.

90



Capitulo Il. Bibliografia

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Pak M, Lopez MA, Gabayan V, Ganz T, Rivera S. Suppression of hepcidin during
anemia requires erythropoietic activity. Blood 2006; 108 (12): 3730-5.
Mastrogiannaki M, Matak P, Mathieu JR, Delga S, Mayeux P, Vaulont S,
Peyssonnaux C. Hepatic hypoxia-inducible factor-2 down-regulates hepcidin
expression in mice through an erythropoietin-mediated increase in erythropoiesis.
Haematologica 2012; 97: 827-34.

Shah YM, Matsubara T, Ito S, Yim SH, Gonzalez FJ. Intestinal Hypoxia Inducible
Transcription Factors are Essential for Iron Absorption Following Iron Deficiency. Cell
Metab 2009; 9(2): 152—164.

Renassia C, Peyssonnaux C. New insights into the links between hypoxia and iron
homeostasis. Curr Opin Hematol 2019; 26 (3): 125-30.

Fisher AL, Nemeth E. Iron homeostasis during pregnancy. Am J Clin Nutr 2017; 106
(Suppl 6): 1567S-74S.

Sangkhae V, Nemeth E. Placental iron transport: The mechanism and regulatory
circuits. Free Radic Biol Med 2019; 133: 254-61.

Cao C, Fleming MD. The placenta: the forgotten essential organ of iron transport.
Nutr Rev 2016; 74 (7): 421-31.

Georgieff MK. Long-term brain and behavioral consequences of early iron
deficiency. Nutr Rev 2011; 69 (Suppl 1): S43-S48.

Andersen HS, Gambling L, Holtrop G, McArdle HJ. Maternal iron deficiency identifies
critical windows for growth and cardiovascular development in the rat
postimplantation embryo. J Nutr 2006; 136 (5): 1171-7.

Hay G, Refsum H, Whitelaw A, Melbye EL, Haug E, Borch-lohnsen B. Predictors of
serum ferritin and serum soluble transferrin receptor in newborns and their
associations with iron status during the first 2 y of life. Am J Clin Nutr 2007; 86 (1):
64-73.

Hernandez Merino A. Anemias en la infancia y adolescencia. Clasificacion y
diagnéstico. Pediatr Integral 2012; XVI (5): 357-65.

Ziegler EE, Nelson SE, Jeter JM. Iron stores of breastfed infants during the first year
of life. Nutrients 2014; 6 (5): 2023-34.

Lénnerdal B. Development of iron homeostasis in infants and young children. Am J
Clin Nutr 2017; 106 (Suppl 6): 1575S-1580S.

Ziegler EE, Nelson SE, Jeter JM. Iron supplementation of breastfed infants from an
early age. Am J Clin Nutr 2009; 89 (2): 525-32.

Qasem WA, Friel JK. An Overview of Iron in Term Breast-Fed Infants. Clin Med
Insights Pediatr 2015; 9: 79-84.

91



Capitulo Il. Bibliografia

75.

76.
77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Aggett PJ, Agostoni C, Axelsson I, et al. Iron metabolism and requirements in early
childhood: do we know enough?: a commentary by the ESPGHAN Committee on
Nutrition. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2002; 34 (4): 337-345.

Collard KJ. Iron homeostasis in the neonate. Pediatrics 2009; 123 (4): 1208-16.
Leong WI, Bowlus CL, Tallkvist J, Lonnerdal B. Iron supplementation during infancy-
effects on expression of iron transporters, iron absorption, and iron utilization in rat
pups. Am J Clin Nutr 2003; 78 (6): 1203-1211.

Frazer DM, Wilkins SJ, Anderson GJ. Elevated iron absorption in the neonatal rat
reflects high expression of iron transport genes in the distal alimentary tract. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol 2007; 293 (3): G525-G531.

Domelléf M. Iron requirements, absorption and metabolism in infancy and childhood.
Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2007; 10 (3): 329-35.

Domelléf M, Braegger C, Campoy C, et al. Iron requirements of infants and
toddlers. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2014; 58 (1): 119-29.

Powers JM. Iron requirements and iron deficiency in adolescents. UpToDate 2020.
Disponible en: https://www.uptodate.com (Accedido el 31 de julio de 2020).

Clénin G, Cordes M, Huber A, et al. Iron deficiency in sports - definition, influence on
performance and therapy. Swiss Med Wkly 2015; 145: w14196.

Demory-Luce D, Motil KJ. Adolescent eating habits. UpToDate 2020. Disponible en:
https://www.uptodate.com (Accedido el 31 de julio de 2020).

Samaniego-Vaesken ML, Partearroyo T, Olza J, et al. Iron Intake and Dietary
Sources in the Spanish Population: Findings from the ANIBES Study. Nutrients 2017;
9 (3): 203.

Castro de Andrade Cairo RC, Rodrigues Silva L, Carneiro Bustani N, Ferreira
Marques CD. Iron deficiency anemia in adolescents; a literature review. Nutr Hosp
2014; 29 (6): 1240-9.

Sundararajan S, Rabe H. Prevention of iron deficiency anemia in infants and toddlers
[published online ahead of print, 2020 Apr 24]. Pediatr Res 2020; 10.1038/s41390-
020-0907-5.

Kumar A, Rai AK, Basu S, Dash D, Singh JS. Cord blood and breast milk iron status
in maternal anemia. Pediatrics 2008;121(3):e673-7.

Moreno-Fernandez J, Ochoa JJ, Latunde-Dada GO, Diaz-Castro J. Iron Deficiency
and lron Homeostasis in Low Birth Weight Preterm Infants: A Systematic Review.
Nutrients 2019; 11 (5): 1090.

McDonald SJ, Middleton P, Dowswell T, Morris PS. Effect of timing of umbilical cord
clamping of term infants on maternal and neonatal outcomes. Cochrane Database
Syst Rev 2013; 7: CD004074.

92



Capitulo Il. Bibliografia

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Chaparro CM, Neufeld LM, Tena Alavez G, Eguia-Liz Cedillo R, Dewey KG. Effect
of timing of umbilical cord clamping on iron status in Mexican infants: a randomised
controlled trial. Lancet 2006;367:1997-2004.

Gomez Fernandez-Vegue M. Recomendaciones de la Asociacién Espafiola de
Pediatria sobre la alimentacién complementaria. 2018. Disponible en:
https://www.aeped.es/sites/default/files/documentos/recomendaciones_aep_sobre
alimentacio_n_complementaria_nov2018_v3_final.pdf. Accedido el 21 de abril de
2021.

Fewtrell M, Bronsky J, Campoy C, Domelléf M, Embleton N, Fidler Mis N, Hojsak I,
Hulst JM, Indrio F, Lapillonne A, Molgaard C. Complementary Feeding: A Position
Paper by the European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology, and
Nutrition (ESPGHAN) Committee on Nutrition. J Pediatr Gastroenterol Nutr
2017;64(1):119-132.

Male C, Persson LA, Freeman V, Guerra A, van't Hof MA, Haschke F; Euro-Growth
Iron Study Group. Prevalence of iron deficiency in 12-mo-old infants from 11
European areas and influence of dietary factors on iron status (Euro-Growth study).
Acta Paediatr 2001; 90 (5): 492-8.

Ziegler EE. Consumption of cow's milk as a cause of iron deficiency in infants and
toddlers. Nutr Rev 2011; 69 Suppl 1: S37-42.

Jiang T, Jeter JM, Nelson SE, Ziegler EE. Intestinal blood loss during cow milk
feeding in older infants: quantitative measurements. Arch Pediatr Adolesc Med 2000;
154 (7): 673-8.

Zimmermann MB, Hurrell RF. Nutritional iron deficiency. Lancet 2007; 370 (9586):
511-20.

Morais Lépez A, Dalmau Serra J; Comité de Nutricion de la AEP. Importancia de la
ferropenia en el nifo pequefo: repercusiones y prevencion [Iron deficiency in infants
and toddlers: impact on health and preventive strategies]. An Pediatr (Barc) 2011;74
(6): 415.e1 - 415.e10.

Thane CW, Walmsley CM, Bates CJ, Prentice A, Cole TJ. Risk factors for poor iron
status in British toddlers: further analysis of data from the National Diet and Nutrition
Survey of children aged 1.5-4.5 years. Public Health Nutr 2000; 3 (4): 433-40.
Lynch SR. The effect of calcium on iron absorption. Nutr Res Rev 2000; 13 (2): 141-
58.

Pasricha SR, Drakesmith H, Black J, Hipgrave D, Biggs BA. Control of iron
deficiency anemia in low- and middle-income countries. Blood 2013; 121 (14): 2607-
17.

93



Capitulo Il. Bibliografia

101. Uijterschout L, Vioemans J, Vos R, Teunisse PP, Hudig C, Bubbers S,
Verbruggen S, Veldhorst M, de Leeuw T, van Goudoever JB, Brus F. Prevalence and
risk factors of iron deficiency in healthy young children in the southwestern
Netherlands. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2014; 58 (2): 193-8.

102. Auerbach M. Causes and diagnosis of iron deficiency and iron deficiency anemia
in adults. Mentzer WC, ed. UpToDate. Waltham, MA: UpToDate Inc. Disponible en:
https://www.uptodate.com. Accedido el 23 de abril de 2021.

103. Hutchinson C. A review of iron studies in overweight and obese children and
adolescents: a double burden in the young? Eur J Nutr 2016 Oct; 55 (7): 2179-97.

104. Cepeda-Lopez AC, Aeberli I, Zimmermann MB. Does obesity increase risk for
iron deficiency? A review of the literature and the potential mechanisms. Int J Vitam
Nutr Res 2010; 80 (4-5): 263-70.

105. Coimbra S, Catarino C, Santos-Silva A. The role of adipocytes in the modulation
of iron metabolism in obesity. Obes Rev 2013; 14 (10): 771-9.

106. DeBoer MD (2013) Obesity, systemic inflammation, and increased risk for
cardiovascular disease and diabetes among adolescents: a need for screening tools
to target interventions. Nutrition 2013; 29: 379-386.

107. Tussing-Humphreys L, Pusatcioglu C, Nemeth E, Braunschweig C. Rethinking
iron regulation and assessment in iron deficiency, anemia of chronic disease, and
obesity: introducing hepcidin. J Acad Nutr Diet 2012; 112: 391—-400.

108. Cerami C. Iron Nutriture of the Fetus, Neonate, Infant, and Child. Ann Nutr Metab
2017; 71 (Suppl 3):8-14.

109. Burhans MS, Dailey C, Beard Z, Wiesinger J, Murray-Kolb L, Jones BC, Beard
JL. Iron deficiency: differential effects on monoamine transporters. Nutr Neurosci
2005; 8 (1): 31-8.

110. Lozoff B, Georgieff MK. Iron deficiency and brain development. Semin Pediatr
Neurol 2006; 13 (3): 158-65.

111. Lozoff B, Jimenez E, Hagen J, Mollen E, Wolf AW. Poorer behavioral and
developmental outcome more than 10 years after treatment for iron deficiency in
infancy. Pediatrics 2000; 105 (4): E51.

112. McCann S , Perapoch Amadé M, Moore SE. The Role of Iron in Brain
Development: A Systematic Review. Nutrients 2020; 12 (7): 2001.

113.  Ji X, Cui N, Liu J. Neurocognitive Function Is Associated With Serum Iron Status
in Early Adolescents. Biol Res Nurs 2017; 19 (3): 269-77.

114. East P, Delker E, Lozoff B, Delva J, Castillo M, Sheila Gahagan S. Associations
among Infant Iron Deficiency, Childhood Emotion and Attention Regulation, and
Adolescent Problem Behaviors. Child Dev 2018; 89 (2): 593-608.

94



Capitulo Il. Bibliografia

115. Bruner AB, Joffe A, Duggan AK, Casella JF, Brandt J. Randomised study of
cognitive effects of iron supplementation in non-anaemic iron-deficient adolescent
girls. Lancet 1996; 348 (9033): 992-6.

116. Brock JH, Mulero V. Cellular and molecular aspects of iron and immune function.
Proc Nutr Soc 2000; 59 (4): 537-40.

117. Beard JL. Iron biology in immune function, muscle metabolism and neuronal
functioning. J Nutr 2001; 131 (2S-2): 568S-579S.

118. Borgna-Pignatti C, Zanella S. Pica as a manifestation of iron deficiency. Expert
Rev Hematol 2016; 9 (11): 1075-80.

119. Howard H, Kamat D. Restless Legs Syndrome in Children. Pediatr Ann 2018; 47
(12): €504-e506.

120. Koksal AO, Ozdemir O, Blylkkaragdz B, Karadémerlioglu M, Bulus AD. The
Association Between Plasma Ferritin Level and Simple Febrile Seizures in Children.
J Pediatr Hematol Oncol 2016; 38 (7): 512-6.

121. Papageorgiou V, Vargiami E, Kontopoulos E, Kardaras P, Economou M,
Athanassiou-Mataxa M, Kirkham F, Zafeiriou DI. Association between iron deficiency
and febrile seizures. Eur J Paediatr Neurol 2015; 19 (5): 591-6.

122. Thomas DW, Hinchliffe RF, Briggs C, Macdougall IC, Littlewood T, Cauvill I; British
Committee for Standards in Haematology. Guideline for the laboratory diagnosis of
functional iron deficiency. Br J Haematol 2013; 161 (5): 639-48.

123. Thomas L, Thomas C. Detection of iron restriction in anaemic and non-anaemic
patients: New diagnostic approaches. Eur J Haematol 2017; 99 (3): 262-8.

124. Ahmed MH, Ghatge MS, Safo MK. Hemoglobin: Structure, Function and
Allostery. Subcell Biochem. 2020;94:345-382.

125. Nathan DG, Oski FA. Hematology of Infancy and Childhood. 4™ ed. Philadelphia,
PA: WB Saunders; 1993, p. 352.

126. World Health Organisation Library. Assessing the iron status of populations:
including literature reviews: report of a Joint World Health Organization/Centers for
Disease Control and Prevention Technical Consultation on the Assessment of Iron
Status at the Population Level, Geneva, Switzerland, 6—8 April 2004. — 2nd ed.

127. Hoffmann JJ, Urrechaga E, Aguirre U. Discriminant indices for distinguishing
thalassemia and iron deficiency in patients with microcytic anemia: a meta-analysis.
Clin Chem Lab Med 2015; 53 (12): 1883-94.

128. Aydogan G, Keskin S, Akici F, Salcioglu Z, Bayram C, Uysalol EP, Gucer TNT,
Ersoy G, Ozdemir N. Causes of Hypochromic Microcytic Anemia in Children and
Evaluation of Laboratory Parameters in the Differentiation. J Pediatr Hematol Oncol
2019; 41 (4): e221-e223.

95



Capitulo Il. Bibliografia

129. Bouri S, Martin J. Investigation of iron deficiency anaemia. Clin Med (Lond) 2018;
18 (3): 242-44.

130. Centers for Disease Control and Prevention. Recommendations to prevent and
control iron deficiency in the United States. MMWR Recomm Rep 1998; 47 (RR-3):
1-29.

131. Piva E, Brugnara C, Spolaore F, Plebani M. Clinical utility of reticulocyte
parameters. Clin Lab Med 2015; 35 (1): 133-63.

132. Means RT, Brodsky RA. Diagnostic approach to anemia in adults. Disponible en:
uptodate.com. Actualizado el 9 de abril de 2021. Accedido el 3 de junio de 2021.
133. Wang W, Knovich MA, Coffman LG, Torti FM, Torti SV. Serum ferritin: Past,

present and future. Biochim Biophys Acta 2010; 1800 (8): 760-9.

134. World Health Organization. Serum ferritin concentrations for assessment of iron
status and iron deficiency in populations Scope and Purpose. Geneva; 2011.
Disponible en: https://www.who.int/vmnis/indicators/serum_ferritin.pdf. Accedido el 4
de junio de 2021.

135. Borel MJ et al. Day-to-day variation in iron-status indices in healthy men and
women. American Journal of Clinical Nutrition 1991; 54: 729-35.

136. Mei Z, Parvanta I, Cogswell ME, Gunter EW, Grummer-Strawn LM. Erythrocyte
protoporphyrin or hemoglobin: which is a better screening test for iron deficiency in
children and women? Am J Clin Nutr 2003; 77 (5): 1229-33.

137. Soldin OP, Pezzullo JC, Hanak B, Miller M, Soldin SJ. Changing trends in the
epidemiology of pediatric lead exposure: interrelationship of blood lead and ZPP
concentrations and a comparison to the US population. Ther Drug Monit 2003; 25
(4): 415-20.

138. Camaschella C. Iron-deficiency anemia. N Engl J Med 2015;372 (19): 1832-43.

139. World Health Organization. Haemoglobin concentrations for the diagnosis of
anaemia and assessment of severity. Vitamin and mineral nutrition information
system. Geneva: World Health Organization, 2011. Disponible en:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/85839/WHO_NMH_NHD_MNM_11
.1_eng.pdf?sequence=22&isAllowed=y. Accedido el 10 de junio de 2021.

140. Lopez A, Cacoub P, Macdougall IC, Peyrin-Biroulet L. Iron deficiency anaemia.
Lancet 2016; 387 (10021): 907-16.

141.  World Health Organization. Worldwide prevalence of anaemia 1993-2005. WHO
Global Database on Anaemia. Geneva: World Health Organization, 2007. Disponible
en: https://apps.who.int/iris/handle/10665/43894. Accedido el 18 de junio de 2021.

96



Capitulo Il. Bibliografia

142. McLean E, Cogswell M, Egli I, Wojdyla D, de Benoist B. Worldwide prevalence
of anaemia, WHO Vitamin and Mineral Nutrition Information System, 1993-2005.
Public Health Nutr 2009; 12 (4): 444-54.

143. World Health Organization. The Global Prevalence of anaemia in 2011. Geneva:
World Health Organization, 2015. Disponible en:
https://apps.who.int/iris/handle/10665/177094. Accedido el 18 de junio de 2021.

144. Galicia L, Grajeda R, de Romafa DL. Nutrition situation in Latin America and the
Caribbean: current scenario, past trends, and data gaps. Rev Panam Salud Publica
2016; 40 (2): 104-13.

145. Das DK, Biswas R. Nutritional status of adolescent girls in a rural area of North
24 Parganas district, West Bengal. Indian J Public Health 2005; 49 (1): 18-21.

146. Soekarjo DD, de Pee S, Bloem MW, Tjiong R, Yip R, Schreurs WH, Muhilal.
Socio-economic status and puberty are the main factors determining anaemia in
adolescent girls and boys in East Java, Indonesia. Eur J Clin Nutr 2001; 55 (11): 932-
9.

147. Chalise B, Aryal KK, Mehta RK, Dhimal M, Sapkota F, Mehata S, Karki KB,
Madjdian D, Patton G, Sawyer S. Prevalence and correlates of anemia among
adolescents in Nepal: Findings from a nationally representative cross-sectional
survey. PLoS One 2018; 13 (12): e0208878.

148. Zhu Z, Sudfeld CR, Cheng Y, Qi Q, Li S, Elhoumed M, Yang W, Chang S, Dibley
MJ, Zeng L, Fawzi WW. Anemia and associated factors among adolescent girls and
boys at 10-14 years in rural western China. BMC Public Health 2021; 21 (1): 218.

149. Akhtar S, Ahmed A, Ahmad A, Ali Z, Riaz M, Ismail T. Iron status of the Pakistani
population-current issues and strategies. Asia Pac J Clin Nutr 2013; 22 (3): 340-7.

150. Hwalla N, Al Dhaheri AS, Radwan H, Alfawaz HA, Fouda MA, Al-Daghri NM,
Zaghloul S, Blumberg JB. The Prevalence of Micronutrient Deficiencies and
Inadequacies in the Middle East and Approaches to Interventions. Nutrients 2017; 9
(3): 229.

151. Massawe SN, Ronquist G, Nystrém L, Lindmark G. Iron status and iron deficiency
anaemia in adolescents in a Tanzanian suburban area. Gynecol Obstet Invest 2002;
54 (3): 137-44.

152. Alaofé H, Zee J, Turgeon O'Brien H. Apports alimentaires en fer et anémie
ferriprive chez des adolescentes au Bénin [Dietary iron and iron deficiency anemia
among adolescent girls from Benin]. Rev Epidemiol Sante Publique 2007; 55 (3):
187-96.

97



Capitulo Il. Bibliografia

153.  Woodruff BA, Blanck HM, Slutsker L, Cookson ST, Larson MK, Duffield A, Bhatia
R. Anaemia, iron status and vitamin A deficiency among adolescent refugees in
Kenya and Nepal. Public Health Nutr 2006; 9 (1): 26-34.

154. Worku MG, Tesema GA, Teshale AB. Prevalence and determinants of anemia
among young (15-24 years) women in Ethiopia: A multilevel analysis of the 2016
Ethiopian demographic and health survey data. PLoS One 2020; 15 (10): e0241342.

155. Deegan H, Bates HM, McCargar LJ. Assessment of iron status in adolescents:
dietary, biochemical and lifestyle determinants. J Adolesc Health 2005; 37 (1): 75.

156. Hallberg L, Hultén L, Lindstedt G, Lundberg PA, Mark A, Purens J, Svanberg B,
Swolin B. Prevalence of iron deficiency in Swedish adolescents. Pediatr Res 1993;
34 (5): 680-7.

157. Milman N. Serum ferritin in Danes: studies of iron status from infancy to old age,
during blood donation and pregnancy. Int J Hematol 1996; 63 (2): 103-35.

158. Eskeland B, Hunskaar S. Anaemia and iron deficiency screening in adolescence:
a pilot study of iron stores and haemoglobin response to iron treatment in a
population of 14-15-year-olds in Norway. Acta Paediatr 1999; 88 (8): 815-21.

159. Armstrong PL. Iron deficiency in adolescents. BMJ 1989; 298 (6672): 499.

160. Nelson M, White J, Rhodes C. Haemoglobin, ferritin, and iron intakes in British
children aged 12-14 years: a preliminary investigation. Br J Nutr 1993; 70 (1): 147-
55.

161. Aranceta Bartrina J, Pérez Rodrigo C, Marzana Sanz |, Egileor Gurtubai I,
Gondra Rezola J, Gonzalez de Galdeano L, Saenz de Buruaga Renobales J.
Prevalencia de anemia ferropénica en el Pais Vasco [Prevalence of iron-deficiency
anemia in the Basque Country]. Aten Primaria 1998; 22 (6): 353-61.

162. Hermosa V, Mazo E, Bureo E, Carril JJ, Cordovilla J, Zubizarreta A. Estudio
prospectivo sobre la prevalencia de ferropenia en Cantabria entre nifios de seis a
catorce anos [Prospective study on the prevalence of iron deficiency in Cantabria
among children 6 to 14 years old]. An Esp Pediatr 1987; 27 (4): 275-80.

163. Dura Travé T, Aguirre Abad P, Mauleén Rosquil C, Oteiza Flores MS, Diaz Velaz
L. Carencia de hierro en adolescentes (10-14 anos) [Lack of iron in adolescents aged
10 to 14]. Aten Primaria 2002; 29 (2): 72-7; discussion 77-8.

164. Wish JB. Assessing iron status: beyond serum ferritin and transferrin saturation.
Clin J Am Soc Nephrol 2006;1 Suppl 1: S4-8.

165. Brugnara C. Iron deficiency and erythropoiesis: new diagnostic approaches. Clin
Chem 2003; 49 (10): 1573-8.

166. Ogawa C, Tsuchiya K, Maeda K. Reticulocyte hemoglobin content. Clin Chim
Acta 2020; 504: 138-45.

98



Capitulo Il. Bibliografia

167. Mast AE, Blinder MA, Dietzen DJ. Reticulocyte hemoglobin content. Am J
Hematol 2008; 83 (4): 307-10.

168. Mohandas N, Kim YR, Tycko DH, Orlik J, Wyatt J, Groner W. Accurate and
independent measurement of volume and hemoglobin concentration of individual red
cells by laser light scattering. Blood 1986; 68 (2): 506-13.

169. Mocini D, Leone T, Tubaro M, Santini M, Penco M. Structure, production and
function of erythropoietin: implications for therapeutical use in cardiovascular
disease. Curr Med Chem 2007; 14 (21): 2278-87.

170. Sieff CA. Regulation of erythropoiesis. Disponible en: uptodate.com. Actualizado
el 12 de mayo de 2021. Accedido el 2 de julio de 2021.

171. Pérez Surribas D, Gella Concustell A, Cruz Iglesias E, Hermoso Duran S,
Urrechaga Igartua E, Alcaide Martin MJ, Merino Gonzalez A. Estudio de la ferropenia
en el laboratorio clinico. Rev Lab Clin 2019; 12 (4): e34-e53.

172. Parodi E, Giraudo MT, Davitto M, Ansaldi G, Mondino A, Garbarini L, Franzil A,
Mazzone R, Russo G, Ramenghi U. Reticulocyte parameters: markers of early
response to oral treatment in children with severe iron-deficiency anemia. J Pediatr
Hematol Oncol 2012; 34 (6): €249-52.

173. Kim JM, Ihm CH, Kim HJ. Evaluation of reticulocyte haemoglobin content as
marker of iron deficiency and predictor of response to intravenous iron in
haemodialysis patients. Int J Lab Hematol 2008; 30 (1): 46-52.

174. Mittman N, Sreedhara R, Mushnick R, et al. Reticulocyte hemoglobin content
predicts functional iron deficiency in hemodialysis patients receiving rHUEPO. Am J
Kidney Dis 1997; 30: 912-22.

175. Tsuchiya K, Okano H, Teramura M, et al. Content of reticulocyte hemoglobin is a
reliable tool for determining iron deficiency in dialysis patients. Clin Nephrol 2003;
59: 115-23.

176. Chuang CL, Liu RS, Wei YH, et al. Early prediction of response to intravenous
iron supplementation by reticulocyte haemoglobin content and highfluorescence
reticulocyte count in haemodialysis patients. Nephrol Dial Transplant 2003; 18: 370—
7.

177. Stoffman N, Brugnara C, Woods ER. An algorithm using reticulocyte hemoglobin
content (CHr) measurement in screening adolescents for iron deficiency. J Adolesc
Health 2005; 36 (6): 529.

178. Vicinanza P, Vicinanza M, Cosimato V, Terracciano D, Cancellario S, Massari A,
Danise P, Selleri C, Serio B. Mean reticolocyte hemoglobin content index plays a key
role to identify children who are carriers of 3-thalassemia. Transl Med UniSa 2018;
17: 34-9.

99



Capitulo Il. Bibliografia

179. Mast AE, Blinder MA, Lu Q, Flax S, Dietzen DJ. Clinical utility of the reticulocyte
hemoglobin content in the diagnosis of iron deficiency. Blood 2002; 99 (4): 1489-91.

180. Brugnara C, Zurakowski D, DiCanzio J, Boyd T, Platt O. Reticulocyte hemoglobin
content to diagnose iron deficiency in children. JAMA 1999; 281 (23): 2225-30.

181. Bakr AF, Sarette G. Measurement of reticulocyte hemoglobin content to diagnose
iron deficiency in Saudi children. Eur J Pediatr 2006; 165 (7): 442-5.

182. Mateos ME, De-la-Cruz J, Lépez-Laso E, Valdés MD, Nogales A. Reticulocyte
hemoglobin content for the diagnosis of iron deficiency. J Pediatr Hematol Oncol
2008; 30 (7): 539-42.

183. Torsvik IK, Markestad T, Ueland PM, Nilsen RM, Midttun O, Bjgrke Monsen AL.
Evaluating iron status and the risk of anemia in young infants using erythrocyte
parameters. Pediatr Res 2013; 73 (2): 214-20.

184. Lorenz L, Arand J, Bluchner K, Wacker-Gussmann A, Peter A, Poets CF, Franz
AR. Reticulocyte haemoglobin content as a marker of iron deficiency. Arch Dis Child
Fetal Neonatal Ed 2015; 100 (3): F198-202.

185. Ullrich C, Wu A, Armsby C, Rieber S, Wingerter S, Brugnara C, Shapiro D,
Bernstein H. Screening healthy infants for iron deficiency using reticulocyte
hemoglobin content. JAMA 2005; 294 (8): 924-30.

186. Kiudeliene R, GriniGte R, Labanauskas L. Prognostic value of reticulocyte
hemoglobin content to diagnose iron deficiency in 6-24-month-old children. Medicina
(Kaunas) 2008; 44 (9): 673-7.

187. Chouliaras GL, Stamoulakatou A, Tsiftis G, Perissaki G, Premetis E, Lycopoulou
L. Age, beta thalassaemia trait, and iron-deficient anaemia significantly affect
reticulocyte indices in pre-school children. Eur J Pediatr 2010; 169 (9): 1097-104.

188. Teixeira C, Barbot J, Freitas MI. Reference values for reticulocyte parameters
and hypochromic RBC in healthy children. Int J Lab Hematol 2015; 37 (5): 626-30.

189. Malczewska-Lenczowska J, Orysiak J, Szczepanska B, Turowski D, Burkhard-
Jagodzihska K, Gajewski J. Reticulocyte and erythrocyte hypochromia markers in
detection of iron deficiency in adolescent female athletes. Biol Sport 2017; 34( 2):
111-8.

190. Thomas C, Thomas L. Biochemical markers and hematologic indices in the
diagnosis of functional iron deficiency. Clin Chem 2002; 48 (7): 1066-76.

191. Markovic M, Majki¢-Singh N, Ignjatovi¢ S, et al. Reticulocyte haemoglobin content
vs. soluble transferrin receptor and ferritin index in iron deficiency anaemia
accompanied with inflammation. Int J Lab Hematol 2007; 29: 341-6.

192. Jandl JH, Katz JH. The plasma-to-cell cycle of transferrin. J Clin Invest 1963; 42
(3): 314-26.

100



Capitulo Il. Bibliografia

193. Harms K, Kaiser T. Beyond soluble transferrin receptor: old challenges and new
horizons. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2015; 29 (5): 799-810.

194. Feelders RA, Kuiper-Kramer EP, van Eijk HG. Structure, function and clinical
significance of transferrin receptors. Clin Chem Lab Med 1999; 37 (1): 1-10.

195. Speeckaert MM, Speeckaert R, Delanghe JR. Biological and clinical aspects of
soluble transferrin receptor. Crit Rev Clin Lab Sci 2010; 47 (5-6): 213-28.

196. Beguin Y. Soluble transferrin receptor for the evaluation of erythropoiesis and
iron status. Clin Chim Acta 2003; 329 (1-2): 9-22.

197. Huebers HA, Beguin Y, Pootrakul P, Einspahr D, Finch CA. Intact transferrin
receptors in human plasma and their relation to erythropoiesis. Blood 1990; 75 (1):
102-7.

198. Beguin Y, Clemons GK, Pootrakul P, Fillet G. Quantitative assessment of
erythropoiesis and functional classification of anemia based on measurements of
serum transferrin receptor and erythropoietin. Blood 1993; 81 (4): 1067-76.

199. Dimitriou H, Stiakaki E, Markaki EA, Bolonaki |, Giannakopoulou C, Kalmanti M.
Soluble transferrin receptor levels and soluble transferrin receptor/log ferritin index
in the evaluation of erythropoietic status in childhood infections and malignancy. Acta
Paediatr 2000; 89 (10): 1169-73.

200. EI-Nawawy A, Massoud MN, El-Bordiny M, Hegazya S. Evaluation of serum
soluble transferrin receptors and erythropoietin levels as indicators for erythropoietic
activity among multi-transfused beta-thalassemic patients. J Trop Pediatr 2002; 48
(1): 33-8.

201. Tancabelic J, Sheth S, Paik M, Piomelli S. Serum transferrin receptor as a marker
of erythropoiesis suppression in patients on chronic transfusion. Am J Hematol 1999;
60 (2): 121-5.

202. Daschner M, Mehls O, Schaefer F. Soluble transferrin receptor is correlated with
erythropoietin sensitivity in dialysis patients. Clin Nephrol. 1999; 52 (4): 246-52.

203. Skikne BS, Flowers CH, Cook JD. Serum transferrin receptor: a quantitative
measure of tissue iron deficiency. Blood 1990; 75 (9): 1870-6.

204. ZhuYIl, Haas JD. Response of serum transferrin receptor to iron supplementation
in iron-depleted, nonanemic women. Am J Clin Nutr 1998; 67: 271-5.

205. AnttilaR, Cook JD, Siimes MA. Body iron stores decrease in boys during pubertal
development: the transferrin receptor—ferritin ratio as an indicator of iron status.
Pediatr Res 1997; 41: 224-8.

206. Suominen P, Punnonen K, Rajamaki A, Irjala K. Serum transferrin receptor and
transferrin receptor-ferritin index identify healthy subjects with subclinical iron
deficits. Blood 1998; 92 (8): 2934-9.

101



Capitulo Il. Bibliografia

207. Baynes RD, Cook JD, Bothwell TH, Friedman BM, Meyer TE. Serum transferrin
receptor in hereditary hemochromatosis and African siderosis. Am J Hematol 1994,
45: 288— 92.

208. Khumalo H, Gomo ZA, Moyo VM, et al. Serum transferrin receptors are
decreased in the presence of iron overload. Clin Chem 1998; 44: 40— 4.

209. Berlin T, Meyer A, Rotman-Pikielny P, Natur A, Levy Y. Soluble transferrin
receptor as a diagnostic laboratory test for detection of iron deficiency anemia in
acute illness of hospitalized patients. Isr Med Assoc J 2011; 13 (2): 96-8.

210. Ferguson BJ, Skikne BS, Simpson KM, Baynes RD, Cook JD. Serum transferrin
receptor distinguishes the anemia of chronic disease from iron deficiency anemia. J
Lab Clin Med 1992; 119: 385 90.

211.  Malope BI, MacPhail AP, Alberts M, Hiss DC. The ratio of serum transferrin
receptor and serum ferritin in the diagnosis of iron status. Br J Haematol 2001; 115
(1): 84-9.

212. Vazquez Lépez MA, Lendinez Molinos F, Leyva Carmona M, Carracedo Morales
A, Mufoz Vico FJ, Lépez Mufioz J, Mufioz Hoyos A. Serum transferrin receptor in
children: usefulness for determinating the nature of anemia in infection. J Pediatr
Hematol Oncol 2006; 28 (12): 809-15.

213. Flowers CH, Skikne BS, Covell AM, Cook JD. The clinical measurement of serum
transferrin receptor. J Lab Clin Med 1989; 114: 368-77.

214. Kohgo Y, Nishisato T, Kondo H, Tsushima N, Niitsu Y, Urushizaki I. Circulating
transferrin receptor in human serum. Br J Haematol 1986; 64: 277-81.

215. Thorpe SJ, Health A, Sharp G, et al. AWHO reference reagent for the serum
transferrin receptor (sTfR): international collaborative study to evaluate a

recombinant soluble transferrin receptor preparation. Clin Chem Lab Med 2010; 48:

815-20.

216. Choi JW, Pai SH. Associations between serum transferrin receptor
concentrations and erythropoietic activities according to body iron status. Ann Clin
Lab Sci 2003;33 (3): 279-84.

217. Choi JW. Sensitivity, specificity, and predictive value of serum soluble transferrin
receptor at different stages of iron deficiency. Ann Clin Lab Sci 2005; 35 (4): 435-9.

218. Kuiper-Kramer EP, Baerts W, Bakker R, van Eyck J, van Raan J, van Eijk HG.
Evaluation of the iron status of the newborn by soluble transferrin receptors in serum.
Clin Chem Lab Med 1998; 36 (1): 17-21.

102



Capitulo Il. Bibliografia

219. Chouliaras GL, Premetis E, Tsiftis G, Drosatou P, Papassotiriou |, Stamoulakatou
A, Lycopoulou L. Serum transferrin receptors: Distribution and diagnostic
performance in pre-school children. Blood Cells Mol Dis 2009; 43 (2): 163-8.

220. Vazquez-Lépez MA, Lépez-Ruzafa E, Lendinez-Molinos F, Ortiz-Pérez M, Ruiz-
Tudela L, Martin-Gonzéalez M. Reference values of serum transferrin receptor (sTfR)
and sTfR/log ferritin index in healthy children. Pediatr Hematol Oncol 2016 Mar; 33
(2): 109-20.

221. Lin XM, Ji CY, Liu WJ, Long Z, Shen XY. Levels of serum transferrin receptor
and its response to Fe-supplement in Fe-deficient children. Br J Nutr 2006; 96 (6):
1134-9.

222. Cogswell ME, Looker AC, Pfeiffer CM, Cook JD, Lacher DA, Beard JL, Lynch SR,
Grummer-Strawn LM. Assessment of iron deficiency in US preschool children and
nonpregnant females of childbearing age: National Health and Nutrition Examination
Survey 2003-2006. Am J Clin Nutr 2009; 89 (5): 1334-42.

223. Suominen P, Punnonen K, Rajama’ki A, Majuri R, Ha"nninen V, Irjala K.
Automated immunoturbidimetric method for measuring serum transferrin receptor.
Clin Chem 1999; 45: 1302-5.

224. Suominen P, Virtanen A, Lehtonen-Veromaa M, Heinonen OJ, Salmi TT, Alanen
M, Métténen T, Rajamaki A, Irjala K. Regression-based reference limits for serum
transferrin receptor in children 6 months to 16 years of age. Clin Chem 2001; 47 (5):
935-7.

225. Aleo Lujan E, Gil Lopez C, Gonzalez Fernandez FA, Villegas Martinez A,
Valverde Moreno F. Receptor sérico de transferrina en nifios sanos. Valor
diagndstico en la anemia infecciosa y en la ferropénica. An Pediatr (Barc) 2004; 60
(5): 428-35.

226. Kratovil T, DeBerardinis J, Gallagher N, Luban NL, Soldin SJ, Wong EC. Age
specific reference intervals for soluble transferrin receptor (sTfR). Clin Chim Acta
2007; 380: 222—-4.

227. Qoi CL, Lepage N, Nieuwenhuys E, Sharma AP, Filler G. Pediatric reference
intervals for soluble transferrin receptor and transferrin receptor-ferritin index. World
J Pediatr 2009; 5: 122-6.

228. Punnonen K, Irjala K, Rajamaki A. Serum transferrin receptor and its ratio to
serum ferritin in the diagnosis of iron deficiency. Blood 1997; 89 (3): 1052-7.

229. Koulaouzidis A, Said E, Cottier R, Saeed AA. Soluble transferrin receptors and
iron deficiency, a step beyond ferritin. A systematic review. J Gastrointestin Liver Dis
2009; 18 (3): 345-52.

103



Capitulo Il. Bibliografia

230. Vazquez Lépez MA, Carracedo A, Lendinez F, Mufioz FJ, Lépez J, Mufioz A. The
usefulness of serum transferrin receptor for discriminating iron deficiency without
anemia in children. Haematologica 2006; 91 (2): 264-5.

231. Rimon E, Levy S, Sapir A, et al. Diagnosis of iron deficiency anemia in the elderly
by transferrin receptor-ferritin index. Arch Intern Med 2002; 162: 445-449.

104



105



CAPITULO III:
JUSTIFICACION, HIPOTESIS,
OBJETIVOS Y METODOLOGIA




Capitulo 111. Justificacidn, hipdtesis, objetivos y metodologia

I11a. JUSTIFICACION

La adolescencia es considerada un periodo de mayor riesgo de ferropenia, por
los cambios fisiolégicos que acontecen, que aumentan la demanda de hierro, unido a la
mayor frecuencia de habitos dietéticos inadecuados, con un consumo mas frecuente de
alimentos con pobre valor nutricional y dietas poco balanceadas. El déficit de hierro
constituye una importante causa de morbilidad a lo largo de la vida, con un impacto
negativo sobre el rendimiento fisico y cognitivo en nifios, adolescentes y adultos, aun en
ausencia de anemia. Por todo ello, es primordial la deteccion de la ferropenia en

estadios precoces en la poblacion adolescente.

Sin embargo, el diagnéstico de déficit de hierro es complejo, ya que no existe un
parametro unico indicativo de ferropenia, si no que habitualmente es necesario emplear
varios parametros simultdneamente para valorar el estado de hierro corporal, y éstos
frecuentemente estan influidos por otros factores, especialmente si existe una patologia
subyacente que condiciona un estado de inflamacién sistémica, ya que las citoquinas

proinflamatorias interfieren en la regulacion del metabolismo férrico.

En los ultimos afos se han estudiado nuevos parametros analiticos que no estan
influidos por estos factores externos y que indican de forma mas fidedigna la
disponibilidad de hierro en el organismo para sus funciones bioldgicas, entre ellos el
RsTfy el CHr. También se han investigado indices que los relacionan fundamentalmente
con la ferritina, que es el parametro bioquimico que mejor refleja la cantidad de hierro
almacenada en los depdsitos, aun con sus limitaciones. Sin embargo, hay pocos
estudios en los que se hayan establecido cuales son los valores de referencia de estos
parametros e indices en adolescentes sanos, ya que al igual que la mayoria de
determinaciones analiticas, sus valores normales sufren variaciones durante el

desarrollo y no son extrapolables de la poblacién adulta.

Un mejor conocimiento de los valores de referencia del RsTf, el CHr y el indice
RsTf-F en los adolescentes sanos, determinados en una muestra representativa con
estrictos criterios de inclusion, junto con el analisis de las variables que influyen sobre
éstos, como el sexo, la edad o el estado puberal, pueden contribuir a establecer nuevos
criterios diagndsticos de ferropenia en base a ellos, con las ventajas que aportan sobre

los parametros clasicos. Esto, ademas, puede ayudar a conocer la prevalencia de
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ferropenia en los adolescentes de nuestro medio, y analizar cuales son las variables
sociales, econémicas y dietéticas que contribuyen a su apariciéon, de forma que se
puedan establecer estrategias de prevencion, deteccidn precoz y tratamiento, con un
impacto positivo sobre los adolescentes de nuestra comunidad.
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II1Ib. HIPOTESIS

1. EIRsTf, el CHry el indice RsTf-F son parametros utiles, con elevada sensibilidad y
especificidad, para el diagnostico de ferropenia en la poblacion adolescente de

Almeria.

2. La prevalencia de ferropenia y anemia ferropénica en los adolescentes almerienses,
definidas en base a la determinacion del RsTf, el CHr y el indice RsTf-F, junto con
la ferritina sérica y la Hb, son similares a las que presentan paises industrializados

con nivel socioeconomico y habitos dietéticos similares.
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IIlc. OBJETIVOS

1. Objetivo principal:

Estimar la prevalencia de ferropenia y anemia ferropénica en la poblacién
adolescente de Almeria, mediante el uso del RsTf, el CHry el indice RsTf-F como

herramientas diagnésticas.

2. Objetivos secundarios:

a. Analizar las variables fisicas, sociales, econdmicas y dietéticas relacionadas

con la ferropenia en adolescentes de nuestro medio.

b. Establecer valores de referencia del RsTf, el CHr y el indice RsTf-F en
adolescentes, teniendo en cuenta la potencial variabilidad derivada de la

edad, el sexo, el desarrollo puberal y el estado nutricional.

c. Evaluar la utilidad diagnéstica del RsTf, el CHr y el indice RsTf-F para el
diagnostico de ferropenia, y determinar valores cut-off dptimos indicativos de

déficit de hierro en funcion de la edad y el sexo.

d. Proponer unos nuevos criterios diagndsticos de ferropenia y anemia
ferropénica en adolescentes, basados en la determinacion del RsTf, el CHr

y/o el indice RsTf-F, junto con la ferritina y la Hb.
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I11d. METODOLOGIA

La investigacion llevada a cabo en esta Tesis Doctoral forma parte de un gran
estudio nutricional que incluyé una amplia muestra de nifios y adolescentes, realizado

en la ciudad de Almeria durante el periodo 2007-2009.
Diseno. Estudio observacional descriptivo transversal.

Poblaciéon de estudio. Adolescentes residentes en la ciudad de Almeria (Espafia) en

el afo 2008, con edades comprendidas entre los 12 y los 16 anos.

Seleccion de la muestra. El tamafio muestral fue calculado en base a los 9.238
adolescentes entre 12 y 16 afios escolarizados en uno de los 38 centros de educacion
secundaria, tanto publicos como privados, existentes en la ciudad de Almeria.
Asumiendo una prevalencia de ferropenia del 10%, con un intervalo de confianza al
95%, y una precision del 4.5%, era necesaria la inclusion de 260 sujetos para la
realizacion del estudio. Se calculd una prevalencia estimada de sobrepeso y/u obesidad
del 25%.

Se realizdé un muestreo probabilistico polietapico, en el que se seleccionaron
inicialmente 6 centros educativos, y de ellos, una clase de cada curso de educacion
secundaria, por lo que se incluyeron finalmente 24 clases, a las que asistian un total de
509 adolescentes. A todos ellos se les ofrecié participar en el estudio, y un 17% lo

rechazo, por lo que se incluyeron 422 sujetos.
Criterios de exclusion:

- Padecimiento de una enfermedad sistémica o hematoldgica que por si misma o
por su tratamiento pudiera interferir con los resultados.

- Haber recibido tratamiento con hierro en los 3 meses previos.

- Enfermedad febril o infecciosa reciente o un valor de la Proteina C Reactiva en

sangre mayor de 0.5 mg/dl.

En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado para la participacion en

el estudio, tanto de los padres o tutores como de los adolescentes (Anexo ).

De los sujetos incluidos inicialmente, en base a los criterios anteriormente expuestos
se excluyeron 17 individuos, por lo que finalmente se incluyeron los datos de 405 sujetos

en los analisis realizados.
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509 sujetos
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A 4

e 0 o0Btalasemia: 4

405 sujetos
finalmente
incluidos

Variables analizadas. A todos los sujetos se les realizdé una historia médica, se les

practicd una exploracién fisica general con valoracion antropométrica, realizaron una

encuesta de aspectos socioeconémicos familiares y habitos dietéticos (Anexo Il) y se

les extrajo una muestra de sangre periférica mediante venopuncion.

Se recogieron:

Datos de filiacion.

Datos sociodemograficos: sexo, edad, etnia y origen familiar, situacion laboral
de ambos padres o tutores y su nivel de estudios.

Antecedentes personales: embarazo, parto, periodo perinatal y alteraciones o
patologias durante el desarrollo.

Datos antropomeétricos: peso, talla y estadio de desarrollo puberal.

Encuesta dietética: frecuencia semanal de consumo de verduras, frutas,
legumbres, leche y derivados lacteos, huevos, carne y pescado.
Determinaciones analiticas: hemograma completo con reticulocitos y CHr, PE,
hierro sérico, transferrina, IST, ferritina, RsTf, EPO y PCR. El método de
determinacion de cada uno de ellos esta recogido en la metodologia de las

publicaciones realizadas.

Analisis estadistico. Se utilizaron los programas SPSS 17.0 - 20.0 y Epidat 4.0 para el

tratamiento de los datos y calculo del tamafo muestral respectivamente. Los resultados

de las variables cuantitativas se expresaron como media (DE) o percentiles e 1C95%.

Las variables cualitativas se expresaron como porcentajes. Se emple6 el test t-Student

para comparar medias, 0 ANOVA para comparar variables con mas de dos categorias.
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Se considero estadisticamente significativo un valor de p < 0.05. Cuando los resultados
fueron significativos, las diferencias entre grupos se detectaron mediante el test de
Bonferroni post hoc. En funcién de los objetivos de cada estudio, se realizaron test de
regresion linear multiple, regresion logistica multivariante y elaboracién de curvas ROC,
segun el caso. La metodologia se detalla ampliamente en cada uno de los trabajos

realizados y esta recogida en los métodos de las distintas publicaciones aportadas.
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IVa. Valores de referencia del
receptor soluble de la transferrinay
del indice sTfR-F en adolescentes

RESUMEN

Introduccidn. La adolescencia es un periodo en el que se incrementan las necesidades
de hierro, lo cual influye en el estado de hierro corporal. El objetivo de este estudio es
establecer intervalos de referencia del RsTf y el indice RsTf-F en adolescentes sanos,
y su relacion con otros parametros del hierro y la eritropoyesis, examinando los cambios
que acontecen en ellos.

Métodos. Estudio transversal en el que se incluyeron 253 adolescentes sanos sin
sobrepeso, de edades comprendidas entre los 12 y los 16 afios. Se determinaron la
hemoglobina, los indices eritrocitarios, el CHr, los reticulocitos, la ferritina, el indice de
saturacion de la transferrina, la protoporfirina eritrocitaria, la eritropoyetina, la proteina
C reactiva, el RsTfy el indice RsTf-F. Se calcularon los intervalos p2.5-p97.5 del RsTfy
el indice RsTf-F. Se observaron los cambios en la eritropoyesis y el estado de hierro
corporal en esta franja de edad, y se analizd mediante regresion linear multiple cuales
son los factores que influyen en los valores del RsTf y el indice RsTf-F.

Resultados. Los valores medios del RsTf y del indice RsTf-F fueron 1.32 + 0.30 mg/L
(1IC95% 1.30-1.36 mg/L) y 0.90 + 0.25 (IC95% 0.87-0.93) respectivamente. Los
intervalos de referencia fueron 0.84-1.97 mg/L y 0.51-1.44. Ambos parametros estaban
mas elevados en los varones (1.39 £0.30 mg/L versus 1.23 + 0.26mg/L, p<0.0001) y
(0.93 £ 0.37 versus 0.86 £ 0.22, p<0.04) y descendian con la edad (p<0.0001 y p 0.04
respectivamente). No se detectaron modificaciones en la eritropoyetina sérica. La edad,
el género, el desarrollo puberal y la ferritina predijeron el 24.1% de la variabilidad del
RsTf; y la edad, el género, el desarrollo puberal, la saturacién de la transferrina, el CHr,
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el numero de hematies y de reticulocitos predijeron el 15% de la variabilidad del indice
RsTf-F.

Conclusiones. Se han establecido intervalos de referencia del RsTf y el indice RsTf-F
en adolescentes sanos. El sexo, la edad y el estado de desarrollo puberal son factores
que intervienen en los valores de ambos. Los parametros del hierro tuvieron mayor
influencia en los valores del RsTf y el indice RsTf-F que los parametros relacionados

con la actividad eritropoyética.
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PUBLICACION 1

Reference values of serum Transferrin
Receptor and sTfR/log ferritin Index in
healthy adolescents

Autores. Maria Angeles Vazquez Lépez, Maria Mercedes Ibafiez Alcalde, Francisco
Lendinez Molinos, Ana Mar Ruiz Sanchez, Rafael Galera Martinez, Emilio Garcia

Garcia, Tesifén Parrén Carrefio y Antonio Bonillo Perales.

Referencia bibliografica. J Pediatr Hematol Oncol 2015; 37: 274 — 80.

PMID: 25354256
DOI: 10.1097/MPH.0000000000000274

Informe del factor de impacto. En el afio 2015 la revista cientifica Journal of Pediatric
Hematology Oncology presentaba un Journal Impact Factor (JIF) de 1.146 en el Journal
of Citation Reports, lo cual la situa en el tercer cuartil (Q3), en posiciéon 80/120, para la

categoria de Pediatria.
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ORIGINAL ARTICLE

Reference Values of Serum Transferrin Receptor and
sTfR/Log Ferritin Index in Healthy Adolescents

Maria A. Vazquez-Lopez, MD, Mercedes Ibariez-Alcalde, MPH,
Francisco Lendinez-Molinos, MD, Ana M. Ruiz-Sanchez, MPh,
Rafael Galera-Martinez, MPh, Emilio Garcia-Garcia, MD,
Tesifon Parron-Carrerio, MD, and Antonio Bonillo-Perales, MD

Summary: Adolescence is a period of increased iron requirements,
which impact on iron status. The purpose of this research is to
determine the reference intervals for serum transferrin receptor
(sTfR) and sTfR/log ferritin index (sTfR-F index) in healthy ado-
lescents, and their relation with iron parameters and erythropoiesis.
A total of 253 healthy adolescents without overweight, aged 12 to
16 years, were selected in a cross-sectional study. Hemoglobin, red
cell indices, reticulocyte hemoglobin content (rHb), reticulocytes,
ferritin, transferrin saturation, erythrocyte protoporphirin, eryth-
ropoietin, C-reactive protein, sTfR, and sTfR-F index were meas-
ured. Changes in erythropoiesis and iron status in the age interval
were observed and analyzed, and linear multiple regression was
applied to identify the factors that determine the variability of sTfR
and sTfR-F index. Mean values for sTfR and sTfR-F index were
1.32 £ 0.3mg/L (95% CI, 1.3-1.36) and 0.9 £ 0.25 (95% CI, 0.87-
0.93). The reference intervals were 0.84 to 1.97mg/L and 0.51 to
1.44, respectively. sTfR and sTfR-F index values were significantly
higher in boys (1.39 £ 0.3 vs. 1.23 + 0.26 mg/L, P < 0.0001 and
0.93 +£0.37 vs. 0.86 £0.22, P <0.04) and decreased with age
(P < 0.0001 and 0.04, respectively). No changes were recorded in
erythropoietin. Age, sex, pubertal status, and ferritin predicted
24.1% of sTfR variability and age, sex, pubertal status, transferrin
saturation, rHb, erythrocytes, and reticulocytes predicted 15% of
sTfR-F index variability.

Key Words: healthy adolescents, iron deficiency, serum transferrin
receptor, serum transferrin receptor/log ferritin index, serum
erythropoietin

(J Pediatr Hematol Oncol 2015;37:274-280)

dolescence is a period of many changes, which give rise

to increased iron requirements to support accelerated
growth, increased blood volume, greater muscle mass in
boys, and menstrual blood losses in girls.!> These changes
impact on iron status and erythropoiesis in a short period
of time.

The diagnosis of iron deficiency (ID) is not always easy
and should be based on the examination of standard
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laboratory parameters regarding the status of body iron
pools (storage, transport, and function), which are
sequentially altered as the negative balance of iron pro-
gresses. These parameters change with age and sex and their
sensitivity and specificity can be modified in the presence of
concomitant inflammatory conditions.>7 To improve
diagnostic performance, the parameters are used in com-
bination, and the determination of C-reactive protein
(CRP) is recommended to eliminate false-negative cases in
the presence of inflammation.®

In recent decades, due to a better understanding of iron
homeostasis, new diagnostic parameters have been incorpo-
rated. Serum transferrin receptor (sTfR) is a measure of
proven diagnostic utility in ID,>3-11 which offers information
on the functional pool of iron. It is the soluble form of the
transmembrane receptor, present in every cell of the body,
and its expression depends primarily on the intracellular
requirements of iron and on erythropoietic activity.!!*2 Thus,
in ID the expression of sTfR increases, as does its concen-
tration in plasma.>!"!? Since the discovery of sTfR, many
studies have demonstrated its usefulness in the early detection
of tissue ID and in the differential diagnosis of anemia.!%-13-15
The measure is unaffected by inflammation, which is a major
advantage over other markers. However, the lack of stand-
ardization remains a limitation, and the published reference
values depend on the method used, with the immunoturbi-
dimetric assay being the most frequently used and recom-
mended.!? Nevertheless, normal values have been published
for different times of life and pathologic conditions'®2 as
have cutoff values indicative of ID.%10:2!

The ratios between sTfR and serum ferritin have
added diagnostic value: among other proposals, sTfR /fer-
ritin has been suggested by Skikne et al,? the sTfR-F index
(sTfR/log ferritin) by Punnonen et al,'® and log (sTfR/fer-
ritin) by Beguin.!! All offer similar information about
storage and functional pools of iron and could increase the
diagnostic efficacy of sTfR or serum ferritin alone.!0-12:14

In adolescents, few studies have been conducted to
establish reference values for sTfR and the sTfR-F index, and
mixed results have been reported, with differences in the
measurement method used, the subjects selected (there are
few population-based studies), and diagnostic criteria for ID.
Although reference ranges have been published,'®1820 the
limits of normality are not well established and most of these
studies have not conducted any joint assessment of eryth-
ropoietic activity and other subject characteristics that could
modify iron parameters, for example, overweight, which is
very prevalent among adolescents and considered a chronic
inflammatory state?>2%; therefore, the results obtained are
potentially subject to bias.
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sTfR and sTfR-F Index in Healthy Adolescents

The goals of this study are to establish appropriate
reference intervals of sTfR and the sTfR-F index in healthy
adolescents without overweight, to determine the relation
between these parameters and those for iron, erythropoietic
activity, and other conditions, and also to identify changes
in iron status and erythropoiesis at this stage of life.

METHODS

Cross-sectional study conducted on a population-
based representative sample in the city of Almeria (Spain),
in 2008.

Subjects

The sample size was calculated with respect to 9823
adolescents ages 12 to 16 years attending one of the 38
public and private secondary schools in Almeria. Assuming
an ID prevalence of 10%, a 95% confidence interval (CI),
and 4.5% precision, a total of 260 subjects were required.
The estimated prevalence of obesity/overweight was 25%.2
Twenty-four classes, 1 from each of the 4 secondary grades
at 6 schools, were selected by the probability sampling
method. All students in these 24 selected classes were
invited to participate. A total of 509 subjects were selected,
of whom 17% refused to participate, such that 422 subjects
were finally included.

The criteria for exclusion were: (1) subjects with a
hematological or systemic disease that, in itself or as a
result of its treatment, might affect the test results; (2)
subjects with ID3 or overweight?%; (3) those with present or
previous infectious or febrile disease or CRP value
>0.5mg/dL% and (4) those who had received oral iron
therapy in the previous 3 months.

In all cases, informed consent was obtained from the
parents or legal guardians, as well as from the participants
themselves. The study was approved by the Ethics and
Research Committee of Torrecardenas Hospital (Almeria).

Survey

Addressed to all of the parents, either in person or by
telephone, as described in a previous study.?” In the present
study, only data on the sex and age of the subjects were
obtained.

Anthropometric Measurements and Pubertal
Status

All subjects underwent a complete physical examina-
tion and the following data were collected: (1) Pubertal
stage (Tanner stage),?8 according to which the subjects were
classified as prepubertal (Tanner 1) or pubertal (Tanner 2 to
5). (2) Anthropometry: weight in kilograms, with the subject
wearing light clothing, barefoot, using a “Soehnle Pro-
fessional” digital scale with an accuracy of 100 g, recording
the average of 2 measurements; height in meters, using a
standard Asimed measure with an accuracy of 1 mm, with
the subject barefoot and standing upright, recording the
average of 2 measurements; the body mass index (BMI) was
calculated using the formula weight (kg)/height?> (m) with
the z-score of the specific BMI SD appropriate for age and
sex, using national reference population data.?® Overweight
and obesity were defined using the criteria proposed by the
International Obesity Task Force.2® For the purposes of the
present study, both terms are included in the expression
“overweight.”

Copyright © 2014 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Parameters Measured

Venous blood (6mL) in fasting subjects, obtained
between 8 and 11am, were used, and the following
parameters were measured: hemoglobin, red cell indices,
reticulocyte hemoglobin content (rHb), and reticulocytes in
ADVIA-120 counter; erythrocyte protoporphyrin (EP)
determined by fluorometric assay?’; transferrin, serum
ferritin, and CRP determined by the immunoturbidimetric
method wusing “Tina-quant-Transferrin,” “Tina-quant
Ferritin,” and CRPLX kits obtained from Roche Diag-
nostics GmbH (Boehringer Mannheim); serum iron deter-
mined by colorimetric assay using the Fe kit obtained from
Roche Diagnostics GmbH; total iron-binding capacity
(TIBC), calculated as 1mg transferrin/dL x 1.27 = 1 pg
IBC/dL; transferrin saturation (TS), calculated as serum
iron/TIBC x 100; serum erythropoietin (SEPO) determined
by enzyme immunoassay using the Quantikine IVD-
Human Erythropoietin kit (R&D Systems, Minneapolis);
sTfR, determined by immunoturbidimetric assay using the
Quantex sTfR kit (Biokit SA, Barcelona); and the sTfR-F
index, calculated as sTfR/log ferritin).'”

According to the normality cutoff values for age and
sex,” iron status was classified into 4 categories: normal, iron
stores depletion (ISD), iron-deficient erythropoiesis (IDE),
and iron-deficiency anemia (IDA). The last 3 of these cate-
gories were considered ID. ISD was defined as serum ferritin
<12 pg/mL; IDE: > 2 parameters altered (mean corpuscular
volume: <76fL; serum ferritin <12pg/L; TS < 14%;
EP < 70pg/dL  erythrocytes); IDA: IDE + hemoglobin
<11.5g/dL in girls and <12 g/dL in boys. In cases of isolated
microcytosis, thalassemia traits (o or B) were excluded.

3

Statistical Analysis

SPSS 17.0 software for Windows, and Epidat 4.0 for
the sample calculation, were used. Results are expressed as
mean = SD and 95% CI. The qualitative variables are
expressed as percentages. The Student 7 test was applied to
compare the means and the ANOVA test was used to
compare >2 groups. When the results were significant,
differences between groups were identified using the Bon-
ferroni post hoc test. Linear multiple regression analysis
was used to determine the associations of the dependent
variables (sTfR and the sTfR-F index) and the other
independent variables (laboratory measurements, age, sex,
z-BMI, and pubertal status). The independent variables
were introduced in a single step. Collinearity diagnostic and
residual analyses were performed to assess the goodness of
fit of the model obtained and to reveal any violation of its
assumptions (linearity, normality, homoscedasticity, and
independence of errors). In all cases, a P-value <0.05 was
considered significant.

RESULTS

Of the 509 subjects selected, 422 agreed to participate.
Of these, 3 were excluded due to B-thalassemia trait, 1 with
a-thalassemia trait, 4 with elevated CRP levels suggestive of
recent infection, 9 due to loss of relevant analytical results,
117 were classified as overweight, and 35 presented some
degree of ID. Thus, a total of 253 subjects were finally
analyzed. The subjects’ average age was 14 + 1.3 years
(95% CI, 13.8-14.2), 55.7% were male, 18.8% were part of
an immigrant family, 93% were Tanner stage 2 to 5, and
the mean z-score of BMI was —0.4 + 0.54 (95% CI, —0.47
to —0.33).
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TABLE 1. Mean Values and Reference Intervals for Analytical Parameters in Healthy Adolescents

Variables Mean = SD 95% CI Reference Interval P, 5-Po7 5
Erythrocytes ( x 10/L) 4.8 £0.36 4.76-4.85 4.10-5.60
Hemoglobin (g/dL) 139+ 1 13.8-14.1 12.4-16.5
MCV (fL) 80.7 £ 3.3 80.2-81.1 74.2-87.4
RDW (%) 12.7 + 0.64 12.6-12.8 11.4-14.0
Reticulocytes ( x 10°/L) 53.6 £ 18 50.8-55.4 21.03-94.25
rHb (pg) 31.6 £ 1.3 31.4-31.7 28.7-34.1
TS (%) 37.3 £ 12.7 35.7-39 15.6-59
sFerritin (ng/mL) 353 £ 16.8 33-37.2 15-76
EP (umol/L RBCs) 0.70 £ 0,24 0.67-0.72 0.25-1.17
sEPO (mU/L) 75+64 6.6-8.3 2.3-27.6
sTfR (mg/L) 1.32+0.3 1.3-1.36 0.84-1.97
sTfR-F index 0.9 +0.25 0.87-0.93 0.51-1.44
CRP (mg/dL) 0.08 +0.15 0.06-0.1 0-0.46

CI indicates confidence interval; CRP, C-reactive protein; EP, erythrocyte protoporphyrin; MCV, mean corpuscular volume; P, percentile; RDW, red
distribution wide; rHb, reticulocyte hemoglobin content; sEPO, serum erythropoietin; sTfR, serum transferrin receptor; sTfR-F index, sTfR/log ferritin; TS,

transferrin saturation.

Table 1 lists the mean values of the analytical parame-
ters of the study population. Figure 1 shows the distribution
and the percentiles for sTfR and the sTfR-F index. Table 2
gives the mean values of ferritin, sTfR, sTfR-F index, and
EPO and the respective reference intervals for 95% of the
study population (P, 5-Py7 5) in the total group of adolescents,
by sex, age, and pubertal status. STfR and the sTfR-F index
were higher in the boys, the iron stores were lower in the girls,
and the erythropoietic activity measured by EPO was similar
in both sexes. With respect to age, only sTfR and the sTfR-F
index presented significant changes during the study period,
with a tendency to decrease with increasing age. In the
bivariate analysis, pubertal status did not significantly influ-
ence the parameters analyzed.

Table 3 shows the changes in sTfR, the sTfR-F index,
serum ferritin, and sEPO for the different age and sex groups.

Frecuency

10 -

050 1,00 150 2,00 250 3,00
sTfR (mg/L)

In the boys, there were significant changes in sTfR and the
sTfR-F index in the age range studied; this trend persisted
throughout the group, but was stronger at 12 and 13 years and
weaker at 15 and 16 years. There were no significant changes
in iron stores and although EPO values were lower at 16 years,
the difference was not statistically significant. In the girls, there
were no significant changes in sTfR, the sTfR-F index, or
sEPO during the age period studied, but there were changes in
iron deposits, which progressively decreased as age increased.
A comparison of these parameter values for boys and girls
showed that levels of sTfR and the sTfR-F index were higher
in the boys aged 12 and 13 years, whereas the girls presented
lower ferritin values at 15 and 16 years, which also resulted in
significantly higher values of the sTfR-F index in the girls at
this age. No significant differences were observed in sEPO
between the sexes for the different age groups.

Frecuency

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
sTfR-F Index

sTfR (mg/L) 0.84 0.88 0.98

sTfR - F Index 0.51 0.57 0.62

0.73

1.1 1.3 1.5 1.8 1.9 2

0.85 1 1.2 1.4 1.45

FIGURE 1. sTfR and sTfR-F index distribution and percentiles in healthy adolescents. sTfR indicates serum transferrin receptor; sTfR-F

index, sTfR/log ferritin index.

276 | www.jpho-online.com

Copyright © 2014 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



| Pediatr Hematol Oncol * Volume 37, Number 4, May 2015 sTfR and sTfR-F Index in Healthy Adolescents

TABLE 2. Comparison of Mean Values and Reference Intervals for sFerritin, sTfR, sTfR-F Index, and sEPO According to Sex, Age, and
Pubertal Status in Healthy Adolescents

sFerritin (ng/L) sTfR (mg/L) sTfR-F Index sEPO (mU/L)
Variables Mean + SD P2_5-P97.5 Mean + SD P2.5-P97.5 Mean + SD P2.5-P97.5 Mean = SD P2.5-P97.5
Sex
Male 37.8 £ 17.5 16-76 1.39 £ 0.30 0.88-2.1 0.93 £ 0.37 0.56-1.60 79 + 6.8 2.3-29.1
Female 32.1 £15.5 13-79.6 1.23 £0.26 0.74-1.83 0.86 + 0.22 0.48-1.35 6.9 + 5.8 2.1-21.9
P 0.007 0.0001 0.04 0.21
Age (y)
12 37.6 £ 15.7 19-89 1.32 £0.34 0.73-2.13 0.86 + 0.26 0.52-1.45 83+7.1 2.5-45.2
13 34.4 +14.7 15-74.1 1.46 £ 0.30 0.93-2.30 0.99 + 0.26 0.59-1.82 7.4 £6.0 2.2-29.8
14 36.0 £ 17.8 15-76.5 1.34 + 0.30 0.77-2.16 0.94 + 0.30 0.47-1.69 7.3+ 6.8 2.1-35.6
15 33.1 £16.3 13.5-75 1.25 £ 0.20 0.81-1.84 0.86 + 0.19 0.53-1.34 82+ 7.1 2.2-31.7
16 36.6 +20.7 13-84 1.18 £ 0.21 0.70-1.58 0.80 + 0.20 0.37-1.38 54 +£3.1 2.3-13.5
P 0.7 0.0001 0.01 0.28
Pubertal stage
Tanner stage 1 36.6 + 14.6 21-75 1.24 £ 0.30 0.73-2.0 0.82 +0.23 0.53-1.36 7.3 +3.0 2.7-14.9
Tanner stage 2-5 353 £ 17.0 15-76.2 1.32 £0.29 0.84-1.96  0.90 + 0.25 0.51-1.46 7.4 + 6.6 2.3-28.5
I 0.76 0.27 0.2 0.91

sTfR: Post hoc (Bonferroni test): 13/15 years, P = 0.001; 13/16 years, P = 0.0002. sTfR-F index: Post hoc (Bonferroni test): 13/16 years, P = 0.0009.
P indicates signification level; rHb, reticulocyte hemoglobin content; SEPO, serum erythropoietin; sTfR, serum transferrin receptor; sTfR-F index, sTfR/log
ferritin.

TABLE 3. Mean Values and 95% Reference Intervals for sTfR, sTfR/Log Ferritin Index, Serum Ferritin, and Serum EPO in Healthy
Adolescents

Boys Girls
Variables n P55-Po7 5 Mean £+ SD (95% CI) n P, 5-Po75 Mean £+ SD (95% CI) P
sTfR (mg/L)
12y 17 0.95-2.13 1.52 + 0.35 (1.34-1.70) 22 0.73-1.85 1.16 £ 0.24 (1.05-1.27) 0.001
13y 35 1.02-2.51 1.57 + 0.32 (1.45-1.69) 24 0.90-1.83 1.31 £ 0.24 (1.21-1.41) 0.002
14y 38 0.81-2.28 1.39 + 0.31 (1.28-1.49) 21 0.75-1.84 1.25 + 0.30 (1.11-1.39) 0.10
15y 32 0.97-1.90 1.28 + 0.19 (1.21-1.35) 29 0.79-1.78 1.22 £ 0.25 (1.12-1.32) 0.30
16y 19 0.86-1.58 1.15+0.17 (1.07-1.23) 16 0.70-1.54 1.20 + 0.25 (1.07-1.34) 0.47
ANOVA 0.0001 0.37
sTfR-F index
12y 17 0.64-1.45 1.03 + 0.28 (0.89-1.17) 22 0.52-1.05 0.73 £ 0.14 (0.67-0.80) 0.001
13y 35 0.58-2.08 1.05 + 0.29 (0.94-1.16) 24 0.61-1.32 0.91 + 0.20 (0.82-0.99) 0.05
14y 38 0.51-1.70 0.94 + 0.30 (0.84-1.04) 21 0.47-1.50 0.87 £ 0.29 (0.74-1.00) 0.4
15y 32 0.58-1.34 0.85 £ 0.19 (0.78-0.92) 29 0.48-1.34 0.87 £ 0.20 (0.79-0.95) 0.71
16y 19 0.50-0.97 0.72 £ 0.13 (0.66-0.78) 16 0.37-1.38 0.91 £+ 0.22 (0.79-1.03) 0.004
Anova 0.0001 0.051
sFerritin (ng/mL)
12y 17 19-54 32.2 + 8.8 (0.66-0.78) 22 20-89 42.0 + 18.7 (0.79-1.03) 0.04
13y 35 16-76 36.0 + 15.0 (0.66-0.78) 24 15-63 32.3 + 14.3 (0.79-1.03) 0.35
14y 38 15-77 37.8 + 19.4 (0.66-0.78) 21 15-70 32.9 + 14.3 (0.79-1.03) 0.32
15y 32 16-75 37.9 + 18.9 (0.66-0.78) 29 13-67 27.8 +£10.9 (0.79-1.03) 0.01
16y 19 16-84 45.7 £ 19.8 (0.66-0.78) 16 13-78 25.7 £ 16.2 (0.79-1.03) 0.003
ANOVA 0.2 0.007
sEPO (mU/L)
12y 17 2.5-45.2 10.6 + 9.9 (0.66-0.78) 22 2.9-11.2 6.4 £ 2.8 (0.79-1.03) 0.11
13y 35 2.3-38.7 8.0 + 7.2 (0.66-0.78) 24 2.1-13.0 6.7 + 3.8 (0.79-1.03) 0.44
14y 38 2.2-26.2 7.2 + 5.0 (0.66-0.78) 21 2.0-44.1 7.6 £ 9.4 (0.79-1.03) 0.86
15y 32 2.3-30.0 8.8 + 7.5 (0.66-0.78) 29 2.1-33.8 7.6 £ 6.8 (0.79-1.03) 0.54
16y 19 2.3-13.5 5.3 + 3.4 (0.66-0.78) 16 2.5-12.3 5.6 2.6 (0.79-1.03) 0.76
ANOVA 0.18 0.79

ANOVA test: sTfR (boys): Post hoc (Bonferroni): 16/12 years, P = 0.001; 16/13 years, P = 0.0001; 16/14 years, P = 0.03; 15/12 years, P = 0.03; and 15/13
years, P = 0.001.

ANOVA test: sTfR-F index (boys): Post hoc (Bonferroni): 16/12 years, P = 0.004; 16/13 years, P = 0.0001; 16/14 years, P = 0.025; and 15/13 years,
P =0.025.

ANOVA test: sFerritin (girls): Post hoc (Bonferroni): 16/12 years, P = 0.01 and 15/12 years, P = 0.009.

P values highlighted in bold indicate statistically significant differences between groups (P < 0.05).

P indicates signification level; SEPO, serum erythropoietin; sTfR, serum transferrin receptor; sTfR-F index, sTfR/log ferritin.
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TABLE 4. Multiple Linear Regression Analyses With sTfR and sTfR-F Index as Dependent Variables

Dependent Variable: sTfR

Dependent Variable: sTfR-F Index

Independent Variables Coefficient f P Independent Variables Coefficient f P
Constant 2.27 Constant 2.7
Sex: male 0.18 0.0001 Sex: male 0.1 0.002
Age (y) —0.08 0.0001 Age (y) —0.03 0.03
Tanner 2-5 0.18 0.015 Tanner 2-5 0.17 0.009
sFerritin —0.004 0.0001 Erythrocytes —0.13 0.006
TS —0.003 0.015
rHb —0.03 0.009
Reticulocytes 0.002 0.04
R? =0.241 0.0001 R?=0.15 0.0001

rHb indicates reticulocyte hemoglobin content; sSTfR, serum transferrin receptor; sTfR-F index, sTfR/log ferritin.

Finally, Table 4 shows the best predictive model
obtained from the multivariate linear regression analysis for
sTfR and the sTfR-F index as dependent variables. sTfR
was inversely related with age and serum ferritin and
directly related with male sex and Tanner stage 2 to 5.
These variables predicted 24.1% of the variability in sTfR.
In contrast, the sTfR-F index was inversely associated with
age, number of erythrocytes, rHb, and TS, and directly
associated with male sex, Tanner stage 2 to 5, and number
of reticulocytes. These variables predicted 14.9% of the
variability in the sTfR-F index.

DISCUSSION

Various advantages of sTfR and the sTfR-F index
over other parameters in the diagnosis of ID have been
noted in the past decade.% 31231 STfR is an early marker of
functional ID and is unaffected by inflammation, whereas
the sTfR-F index covers the entire spectrum of body iron
status, from normality to tissue ID.%-111432 The aim of this
study was to establish reference ranges of sTfR and the
sTfR-F index in normal adolescents for use in clinical
practice, and also to determine the variations in these
parameters in relation to certain biological characteristics
of the subjects and to the classic iron status parameters at
this stage of life. As a contribution to previous knowledge,
we established strict criteria to ensure that the sample
selected really was suitable for reference. The subjects were
chosen at random from the population base and a detailed
study made of changes in body iron status and eryth-
ropoiesis within the age range considered; multivariate
analysis was applied to biological and analytical factors
that predict the variability of sTfR and the sTfR-F index.
The study, thus, included 253 healthy adolescents aged 12
to 16 years, without overweight and with normal eryth-
ropoietic activity and iron status.

The absence of an international standard for measur-
ing sTfR has contributed to the difficulty of establishing
reference ranges for different sexes, ages, and clinical sit-
uations. In this regard, the WHO? recently developed a
reference reagent (recombinant sTfR) to help manu-
facturers overcome the problem of standardization. In our
study, values were determined by immunoturbidimetric
assay, which produced average values for the group of
1.32 + 0.3 mg/L, with a reference range of 0.84 to 1.97 mg/
L (P,.5-Py7.5), which is consistent with the findings of other
studies using a similar methodology.!7* Very few reference
intervals have been proposed previously for the sTfR-F
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index in adolescents. In our study, the mean values for the
group were 0.9 £ 0.25 with a reference range of 0.51 to
1.44. Those reported by other authors?*35 are not com-
parable because a different methodology was used.
Assuming the validity of the present results, sTfR and
sTfR-F index values exceeding Py; s should be considered
indicative of the onset of functional ID.

With regard to sex, the sTfR and sTfR-F index values
were significantly higher in the boys. As sEPO levels were
similar in both sexes and iron stores were significantly lower
in the girls, the difference observed in sTfR and sTfR-F
index in boys could be due to the greater muscle develop-
ment and increased blood volume in the boys. Raya et al3
also reported sTfR values that were significantly lower in
girls aged 10 to 20 years. Other researchers,!62%-3> however,
have found no such sex differences in adolescents in a
similar age range.

In relation to age, published values for children are
higher than those for adults, regardless of the method
used.'® During childhood, sTfR values decrease gradually
to 16 years, when adult values are reached.'® 1820 In our
study (Table 2), the highest sTfR and sTfR-F index values
were reached at the age of 13 years and gradually decreased
until the age of 16 years. This observation may be
accounted for by the fact that physical changes are more
pronounced at the beginning of puberty and cease at its
conclusion, rather than reflecting a situation of potential
1D, as no significant change was observed in the iron stores.
Neither did we observe any significant changes in eryth-
ropoietic activity. To the best of our knowledge, no other
studies have analyzed the effect of age in this context.

An interesting finding was that the observed changes
related to age varied according to sex (Table 3). The boys
fitted the pattern of the total group, with higher values of
sTfR and sTfR-F index at age 12 and 13 years, and no
significant changes in iron stores or EPO, although in the
latter case the values at age 12 years were twice as high as at
16 (the absence of statistical significance could be due to the
large dispersion of the values found). In the girls, there were
no significant changes in sTfR, sTfR-F index, or EPO, but
serum ferritin levels were significantly lower at age 15 and
16 years. The sTfR values in the boys may reflect more
pronounced changes in muscle development and in blood
volume, rather than ID. In the girls, the changes had a
greater effect on iron stores, which decreased over time and
with increasing time since menarche. Sex differences
remained at age 12 and 13 years for sTfR and the sTfR-F
index and also at age 16 years for the sTfR-F index, which

Copyright © 2014 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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was higher in the girls, due to a marked decrease in the
denominator (serum ferritin). There were no significant
differences in erythropoietic activity, although values were
higher in the boys at the age of 12 years. We have not found
any similar studies with which to compare these results.

Finally, multiple linear regression analysis confirmed
the influence of age and sex in predicting sTfR variability
(Table 4). The values were higher in the boys and decreased
with age in the range considered. Multivariate analysis
showed that the situation of pubertal development was
statistically significant, with the prepubertal subjects pre-
senting the lowest values. Kivivuori et al’” reported ele-
vated levels of sTfR in boys at early stages of pubertal
development. The z-BMI scores did not influence sTfR or
sTfR-F index variability in the study population (adoles-
cents with normal weight). Of the analytical parameters
included in the model, only ferritin contributed significantly
to TR variability. The low R? value obtained suggests that
under normal erythropoietic and iron status circumstances,
other variables, probably genetically determined, may make
a stronger contribution to sTfR variability. Unfortunately,
very few studies have been conducted on healthy adoles-
cents in which multivariate analysis was used to establish
the relationship between sTfR and other parameters. Lin
et al*® concluded that the best predictors of sTfR are EP
and hemoglobin, in a study conducted in children aged 6 to
14 years; this analysis also included subjects with ID.

Multivariate analysis also showed the sTfR-F index to
be influenced by sex, age, and pubertal status, in the same
direction as sTfR. With respect to analytical parameters, the
index was influenced by indicators of functional iron status
such as rHb and TS and, to a lesser extent, by other indica-
tors related to erythropoietic activity such as the number of
reticulocytes and red blood cells. Together, these variables
could predict 15% of the variability of the ratio. A possible
explanation of the low R? value found, as well as of that for
sTfR, is the inclusion in our sample of only the normal
population, with normal ranges for all parameters. We found
no other studies with which to compare our results.

Finally, the following limitations of this study are
acknowledged. (1) Despite the strict selection criteria used,
the definition of ID based on the combination of diagnostic
measures, even including CRP, may not be ideal. Never-
theless, assessing the presence of iron in bone marrow,
which is considered the gold standard, also has limitations,
being painful and difficult to apply in a study population.
(2) Assessing pubertal status in 2 categories may also have
contributed to the difficulty of determining the relationship
between pubertal changes and variations in body iron sta-
tus (functional and storage pools) and erythropoiesis.
Adolescents in Tanner stages 2 to 5 constitute a hetero-
genous group, in which some subjects are only entering
puberty, whereas others have completed it. (3) We did not
take into consideration the degree of physical activity of the
subjects, although this, too, is related to changes in body
iron status,’® and would have been an interesting question
to examine. (4) Finally, the nonstandardization of the
method used could make it difficult to generalize the results
obtained, although we were most concerned with its
applicability in our environment, given its proven utility.

In conclusion, this study provides a reference range for
the measurement of sTfR and the sTfR-F index in adoles-
cents aged 12 to 16 years, after applying strict selection cri-
teria, to be used in clinical practice in the assessment of body
iron status. Values exceeding Py7 s may represent the onset of

Copyright © 2014 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

a situation of functional ID. The study also reveals variations
in functional and storage pools of iron in relation to sex and
the age range considered, reflecting changes known to occur
during puberty. In a situation of erythropoietic and body iron
status normality, the variations observed in sTfR and the
sTfR-F index seem to depend more on iron status parameters
than on erythropoietic activity.
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Capitulo IV. Memoria de trabajos

IVb. Valores de referencia del
contenido de hemoglobina
reticulocitaria en adolescentes

RESUMEN

La valoracion del estado de hierro corporal en la edad pediatrica es compleja, ya
que se basa en parametros que sufren variaciones fisioldgicas durante la infancia y la
adolescencia. La determinacion del CHr en el cribado de ferropenia puede contribuir a
mejorar la precisién en el diagndstico, pero actualmente los valores de referencia en
adolescentes sanos no se han establecido adecuadamente. Se ha llevado a cabo un
estudio transversal en una muestra representativa de la poblacion de adolescentes de
la ciudad de Almeria (Espana), formada por 253 adolescentes sanos sin déficit de hierro,
con edades comprendidas entre los 12 y los 16 anos. El valor medio del CHr fue de 31.6
+ 1.3 pg. El percentil 2.5 fue 28.7 pg. Los valores de CHr no presentaron variaciones
estadisticamente significativas en funcion de la edad o el sexo. En el andlisis mediante
regresion linear multiple, el sexo no estaba relacionado con el CHr, pero si la edad. El
CHr estaba influenciado por la hemoglobina, el indice de Mentzer, y otros parametros
del hierro como la protoporfirina eritrocitaria y el RsTf. Estas variables independientes
explicaron dos tercios de la variabilidad del CHr en adolescentes sanos (R? = 0.55).

Este estudio proporciona unos intervalos de referencia del CHr en adolescentes
sanos que pueden ser empleados en la practica clinica para la deteccion precoz de
ferropenia. En poblaciones con caracteristicas sociodemograficas similares, valores
mayores del p2.5 descartan el déficit de hierro, y valores inferiores al p2.5 pueden ser

sugestivos de un déficit de hierro funcional.
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ORIGINAL ARTICLE

Reference Values of Reticulocyte Hemoglobin Content
in Healthy Adolescents

Maria M. Ibdfiez-Alcalde, MPH,* Maria A. Vizquez-Lopez, MD,7
Ana M. Ruiz-Sanchez, MPH, 1 Francisco J. Lendinez-Molinos, MD, ¥
Rafael Galera-Martinez, MD,f Antonio Bonillo-Perales, MD, 71
and Tesifon Parron-Carreiio, MDf

Summary: Assessing iron status in a pediatric population is not easy,
as it is based on parameters that undergo physiological variations in
childhood and adolescence. Analysis of the reticulocyte hemoglobin
content (CHr) to screen for iron deficiency may increase the accu-
racy of diagnosis, but, to date, reference values in healthy adoles-
cents have not been adequately determined. A cross-sectional study
was conducted on a population-based representative sample in the
city of Almeria (Spain), with 253 healthy non-iron-deficient (ID)
subjects, aged 12 to 16 years. The mean CHr value was
31.6 = 1.3 pg. The CHr 2.5 percentile was 28.7 pg. There were no
significant differences as regards age or sex. In the multivariate
linear regression analysis, sex did not influence the variability of
CHr, but it was related to age. CHr was influenced by hemoglobin
and the Mentzer index, as well as by functional iron indicators such
as erythrocyte protoporphyrin and serum transferrin receptor.
These independent variables predicted two thirds of the variability
in healthy adolescents (R?>=0.55). This study provides CHr
reference ranges in healthy adolescents for use in clinical practice for
the early detection of ID states. In populations with similar
sociodemographic characteristics, values above the 2.5 percentile
rule out ID, as values under the 2.5 percentile could be suggestive of
functional ID.

Key Words: reticulocyte hemoglobin content, adolescents, iron
deficiency, reference values, early detection

(J Pediatr Hematol Oncol 2018;40:298-303)

I n adolescence, iron requirements are increased, because of
accelerated growth, increased blood volume, greater
muscle mass in boys, and menstrual blood losses in girls,
together with a diet that is frequently low in iron.!> These
changes have a significant impact on iron status and
erythropoiesis over a relatively short period of time.
Assessing iron status is not easy, as it is based on lab-
oratory parameters that undergo physiological variations in
childhood and adolescence. It also varies between the sexes,
and the sensitivity and specificity of detection mechanisms
may vary in the presence of concomitant inflammatory
conditions.>”7 The determination of C-reactive protein
(CRP) is recommended in combination with a panel of
parameters with regard to different iron pools (storage,
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transport, and function),® to improve the accuracy of the
diagnosis of iron deficiency and to eliminate false-negative
cases in the presence of inflammation.

Measures of mature erythrocyte indices are not sensi-
tive indicators of early iron-deficient (ID) erythropoiesis,
and hence new parameters have been considered to improve
the diagnostic capacity, such as reticulocyte hemoglobin
content (CHr).

By measuring the mean CHr we can evaluate the
incorporation of iron into the reticulocyte, and this factor
has been shown to provide information about functional
iron status.” Because reticulocytes are the earliest eryth-
rocytes released from the bone marrow, CHr provides an
indirect measure of the iron available for new red blood cell
production over the previous 3 to 4 days, even when changes
in other biochemical parameters are not apparent. There-
fore, CHr decrease is considered an early indicator of iron-
restricted erythropoiesis. 1

Since the discovery of CHr, many studies have showed
its usefulness in the early detection of ID in children and
adults.""15 However, reference values in healthy adoles-
cents have been poorly assessed, despite the fact that ado-
lescents constitute a population at special risk of ID.
Overweight, which is very prevalent among adolescents, is
considered a chronic inflaimmatory state!®® that could
modify iron parameters, but this question has not been
considered in the majority of previous studies focused on
adolescents.

The goals of this study were to establish appropriate
reference intervals of CHr in healthy adolescents without
overweight, to determine the relation between this parame-
ter and those for iron, erythropoietic activity and other
conditions, and also to identify any changes taking place in
iron status and erythropoiesis at this stage of life.

METHODS

This was a cross-sectional study conducted on a pop-
ulation-based representative sample in the city of Almeria
(Spain), in 2008.

Subjects

The sample size was calculated with respect to 9823
adolescents aged 12 to 16 years attending 1 of the 38 public
and private secondary schools in Almeria. Assuming an ID
prevalence of 10%, a 95% confidence interval (CI) and 4.5%
precision, a total of 260 subjects were required. The esti-
mated prevalence of obesity/overweight was 25%.!° In total,
24 classes, 1 from each of the 4 secondary grades at 6
schools, were selected by the probability sampling method.
All students in these 24 selected classes were invited to

| Pediatr Hematol Oncol * Volume 40, Number 4, May 2018
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Reference Values of CHr in Adolescents

TABLE 1. Mean Values and Reference Intervals for Analytical Parameters in Healthy Adolescents According to Sex

Total Group (n = 253)

Mean + SD

Variables Mean+SD  95% CI  Reference Interval (P, 5-Po75) Males (n=141) Females (n=112) P
Erythrocytes (x10°/L) 4.810.36 4.76-4.85 4.10-5.60 4.92+0.36 4.66£0.30 0.0001
Hemoglobin (g/dL) 139+1 13.8-14.1 12.4-16.5 14.31£1.09 13.46+0.72 0.0001
MCYV (fL) 80.7+3.3 80.2-81.1 74.2-87.4 80.53+3.37 80.99£3.26 0.24
RDW (%) 12.7£0.64 12.6-12.8 11.4-14.0 12.77£0.63 12.68 £0.65 0.43
Reticulocytes (x10°/L) 53.6%18 50.8-55.4 21.03-94.25 56.18£17.18 49.97+18.09 0.004
CHr (pg) 31.6+1.3 31.4-31.7 28.7-34.1 31.6+1.5 31.5+1.2 0.85
TS (%) 37.3+12.7 35.7-39 15.6-59 38.45+12.76 35.91+12.53 0.10
sFerritin (ng/mL) 35.31+16.8 33-37.2 15-76 37.8+17.5 32.1+15.5 0.007
EP (pg/dL RBCs) 39.7x£13.6 38.3-41.7 14.1-67 39.49+12.25 40.53+15.42 0.56
sEPO (mU/L) 75+6.4 6.6-8.3 2.3-27.6 7.9+6.8 69+538 0.21
sTfR (mg/L) 1.32+0.3 1.3-1.36 0.84-1.97 1.3940.30 1.23+0.26 0.0001

Bold value indicates CHr results, and significant P <0.05.

95% CI indicates 95% confidence interval; CHr, reticulocyte hemoglobin content; EP, erythrocyte protoporphyrin; MCV, mean corpuscular volume;
P, percentile; RBC, red blood cell; RDW, red distribution wide; SEPO, serum erythropoietin; sTfR, serum transferrin receptor; TS, transferrin saturation.

participate. A total of 509 subjects were selected, of whom
17% refused to participate, such that 422 subjects were
finally included.

The criteria for exclusion were as follows: (a) subjects
with a hematologic or systemic disease that, in itself or
as a result of its treatment, might affect the test results;
(b) subjects with ID3 or overweight;?’ (c) those with present
or previous infectious or febrile disease or CRP> 0.5 mg/
dL;% and (d) those who had received oral iron therapy in the
previous 3 months.

Obese subjects were excluded from the study population
to ensure normal iron status in those included, in the view that
obesity is a chronic inflammatory status that induces an
enhanced production of hepcidin, which leads to hyposider-
aemia and increased serum ferritin;'®!7 serum ferritin and
transferrin saturation (TS) were used to define iron status and
to establish cut-off values for iron deficiency between a normal
and an obese population, to avoid classification bias.

In all cases, informed consent was obtained from the
adolescents’ parents or legal guardians, as well as from the
participants themselves. The study was approved by the
Ethics and Research Committee of Torrecardenas Hospital
(Almeria).

Survey

This survey was addressed to all of the parents or
guardians, either in person or by telephone, as described in a
previous study.?! In the present study, only data on sex, age,
and ethnicity of the subjects were obtained.

Anthropometric Measurements and Pubertal
Status

All subjects underwent a complete physical examina-
tion, and the following data were collected: (A) pubertal
stage (Tanner stage),”? according to which the subjects were
classified as prepubertal (Tanner 1) or pubertal (Tanner 2 to 5).
(B) Anthropometry: weight in kg was measured, with the sub-
ject barefoot and wearing light clothing, using a “Soehnle
Professional” digital scale with an accuracy of 100 g, recording
the average of 2 measurements; height in meters was measured,
using a standard Asimed measure with an accuracy of 1 mm,
with the subject barefoot and standing upright, recording the
average of 2 measurements; the body mass index (BMI) was
calculated using the formula weight (kg)/height® (meters) with
the z-score of the specific BMI SD appropriate for age and sex,

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

using national reference population data.> Overweight and
obesity were defined using the criteria proposed by the Inter-
national Obesity Task Force.2’ For the purposes of the present
study, both terms are included in the expression “overweight.”

Parameters Measured

In total, 6 mL of venous blood in fasting subjects,
obtained between 8 and 11 am, were used, and the following
parameters were measured: hemoglobin (Hb), red cell indi-
ces, CHr, and reticulocytes in ADVIA-120 counter; eryth-
rocyte protoporphyrin (EP) determined by fluorometric
assay;2* transferrin, serum ferritin, and CRP determined by
the immunoturbidimetric method using “Tina-quant-
Transferrin,” “Tina-quant Ferritin,” and CRPLX Kkits
obtained from Roche Diagnostics GmbH (Boehringer
Mannheim); serum iron determined by colorimetric assay
using the Fe kit obtained from Roche Diagnostics GmbH;
total iron-binding capacity (TIBC), calculated as 1mg
transferrin/dLx1.27=1pg IBC/dL; TS, calculated as
serum iron/TIBC%100; serum transferrin receptor (STfR),
determined by immunoturbidimetric assay using the

60 -

40 A

Frequency

20 A

26,0 320

CHr (pg)
Percentile| p2.5 p5 p10 p25 p50 p75 | p90 | p95 (p97.5
CHr (pg) | 28.7 29.1 29.9 30.9 314 32.5 | 33.4 | 33.7 | 341

FIGURE 1. CHr distribution and percentiles in healthy adolescents.
CHr indicates reticulocyte hemoglobin content.
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TABLE 2. Mean Values of CHr, Serum Ferritin, sTfR, and EPO and the Respective Reference Intervals (P,.5-Po7 5s) in Healthy Adolescents, by
Sex, Age, and Pubertal Status

CHr (pg) sFerritin (ug/L) sTfR (mg/L) sEPO (mU/L)

Variables n Mean + SD P, 5-Po75 Mean + SD P,5-Pors Mean + SD Py5-Pors Mean + SD Py5-Pors
Sex

Male 141 31.6+1.5 28.1-34.4 37.8+£17.5 16-76 1.39£0.30 0.88-2.1 7.9%6.8 2.3-29.1

Female 112 31.5+1.2 28.8-33.7 32.1+15.5 13-79.6 1.231+0.26 0.74-1.83 6.9%5.38 2.1-21.9

P — 0.85 — 0.007 — 0.0001 — 0.21 —
Age (y)

12 39 31.5+£1.08 28.8-33.6 37.6%£15.7 19-89 1.32+0.34 0.73-2.13 8.3+7.1 2.5-45.2

13 59 31.3+£1.33 28.0-33.8 34.4+14.7 15-74.1 1.46£0.30 0.93-2.30 7.4%6.0 2.2-29.8

14 59 31.5+1.32 28.3-34.7 36.0+17.8 15-76.5 1.34+0.30 0.77-2.16 7.3%6.8 2.1-35.6

15 61 31.7£1.41 28.3-34.4 33.1%£16.3 13.5-75 1.25+0.20 0.81-1.84 8.2+7.1 2.2-31.7

16 35 31.7+£1.57 28.6-34.7 36.6£20.7 13-84 1.18£0.21 0.70-1.58 54+3.1 2.3-13.5

P — 0.42 — 0.7 — 0.0001 — 0.28 —
Pubertal stage

Tanner 1 18 31409 29.2-32.9 36.6+14.6 21-75 1.24+0.30 0.73-2.0 7.3%3.0 2.7-14.9

Tanner 2-5 235 31.6+14 28.7-34.2 353+17.0 15-76.2 1.32+0.29 0.84-1.96 7.4%6.6 2.3-28.5

P — 0.618 — 0.76 — 0.27 — 0.91 —

Statiscally significant P values are remarked in bolds.

P, 5-Po7.5: 2.5th percentile to 97.5th percentile interval.

Post hoc (Bonferroni test): sTfR: 13 years/15 years, P=0.001; 13 years/16 years, P=0.0002.

CHr indicates reticulocyte hemoglobin content; EPO, erythropoietin; P, signification level; SEPO, serum erythropoietin; sTfR, Serum transferrin receptor.

Quantex sTfR kit (Biokit SA, Barcelona); and serum calculated as mean corpuscular volume (MCV)/millions of
erythropoietin (sEPO) determined by enzyme immunoassay erythrocytes per microliter.

using the Quantikine IVD-Human Erythropoietin kit According to the normality cut-off values for age and
(R&D Systems, Minneapolis, MN). The Mentzer index was sex,> iron status was classified into 4 categories: normal, iron

TABLE 3. Mean Values for CHr, Serum Ferritin, SEPO, and sTfR in Healthy Adolescent Boys and Girls

Variables n Boys (Mean + SD) (95% CI) n Girls (Mean + SD) (95% CI) P
CHr (pg)
12y 17 31.25+1.10 (30.7-31.8) 22 30.7+1.0 (31.3-32.2) 0.16
13y 35 31.14£1.52 (30.6-31.6) 24 31.5£0.9 (31.1-31.9) 0.216
14y 38 31.37+1.37 (30.9-31.8) 21 31.9+1.2 (31.3-32.4) 0.169
15y 32 32.01+1.50 (31.5-32.5) 29 31.4+1.2 (30.9-31.9) 0.12
16y 19 32.34+1.51 (31.6-33.1) 16 31.0£1.3 (30.3-31.7) 0.010
ANOVA — 0.0125 — 0.225 —
sFerritin (ng/mL)
12y 17 32.2+8.8 (27.7-36.8) 22 42.0£18.7 (33.5-50.5) 0.04
13y 35 36.0£15.0 (31.0-42.4) 24 32.3+£14.3 (26.3-38.3) 0.35
14y 38 37.8119.4 (31.2-44.8) 21 32.9%+14.3 (26.4-39.5) 0.32
15y 32 37.9£18.9 (31.1-45.1) 29 27.8+10.9 (23.3-31.9) 0.01
16y 19 45.7%19.8 (36.2-55.3) 16 25.7+16.2 (17.0-34.3) 0.003
ANOVA — 0.2 — 0.007 —
sEPO (mU/L)
12y 17 10.6£9.9 (5.5-15.7) 22 6.4%28(5.2-7.7) 0.11
13y 35 8.0+7.2 (5.2-10.8) 24 6.7+3.8 (5.1-8.3) 0.44
14y 38 7.2£5.0 (5.3-8.8) 21 7.6+19.4 (3.3-11.8) 0.86
15y 32 8.8+7.5(5.9-11.5) 29 7.616.8 (5.2-10.5) 0.54
16y 19 53+3.4 (3.6-6.9) 16 5.6+2.6 (4.2-7.0) 0.76
ANOVA — 0.18 — 0.79 —
sTfR (mg/L)
12y 17 1.52+0.35 (1.34-1.70) 22 1.16 £0.24 (1.05-1.27) 0.001
13y 35 1.57%0.32 (1.45-1.69) 24 1.31+0.24 (1.21-1.41) 0.002
14y 38 1.39+0.31 (1.28-1.49) 21 1.25+0.30 (1.11-1.39) 0.10
15y 32 1.28£0.19 (1.21-1.35) 29 1.22+0.25 (1.12-1.32) 0.30
16y 19 1.15%£0.17 (1.07-1.23) 16 1.20£0.25 (1.07-1.34) 0.47
ANOVA — 0.0001 — 0.37 —

Statiscally significant P values are remarked in bolds.

ANOVA test: post hoc (Bonferroni): (1) CHr (boys): 16/13 years, P=0.03; (2) sFerritin (girls): 16 years/12 years, P=0.01 and 15 years/12 years, P=0.009;
(3) sTfR (boys): 16 years/12 years, P=0.001; 16 years/13 years, P=0.0001; 16 years/14 years, P=0.03; 15 years/12 years, P=0.03; and 15 years/13 years, P=0.001.

ANOVA indicates analysis of variance; CHr, reticulocyte hemoglobin content; CI, confidence interval; P, signification level; sSEPO, serum erythropoietin;
sTfR, serum transferrin receptor.
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store depletion, iron-deficient erythropoiesis (IDE), and
iron-deficiency anemia (IDA). The last 3 of these categories
were considered ID. IDS was defined as serum ferritin <12
pg/mL; IDE: >2 parameters altered (MCV <76 fL; serum
ferritin <12 pg/L; TS <14%; EP <70 pg/dL erythrocytes);
IDA: IDE+Hb < 11.5 g/dL in girls and <12 g/dL in boys. In
cases of isolated microcytosis, thalassemia traits (a or f)
were excluded.

Statistical Analyses

SPSS 17.0 software for Windows, and Epidat 4.0 for
the sample calculation, were used. Results are expressed as
meant SD and 95% CI. The qualitative variables are
expressed as percentages. The student 7 test was applied to
compare the means, and the analysis of variance test was
used when >2 groups were compared. When the results
were significant, differences between groups were identified
using the Bonferroni post hoc test. Linear multiple regression
analysis was used to determine the associations of the
dependent variable (CHr) and the other independent varia-
bles (laboratory measurements, age, sex, z-BMI, pubertal
status). The independent variables were introduced in a single
step. Collinearity diagnostic and residual analyses were per-
formed to assess the goodness of fit of the model obtained
and to reveal any violation of its assumptions (linearity,
normality, homoscedasticity, and independence of errors).
If high collinearity was detected, a ratio was applied. In
all cases, a P<0.05 was considered significant.

RESULTS

A total of 253 subjects were finally included in the
study. Initially, 509 subjects were selected, of whom 422
agreed to participate. Of these, 3 were excluded because of
beta thalassemia trait, 1 with alpha thalassemia trait, 4 with
elevated CRP levels suggestive of recent infection, 9 because
of loss of relevant analytical results, 117 were classified as
overweight, and 35 presented some degree of ID.

The subjects’ average age was 14+ 1.3 years (95% CI,
13.8-14.2), 55.7% were boys, 18.8% were part of an immi-
grant family, 93% were Tanner stage 2 to 5, and the mean
z-score of BMI was —0.4 +0.54 (95% CI, —0.47 to —0.33).

Table 1 lists the mean values of the analytical param-
eters of the study population, and mean values according to
sex. Erythrocytes, Hb, reticulocytes, serum ferritin, and
sTfR were higher in the boys, whereas there were no dif-
ferences according to sex in CHr values.

Figure 1 shows the distribution and the percentiles for
CHr. The CHr 2.5 percentile for the total group was 28.7 pg.
Table 2 gives the mean values of CHr, ferritin, sTfR, and
erythropoietin (EPO) and the respective reference intervals
for 95% of the study population (P, s to Pys5) in the total
group of adolescents, by sex, age, and pubertal status. With
regard to CHr, there were no statistical differences in rela-
tion to age, sex, and pubertal status. sTfR was higher in the
boys, the iron stores were lower in the girls, and the eryth-
ropoietic activity measured by EPO was similar in both
sexes. Pubertal status did not significantly influence the
parameters analyzed.

Table 3 shows the changes in CHr, sTfR, serum ferri-
tin, and sEPO for the different age and sex groups. CHr
tended to be higher in the older boys, but the difference was
only statistically significant between those aged 13 and
16 years (P=0.031). In the girls, no significant differences
in CHr were observed between groups of different ages.

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

TABLE 4. Multivariate linear regression analysis for CHr
Dependent Variable: CHr

Independent Variables Coefficient B P
Constant 11.98 —
Age (y) 0.17 0.001
Hemoglobin 0.92 0.0001
Erythrocyte protoporphyrin —-0.01 0.005
Serum transferrin receptor -0.56 0.01
Mentzer index 0.60 0.0001
R* 0.55 0.0001

Statiscally significant P values are remarked in bolds.
CHr indicates reticulocyte hemoglobin content.

Average CHr was higher in the boys than in the girls only in
those aged 16 years. As regards the other parameters ana-
lyzed, in the boys, there were significant changes in sTfR in
the age range studied, and this trend persisted throughout
the group, but was stronger at 12 and 13 years and weaker
at 15 and 16 years; there were no significant changes in iron
stores, and, although EPO values were lower at 16 years, the
difference was not statistically significant. In the girls, there
were no significant changes in sTfR or SEPO during the age
period studied, but there were changes in iron deposits,
which progressively decreased as age increased. No sig-
nificant differences were observed in SEPO between the sexes
for the different age groups, but the mean sTfR values were
higher in the boys in the group aged 12 to 13 years, and the
mean ferritin values were lower in the girls in the group aged
15 to 16 years.

Finally, Table 4 shows the best predictive model
obtained from the multivariate linear regression analysis for
CHr as a dependent variable. Because of the presence of
high collinearity, the MCV and red blood cell count were
replaced by the Mentzer index.

CHr was inversely related with EP and sTfR, and
directly related to Hb and the Mentzer index. These varia-
bles predicted 55% of the variability in CHr.

DISCUSSION

Adolescents are especially susceptible to ID because of
the increased demand for iron at this stage of life. The use of
CHr to screen for ID may increase the accuracy of diagnosis,
thus enabling early detection before the development of ane-
mia, and contributing to optimize the health and well-being of
adolescents.?> CHr decreases in the second stage of iron
deficiency, when iron stores are depleted and IDE begins.

Normal values of CHr have been evaluated in adults,
and it is considered that values under 28 to 29 pg indicate
ID.>12:26.27 1 the pediatric population, lower values present
better sensitivity and specificity, and the optimal cut-off has
been situated at 25 to 27.5 pg in different studies,!!-13-28:29
including one which recruited a group of children aged
between 1 and 11 years from the same population as that
addressed in our study.30 Nevertheless, cut-off values have
not been adequately assessed in adolescents.

This study provides CHr values in healthy adolescents
without ID. Subjects with hematologic or systemic diseases
were excluded, as well as those who had received iron therapy
or who presented an elevated CRP. Iron-restricted eryth-
ropoiesis can take place despite the presence of adequate iron,
and this often occurs in patients with an inflammatory disease,
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TABLE 5. CHr Values Previously Reported in Young Adults and Children

References Population n Mean Age (y) CHr (Mean+SD) (pg) CHr Percentiles (pg)
Brugnara et all! Healthy North American children 167 29+2.0 27+1.7 —

Thomas and Thomas®>  Healthy German adult controls 71 5519 31.4 (95% CI, 27.7-35.4)  2.5th percentile: 28.0
Bakr and Sarette? Nonanemic Saudi Arabian children 112 3.4 30.2%2.7 —
Markovic et al?’ Healthy Serbian adult controls 66 Adults 30.8£1.5 —

Ceylan et al’* Healthy Turkish adult controls 34 27.8 28.2+1.7 —

Mateos et al® Non-iron-deficient Spanish children 201 5.3 (6 mo-14y) 26.1%1.5 —
Chouliaras et al® Healthy Greek children 261 1-6 3.4%1.1) 27.7+1.6 Sth percentile: 24.6
Lopez-Ruzafa et al®®  Healthy Spanish children 931  1-11 (6.1+3.2) 309+1.8 2.5th percentile: 26.9

CHr indicates reticulocyte hemoglobin content; CI, confidence interval.

because of the inappropriate production of hepcidin.3!-32

Obesity is considered a chronic inflammatory state!®1833 and,
although CHr has been shown to be less affected in this sit-
uation than other iron parameters,?’ in this study, adolescents
with overweight were excluded to minimize bias and optimize
the validity of the values obtained.

The mean CHr value obtained in our group of healthy
adolescents was 31.6 £ 1.3 pg, with a reference interval (P, s
to Py75) of 28.7 to 34.1 pg. CHr values reported by previous
papers are shown in Table 5.

In view of the above-described data, our results place
CHr values in adolescents closer to the mean and cut-off
values previously reported for adults than to those for very
young children.

In our study, mean CHr values tended to be higher in
the older boys; however, among the girls there were no
significant differences in CHr between groups, and the mean
CHr was higher in boys than in girls only in the group aged
16 years. In our view, the differences observed between age
and sex groups are not clinically relevant and are in a nor-
mal range, and the presence of statistical significance is
probably attributable to the considerable homogeneity of
the subjects. Corroborating this opinion, previous reports
have reported no major differences in this respect between
the sexes.>1027 Taking this into account, a single value
could be used as the cut-off value for CHr for both sexes.

In contrast, sTfR levels were higher in the younger
subjects, particularly among the boys. As SEPO levels were
similar in both sexes and iron stores were significantly lower
in the girls, the difference observed in sTfR in boys could be
attributable to their greater muscle development and blood
volume. These results have been published in a previous
paper.®® Raya et al’’ also reported sTfR values that were
significantly lower in girls aged 10 to 20 years. Other
researchers,>®3 however, have found no such sex differ-
ences in adolescents in a similar age range.

As CHr and sTfR are functional iron parameters, they
are expected to be inversely related. In our sample, the
younger boys presented lower CHr and higher sTfR values.
There were no significant variations among the girls of dif-
ferent ages, despite the significant decrease in ferritin during
late adolescence. This indicates that iron deposits do not
decrease sufficiently in healthy female adolescents to have
an impact on functional iron parameters. We found no
previous reports with which to compare these results.

In the multivariate linear regression analysis, the vari-
ability of CHr in healthy adolescents without ID was not
influenced by sex. It was related to age, but these authors
consider that this relationship is not clinically relevant, as
CHr values are very similar in the studied age range. With
regard to analytical parameters, CHr was influenced by Hb
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and Mentzer index, as well as by functional iron indicators
such as EP and sTfR, which were inversely related. These
independent variables predicted more than a half of the
variability in healthy adolescents (R?>=0.55). We were
unable to find any previous reports assessing this issue.

The main limitation of our study is derived from the
definition of ID used in the selection criteria. The gold
standard is the depletion of iron in the bone marrow, but it
is not feasible to perform this analysis in population studies
because of its invasiveness. Although ID diagnosis is always
subject to controversy in this context, we used a combina-
tion of internationally accepted diagnostic measures,?
whereas most studies have used individual parameters such
as ferritin. Nevertheless, this study does add to previous
knowledge in terms of the new data obtained on adoles-
cents, as very few reports have been made about CHr ref-
erence values in this population. Most studies include
subjects of a wide range of ages, combining data for children
and adolescents. In this study, strict selection criteria were
applied, which ensured the normalcy of the sample; hence,
the subjects can be considered to constitute a suitable ref-
erence for the study population. Finally, the multivariate
analysis, which was performed to assess the variables that
independently influence the CHr variability, including
erythropoietic data, is a novel approach in this context.

In conclusion, this study provides CHr reference ranges
for healthy adolescents aged 12 to 16 years, for use in
clinical practice for the early detection of ID states. We
believe the validity of the results obtained is well established,
and therefore propose that these reference intervals should
be applied to other populations with similar sociodemo-
graphic characteristics, and that values under the 2.5 per-
centile should be considered indicative of functional ID,
although they do not rule out other underlying diseases as
thalassemia traits. In contrast, normal values of CHr
exclude moderate or severe ID states.
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Capitulo IV. Memoria de trabajos

IVc. Utilidad clinica de RsTf, indice
RsTf-F y CHr

RESUMEN

Este estudio transversal, llevado a cabo en una muestra representativa de su
poblacion de referencia, evalua la utilidad del CHr, el RsTf y el indice RsTf-F para
diagnosticar el déficit de hierro sin anemia, establece puntos cut-off para la edad y el
sexo, y propone una nueva definicion de ferropenia en base a ellos. Se incluyeron un
total de 1239 nifios y adolescentes sanos de edades comprendidas entre 1 y 16 afios.
Se determinaron un hemograma completo, biomarcadores férricos, la eritropoyetina, la
PCR, el CHr, el RsTF y el indice RsTf-F. Se elaboraron las curvas ROC y se obtuvieron
la sensibilidad, especificidad, valores predictivos, ratios de probabilidad y precision para
los distintos valores cut-off. Setenta y tres sujetos presentaban ferropenia sin anemia.
Las AUC para el indice RsTf-F, RsTfy CHr fueron 0.97 (IC95% 0.95-0.99), 0.87 (IC95%
0.82-0.92) y 0.68 (1C95% 0.61-0.74) respectivamente. Los siguientes valores cut-off
definieron el déficit de hierro: indice RsTf-F > 1.5 en los sujetos 1-5 afios y los chicos
12-16 afios y > 1.4 en los sujetos 6-11 afos y las chicas 12-16 afos; RsTf (mg/L) > 1.9
de 1abanos, >1.8de6a 11 afos, > 1.75 en chicas de 12 a 16 afios y > 1.95 en chicos
de 12 a 16 afios; y CHr (pg) < 27 de 1 a 5 afios y < 28.5 de 6 a 16 anos.

Conclusiones. El CHr, el RsTf y el indice RsTf-F son parametros utiles para discriminar
ferropenia sin anemia en nifos y adolescentes, y se han establecido valores cut-off
especificos por edad y sexo. La combinacién de estos parametros es una alternativa

para definir ferropenia con un poder discriminatorio adecuado.
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Abstract
This cross-sectional study, conducted on a population-based representative sample, evaluates the usefulness of reticulocyte
haemoglobin content (CHr), serum transferrin receptor (sTfR) and sTfR/log ferritin (sTfR-F index) to recognise iron deficiency
(ID) without anaemia, provides specific cut-off points for age and gender, and proposes a new definition of ID. A total of 1239
healthy children and adolescents aged 1-16 years were included. Complete blood count, iron biomarkers, erythropoietin, C-
reactive protein, CHr, sTfR, and sTfR-F index were determined. ROC curves were obtained and sensitivity, specificity, predictive
values, likelihood ratios, and accuracy for each specific cut-off points were calculated. Seventy-three had ID without anaemia.
Area under the curve for sTfR-F index, sTfR and CHr were 0.97 (CI95% 0.95-0.99), 0.87 (C195% 0.82—0.92) and 0.68 (CI95%
0.61-0.74), respectively. The following cut-off points defined ID: sTfR-F Index > 1.5 (1-5 years and 12—16 years boys) and > 1.4
(611 years and 12—16 years girls); sTfR (mg/L) > 1.9 (1-5 years), > 1.8 (6-11 years), > 1.75 (12—16 years girls) and > 1.95 (12—
16 years boys); and CHr (pg) <27 (1-5 years) and < 28.5 (616 years).

Conclusions: CHr, sTfR and the sTfR-F index are useful parameters to discriminate ID without anaemia in children and
adolescents, and specific cut-off values have been established. The combination of these new markers offers an alternative
definition of ID with suitable discriminatory power.

What is Known:

o In adults, reticulocyte haemoglobin content (CHr), serum transferrin receptor (sTfR) and sTfR/log ferritin index (sTfR-F index) have been evaluated
and recognised as reliable indicators of iron deficiency (ID).

* Clinical manifestations of ID may be present in stages prior to anaemia, and the diagnosis of ID without anaemia continues to pose problems.

What is New:

* CHr, sTfR and the sTfR-F index are useful parameters in diagnosis of ID in childhood and adolescence when anaemia is not present.

» We propose a new strategy for the diagnosis of ID in childhood and adolescence, based on the combination of these measures, which offer greater
discriminatory power than the classical parameters.

Keywords Iron deficiency - Reticulocyte haemoglobin content - Serum transferrin receptor - sTfR-F index

Communicated by Peter de Winter

P4 Encarnacion Lopez-Ruzafa Antonio Bonillo-Perales
e.lopezruzafa@gmail.com antonio.bonillo.sspa@juntadeandalucia.es

Francisco Lendinez-Molinos

Maria A. Vazquez-Lopez . .
lendimol@gmail.com

mavazquezl59@gmail.com

Mer.cedes Ibéﬁez-Alcald.e ' Department of Pediatrics, Torrecardenas Hospital, Hermandad de
mmibanezalcalde @gmail.com Donantes de Sangre s/n, 04009 Almerfa, Spain

Manuel Martin-Gonzalez Department of Pediatrics, Poniente Hospital, Avenida Almerimar s/n,
manuel.martin.gonzalez.sspa@juntadeandalucia.es 04007 El Ejido, Spain

Published online: 27 September 2018 Q) Springer


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00431-018-3257-0&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0003-0156-6367
mailto:e.lopezruzafa@gmail.com

Eur J Pediatr

Abbreviations

ACD  Anaemia of chronic disease
AUC  Area under the curve

CHr reticulocyte haemoglobin content
CI confidence interval

CRP C-reactive protein

EP erythrocyte protoporphyrin

ID iron deficiency

IDA iron-deficiency anaemia

IDE iron-deficient erythropoiesis

ISD iron stores depletion

LR- negative likelihood ratio

LR+ positive likelihood ratio

MCV  mean corpuscular volume

MDD  maximum diagnostic discrimination
NPV negative predictive value

P percentile

PPV positive predictive value

ROC receiver operating characteristics
sEPO  serum erythropoietin

sTfR serum transferrin receptor
sTfR-F  sTfR/log ferritin

TIBC  total iron binding capacity

TS transferrin saturation
Introduction

Childhood and adolescence are periods of increased iron require-
ments and also of possible iron deficiency (ID) [1, 2, 5, 14, 19,
22,36, 48]. This condition is the result of a continuous, progres-
sive negative balance of iron. Fundamentally, iron balance is
regulated by the rate of erythropoiesis and by the size of iron
stores in the body. In childhood and adolescence, the changes
involved in growth affect both iron status and erythropoiesis.

In order to determine iron status, various haematologic and
biochemical parameters must be considered [21, 48], and in
this respect, new diagnostic markers have been incorporated
in recent decades. In adults, reticulocyte haemoglobin content
(CHr), serum transferrin receptor (sTfR) and sTfR/log ferritin
index (sTfR-F index) have been evaluated and recognised as
reliable indicators of ID [18, 40], and it has been suggested
they should be used in a diagnostic plot to discriminate func-
tional ID, iron-deficiency anaemia (IDA) and anaemia of
chronic disease (ACD), and to predict the response to treat-
ment [39].

Erythrocytes have a long lifespan, and therefore erythro-
cyte indices are late indicators of ID. However, CHr is con-
sidered a real-time marker of functional ID, as reticulocytes
only remain in blood for 1-2 days [39]. This parameter can be
measured in modern haematology analysers and provide the
paediatrician with valuable information [28]. Although
Brugnara et al. [6], in 1999, and subsequent studies have
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corroborated the value of CHr in the diagnosis of ID in chil-
dren [13, 24, 42, 43], little research has been conducted to
define normal values for healthy children and adolescents.

sTfR is the soluble form of the transmembrane transferrin
receptor that is present in every cell of the body. Its value is
proportional to the mass of cellular TfR, which depends pri-
marily on the intracellular requirements of iron and on eryth-
ropoietic activity [4, 33, 35]. This parameter provides infor-
mation about the functional iron compartment and is a useful
measure for diagnosing ID [32, 33, 38, 49]. It has advantages
over other iron parameters (STfR is unaffected by inflamma-
tion), but the non-standardisation of the measure is a major
disadvantage. Despite this reservation, normal values have
been published for healthy children and adolescents [12, 29,
37, 45, 46], as have cut-off values indicative of ID in adults
[32, 33] and children [3].

The sTfR-F index was proposed by Punnonen et al. [32] as
a useful marker of the iron supply available for erythropoiesis.
It offers information about iron stores and functional pools
and could enhance the diagnostic efficacy of sTfR or that of
serum ferritin alone [4, 32, 34, 35].

In a population-based study in which healthy children and
adolescents were included, reference values of the above
markers were defined, according to strict selection criteria
[17,23, 45, 46]. The next step would be to evaluate the diag-
nostic utility of these markers in order to establish specific cut-
off values for ID which could be incorporated into the diag-
nostic battery as an alternative to the classical parameters or at
least to propose their use in clinical situations in which the
latter are less useful. Most studies of the usefulness of CHr,
sTfR and the sTfR-F index have been performed with adult
populations [18, 32, 38]. Very few studies have been conduct-
ed with children and adolescents to establish equivalent cut-
off values for these parameters in order to discriminate ID
when anaemia is not present.

Accordingly, the goals of the present study are to evaluate
the usefulness of CHr, sTfR and the sTfR-F index as a means
of recognising ID without anaemia in healthy children and
adolescents, to obtain specific cut-off points by age and gen-
der, and to propose an alternative definition of ID based on
these new measures.

Methods

Design

Descriptive study on evaluation of diagnostic test.
Subjects

Participants were selected from a cross-sectional study con-
ducted on a population-based representative sample of healthy
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children aged 1-16 years in the city of Almeria (Spain), from
2007 to 2009.

Selection was performed by multistage probability sam-
pling method described in previous reports [23, 45]. The
Healthcare District of Almeria provided a list of 5453 children
aged 12-47 months. Assuming an ID prevalence of 20%, a
95% confidence interval (CI) and 5% precision, a minimum
sample size of 330 children were required. Four hundred
forty-four were selected, 19% refused and finally 360 were
included. The Municipal Education Office provided a list of
the 17,934 children aged 411 years from primary schools and
9823 adolescents aged 12—16 years from secondary schools.
Assuming an ID prevalence of 10%, a 95% CI and 5% preci-
sion, 551 children aged 4—16 years were required. Then, 1323
were invited to participate, 17% refused and 1099 were
included.

The criteria for exclusion were (a) haematological or sys-
temic diseases that could affect the parameters analysed, (b)
iron therapy in the previous 3 months and (c) the presence of
previous infectious or febrile disease or C-reactive protein
(CRP) value > 0.5 mg/dl [39].

Survey

The survey was addressed to all of parents, as described in a
previous study [15]. A detailed medical history and a com-
plete physical exploration were performed to all selected
subjects.

Parameters measured

Haemoglobin, red cell indices, reticulocyte haemoglobin con-
tent (CHr) and reticulocytes were performed in ADVIA-120
counter (Siemens Healthcare Diagnostics, NY); erythrocyte
protoporphyrin (EP) determined by fluorometric assay [10];
serum transferrin, serum ferritin and CRP determined by the
immunoturbidimetric method using “Tina-quant-
Transferrin,” “Tina-quant Ferritin” and CRPLX kits obtained
from Roche Diagnostics GmbH (Boehringer Mannheim) re-
spectively; serum iron determined by colorimetric assay using
the Fe kit obtained from Roche Diagnostics GmbH
(Boehringer Mannheim); total iron binding capacity (TIBC),
calculated as 1 mg transferrin/dl x 1.27 =1 pg IBC/dl; trans-
ferrin saturation (TS), calculated as serum iron/TIBC x 100;
serum erythropoietin (sSEPO) determined by enzyme immuno-
assay using the Quantikine IVD-Human Erythropoietin kit
(R&D Systems, Minneapolis); sTfR, determined by
immunoturbidimetric assay using the Quantex sTfR kit
(Biokit SA, Barcelona) and the sTfR-F Index, calculated as
sTfR/log ferritin [32].

Iron status was classified normal, iron store depletion
(ISD), iron-deficient erythropoiesis (IDE) and iron-
deficiency anaemia (IDA). ISD was defined as serum ferritin

(ng/ml) <10 (1-5 years) and < 12 (6—16 years); IDE was
defined as > 2 parameters altered: serum ferritin (as indicated
above), TS (%) <10 (1-2 years), < 12 (3-5 years) and < 14
(6-16 years), EP (ug/dl erythrocytes) > 80 (1-2 years) and >
70 (3—16 years); IDA was defined as IDE + haemoglobin
(g/dl) < 11 (1-5 years), < 11.5 (611 years and 12-16 years
girls) and < 12 (12-16 years boys). ISD or IDE were consid-
ered as ID without anaemia. In cases of isolated microcytosis,
thalassaemia traits (o or 3) were excluded.

Statistical analysis

SPSS 20.0 software for Windows and Epidat 4.0 for the sam-
ple calculation were used. The results obtained are expressed
as mean = SD and 95% confidence interval (CI). The qualita-
tive variables are expressed as percentages. Student’s ¢ test
was applied to compare the means, and the ANOVA test
was used for comparisons of more than two groups. When
the results were significant, differences between groups were
identified using the Bonferroni post hoc test. In all cases, a p
value < 0.05 was considered significant.

To evaluate the clinical usefulness of CHr, sTfR and the
sTfR-F index to recognise ID without anaemia, subjects with
IDA were excluded. Receiver operating characteristics (ROC)
curves were used, obtaining the area under the curve (AUC)
and the corresponding 95% CI. For each group, classified by
age and gender (1-5 years, 6-11 years, 12—16 years girls and
12—-16 years boys), the maximum diagnostic discrimination
(MDD) cut-off point was calculated, corresponding to the
highest (sensitivity+specificity)/2 value. Sensitivity, specifici-
ty, positive and negative predictive values (PPV, NPV), posi-
tive and negative likelihood ratios (LR+, LR—), accuracy and
the respective 95% CI were calculated for each MDD value.
They were also calculated for the P, 5/P5 value for CHr and for
the Pys/Py7 5 value for sTfR and the sTfR-F index, when the
MDD value excluded more than 5% of the subjects. As CHr,
sTfR and the sTfR-F index were assumed to be confirmatory
parameters of ID, the ideal cut-off points were selected ac-
cording to the highest specificity (>95%) and LR+ (>5-10)
values, as long as the sensitivity was > 25%. The cut-off points
selected were used to propose an alternative definition of ID,
and finally, the overall prevalence was calculated.

Results

A total of 1342 children aged 1-16 years were enrolled in the
study. Of these, the following were excluded: 70 who had C-
reactive protein > 0.5 mg/dl, 9 with 3 or «-thalassaemia trait
and 24 due to the absence of relevant analytical results.
Finally, 1239 children were included, of whom 620 (50%)
were female. By age, the distribution was as follows:
460 (37.1%) aged 1-5 years, 49 (39.6%) aged 6-11 years
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and 288 (25.9%) aged 12—16 years. By iron status, 84 (6.8%)
had some degree of ID; of these, 13 (1%) had IDA. The prev-
alence of ID varied according to age. Thus, in the group aged
1-5 years, 24 (5.2%) had ID without anaemia and 9 (2%) had
IDA. In those aged 6-11 years, only 16 (3.3%) had ID without
anaemia, and among the adolescents (aged 12—16 years), 31
(10.8%) had ID without anaemia and 4 (1.4%) had IDA.

Table 1 shows the mean values obtained for the analytical
parameters, according to iron status. Erythropoietic activity
was normal in all subjects. Concerning the study parameters,
as the ID progressed, CHr values decreased significantly and
sTfR and the sTfR-F index increased (p <0.0001).

Figure 1 shows the ROC curves obtained to assess the
discriminatory value for ID without anaemia of the classi-
cal markers of iron status (mean corpuscular volume
(MCV), serum ferritin, TS and EP) and that of the pro-
posed indicators (CHr, sTfR and the sTfR-F index), for
the total group (excluding children with IDA). Thus, on
the ROC curve shown on the left, serum ferritin is out-
standing, with AUC: 0.99 (95%CI 0.99-1). This parameter
is clearly preferable to MCV, TS and EP. Among the pro-
posed new parameters (shown in the ROC curve on the
right), the sTfR-F index performed best, with a discrimi-
natory power similar to that of ferritin, followed by sTfR
with an AUC of 0.87(95%CI 0.82-0.92), which was still
better than the classical parameters. The AUC for CHr was
similar to that found for MCV, TS and EP. Maximum di-
agnostic discrimination (MDD) cut-off points were obtain-
ed for CHr, sTfR and the sTfR-F index (Fig. 1). MDD
values for CHr and sTfR did not meet the established va-
lidity criteria, and so these were rejected; instead, CHr Ps
and sTfR Pys cut-off points are proposed (Fig. 1: shaded
columns).

Table 2 shows the mean values for CHr, sTfR and the sT{fR-
F index in children with normal iron status for age and gender.
CHr values increased with age. The highest values for sTfR
were found in the group of adolescents. For the sTfR-F index,
the lowest values were obtained for the children aged 6—
11 years. Gender only had a significant influence in the ado-
lescents, for sTfR and the sTfR-F index, but not for CHr. This
finding enabled specific cut-off points for age and gender to be
established. Tables 3 and 4 show the sensitivity, specificity,
predictive values, likelihood ratios and accuracy obtained for
all ages and gender groups, for each cut-off value. Those pre-
senting greatest overall utility, which are shaded in the tables,
were selected. Accordingly, CHr values lower than the shaded
cut-off values, and higher ones for sTfR and the sT{R-F index,
would be suggestive of ID.

With these new parameters, an alternative definition of ID
without anaemia could thus be proposed: (a) ISD. ferritin
(ng/ml) <10 (1-5 years) and <12 (6-16 years); (b) IDE:
sTfR-F Index > 1.5 (1-5 years and 12—16 years boys) and >
1.4 (6-11 years and 12-16 years girls), or >2 parameters:
serum ferritin (as indicated above); sTfR (mg/L) >1.9(1-
5 years), > 1.8 (6-11 years), > 1.75 (12-16 years girls) and
> 1.95 (12-16 years boys); CHr (pg) <27 (1-5 years) and <
28.5 (6-16 years).

Under these new criteria, 117 children (9.4%) were consid-
ered ID.

Discussion

ID is still a health problem among children and adolescents.
Its related clinical manifestations may be present in stages

Table 1T Mean values of iron parameters and erythropoietin according to iron status in healthy children aged 1-16 years
Iron status Normal n 1153 ID without anaemia n 70 IDAn 13 ANOVA p
Mean+SD 95% CI) Mean+SD 95% CI Mean +SD 95% CI

Hb (g/dl) 13.3+£0.9 (13.2-13.3) 13 £ 0.847 (12.8-13.2) 10.5 £ 0.7% (10.1-10.9) 0.0001
MCV (fl) 779 £3.5 (77.7-78.1) 752 +£5.3% (73.9-76.4) 67.5+52% (64.3-70.6) 0.0001
TS (%) 244+ 119 (23.7-25.1) 17.5 + 10.5% (15-19.9) 6.5 + 2.5¢9 (4.9-8) 0.0001
Ferritin (ng/ml) 30.9 + 14.8 (30-31.7) 10 £ 2.2% (9.5-10.5) 6.7 +3.3¢£ 4.7-8.7) 0.0001
EP (ug/dl Hm) 202 + 169 (28.2-30.2) 41.6 +21.5% (36.6-46.6) 91.7 + 63% (53.3-130) 0.0001
CHr (pg) 31.1+1.73 (31-31.2) 29.6 + 2.5% (29-30.2) 24.5 + 30% (22.7-26.3) 0.0001
sTfR (mg/L) 1.24 £ 0.29 (1.22-1.25) 1.79 £ 0.4* (1.7-1.88) 2.77 + 0.40% (2.52-3) 0.0001
STfR-F Index 0.87 £0.25 (0.86-0.89) 1.83 £ 0.5% (1.72-1.95) 403 +1.61% (3.05-5) 0.0001
EPO (mU/L) 88 +£3.6 (8.5-9.0) 114 £5.7* (9.7-13.2) 224 + 11.3% (13.6-31.1) 0.0001

1D iron deficiency, /DA iron deficiency anaemia, /b haemoglobin, MCV mean corpuscular volume, 7S transferrin saturation, £P erythrocyte protopor-
phyrin, CHr haemoglobin content of reticulocytes, s7fR soluble transferrin receptor, sTfR-F Index sTfR/log Ferritin, C/ confidence interval, SD standard

deviation

ANOVA: Post hoc (Bonferroni test): Tp < 0.01 (ID without anaemia/normal); *p <0.0001 (ID without anaemia/normal); {p <0.0001 (IDA/normal and
IDA/ID without anaemia); £p <0.0001 (IDA/normal); p < 0.006 (IDA/ID without anaemia)
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Cut-Off Value MDD: 28.5 (Ps. Pg) Ps: 28 MDD: 1.5 (P;5-Pog) Pys: 1.8 MDD: 1.4 (Pys-Py; 5)
Sensitivity 33.8(23.3-46.1) 33.3(16.4-55.3) 76 (64.2-85) 52.8 (40.6-64.7) 87.3 (76.8-93.7)
116y Specificity 92.1 (90.4-93.6) 95.3 (92.7-97) 84.8 (82.6-86.8) 94.8 (93.3.95.9) 96 (94.6-97)
(n:1239) PPV 20.9 (14.1-29.6) 28.6 (13.9-48.9) 23.7 (18.4-29.8) 38.1(28.6-48.6) 57.4 (47.5-66.7)
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LR- 0.72 (0.61-0.85) 0.7 (0.5-0.9) 0,28 (0.18-0.43) 0.49 (0.39-0.64) 0.13 (0.1-0.24)
Accuracy 88.7 (36.9-89.8) 91 (89.4-92.6) 84.3 (82.2-86.4) 92.3 (90.8-93.8) 95.5 (94.3-96.6)

Fig. 1 Receiver operating characteristic curves for iron parameters and cut-off points of CHr, TfR and the TfR-F Index for discriminating ID without
anaemia in healthy children aged 1-16 years

prior to anaemia [8, 22, 25, 36], and the diagnosis of ID with-
out anaemia continues to pose problems [31, 48].

Table 2

In the period 2007-2009, a cross-sectional study was con-
ducted in Almeria (Spain) in healthy children aged 1-16 years,

Mean values of CHr, TfR and the TfR-F Index in healthy children aged 1-16 years with normal iron status according to age and gender

Variables

1-5 years n 427 (222 girls)
Mean + SD (95% CI)

6-11 years n 475 (238 girls)
Mean + SD (95% CI)

12-16 years n 253 (109 girls)
Mean + SD (95%CI)

ANOVA

CHr (pg)

Total
Girls

Boys
p
sTfR (mg/L)

Total
Girls

Boys
p
STfR-F Index

Total
Girls

Boys
)4

30.4+1.8 (30.2-31.6)F
30.5+ 1.8 (30.3-30.8)

30.2+1.8 (30.0-30.5)
0.1

1.24+0.29 (1.22-1.27)*}
1.22+0.30 (1.18-1.26)

1.26+0.29 (1.22-1.30)
0.16

0.91+0.27 (0.89-0.94)]
0.89+0.27 (0.86-0.93)

0.93+0.27 (0.89-0.97)
0.19

314+1.6 (31.3-31.6)
31.6+1.5(31.4-31.7)

31.6+1.5(31.1-31.6)
0.16

1.19+£0.26 (1.17-1.22)£
1.17+0.26 (1.14-1.21)

1.21+£0.27 (1.18-1.25)
0.16

0.83+0.22 (0.81-0.85)£
0.80+0.21 (0.78-0.83)

0.84+0.21 (0.82-0.88)
0.45

31.5+1.3(31.4-31.7)
31.5+1.2 (31.3-31.8)

31.5+1.4 (31.3-31.8)
0.94

1.32+0.30 (1.28-1.36)
1.23+0.26 (1.18-1.28)

1.40+0.32 (1.34-1-44)
0.0001

0.90+0.25 (0.87-0.93)
0.86+0.22 80.82-0.90)

0.9440.29 (0.88-0.98)
0.017

0.0001

0.0001

0.0001

CHr reticulocyte haemoglobin content, s7fR soluble transferrin receptor, s7fR-F Index sTfR/log ferritin, SD standard deviation, C/ confidence interval, p

signification level
ANOVA: Post-hoc (Bonferroni test): Tp < 0.0001 (1-5 years/6-11 years and 1-5 years/12—16 years); *p < 0.02 (1-5 years/6-11); ip < 0.002 (1-5 years/

12-16 years); £0 <0.0001 (6-11 years/12—16 years); {p <0.0001 (1-5 years/6—11 years)
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Table 3  Sensitivity, specificity, predictive values, likelihood ratios and accuracy of CHr, sTfR and the sTfR-F Index to discriminating ID without
anaemia in healthy children aged 1-11 years

Age group Parameters (95%CI) CHr (pg) sTfR (mg/L) sTR-F Index

1-5 years (n 451)  Cut-off value MDD 29 (P,g-P»s5) Ps: 27 MDD 1.6 (Pgg) Po751.9 MDD 1.5 (Pgs—Pg7.5)

Sensitivity 50 (29.6-70.3) 33.3 (16.4-55.3)
Specificity 78.9 (74.7-82.6) 95.3 (92.7-97)
PPV 11.8 (6.5-20) 28.6 (13.9-48.9)
NPV 96.5 (93.9-98.1) 96.2 (93.8-97.7)
LR+ 2.4 (1.5-3.7) 7.1 3.5-14.5)
LR—- 0.6 (0.4-0.9) 0.7 (0.5-0.9)
Accuracy 77.4 (75.4-81.3) 92 (89.5-94.5)
611 years (n 491) Cut-off value MDD 28.5 (Ps) P55 28
Sensitivity 25 (8.3-52.6) 18.7 (5-46.3)
Specificity 95.1 (92.7-96.8) 96.8 (94.7-98.1)
PPV 14.8 (4.8-34.6) 16.7 (4.4-42.2)
NPV 97.4 (95.4-98.6) 97.2 (96.2-98.5)
LR+ 5.2 (2-13.2) 5.9 (1.9-18.5)
LR- 0.79 (0.59-1.05) 0.84 (0.66-1.06)
Accuracy 92.9 (90.6-95.2) 94.3 (92.2-96.3)

79.2 (57.3-92.0)
88.7 (85.3-91.5)
28.3 (18.3-40.9)
98.7 (96.8-99.5)
7.0 (5-9.8)

0.2 (0.1-0.5)
99.2 (85.2-91.2)

MDD 1.6 (Pog- Pos)

81.2 (53.7-95)
93.5 (90.7-95.4)
29.5 (17.2-45.4)
99.3 (97.9-99.8)
12.4 (8.2-18.8)
0.2 (0.1-0.5)
93.1 (90.9-95.3)

66.7 (44.7-83.6)
97.6 (95.6.98.8)
61.5 (40.7-79.1)
98.1 (96.2-99.1)
28.5 (14.5-55.9)
0.34 (0.2-0.6)
96 (94.2-97.8)
Pgs—Pg75 1.8
68.7 (41.5-87.9)
96.6 (94.5-98)
40.7 (23-61)
98.9 (97.3-99.6)
20.4 (11.4-36-6)
0.32 (0.15-0.67)
95.7 (93.9-97.5)

84 (63.1-94.7)
96.5 (94.1-97.9)
58.3 (38.3-71.7)
99 (97.4-99.7)
23.8 (14.1-40.3)
0.16 (0.1-0.4)
97.5 (96.1-98.9)
MDD 1.4 (Pogy5)
93.7 (62.7-99.7)
98.3 (96.6-99.2)
65.2 (42.8-82.8)
99.8 (98.6-100)
55.6 (27.7-112)
0.06 (0.01-0.4)
98.2 (97-99.4)

MDD maximum diagnostic discrimination point, PPV positive predictive value, NPV negative predictive value, LR+ Likelihood ratio positive; LR—

Likelihood ratio negative; 95% CI 95% confidence interval, P percentile

to analyse the prevalence of ID and to obtain reference values
for new diagnostic parameters such as CHr, sTfR and the
sTfR-F index [17, 23, 45, 46]. The main aim of the present
study is to analyse the usefulness of these parameters for de-
tecting ID without anaemia.

A total of 1239 healthy subjects were included in the study.
According to the classical ID criteria [21], IDA was present in
1% and ID without anaemia in 5.8% of the study population.
Both values are in the expected range for developed countries
[5, 14, 19, 48]. In agreement with previous studies [3, 6, 20,
26, 42, 47], our analysis showed that CHr decreased signifi-
cantly as ID progressed, while sTfR and the sTfR-F index
increased (Table 1).

Several studies have reported the clinical usefulness of
CHr, sTfR and the sTfR-F index in the diagnosis of IDA in
children [7, 13, 16, 42, 47] and adults [9, 18, 44], with AUC
values usually > 0.80. However, opinions differ as to which of
these markers is the best ID indicator. The suitability of these
parameters for discriminating states of ID without anaemia
has been studied very little [3, 30], and reliable values have
not been established. Indeed, some studies have concluded
that CHr and TR have only limited value for detecting iron
depletion and that they are not good indicators of early stages
of ID [11, 42].

In the present study, we analyse the diagnostic utility of
these parameters to discriminate ID without anaemia (Fig.
1). The ROC curve obtained for the sTfR-F index had an
AUC of 0.97(95%CI 0.95-0.99), which was very similar to
that of ferritin. Therefore, the index is a highly sensitive and

@ Springer

specific measure in the diagnosis of ID. Moreover, sTfR alone
presents greater diagnostic value than the classical parameters,
with an AUC of 0.87 (95%CI 0.82-0.92). These results are
comparable to those reported in previous studies [3, 9, 18, 20,
27, 30, 47]. However, CHr alone was not found to be suffi-
ciently indicative in early stages of ID (AUC 0.68, 95%CI
0.61-0.74) [7, 9, 13, 27, 44], although it was comparable to
the classical parameters. This finding could reflect the fact that
subjects with IDA were excluded from this study, and that CHr
only begins to present alterations when the production of
haemoglobin is compromised. Nevertheless, we believe that
CHr can offer added value, by improving diagnostic efficien-
cy, if it is used together with other markers of the functional
iron compartment.

We have previously reported that CHr, sTfR and the sTfR-
F index vary significantly according to age and gender [17, 23,
45, 46], as shown in Table 2. For this reason, we tested the
validity of these measures for different cut-off values, in order
to choose the most suitable. The MDD points, as shown in
Tables 3 and 4, were not always considered reliable, as the
values obtained were close to those offered by the P, of CHr
and the Pgg of sTfR-F and the index, assuming that 10% of
subjects with supposedly normal iron status would be classi-
fied as ID. In these cases, we chose specific cut-off values that
would more safely confirm the ID status and we propose dif-
ferent discriminatory points to define ID according to age and
gender. We assume that lower values of CHr and higher ones
of sTfR and the sTfR-F index, with respect to the cut-off
values obtained (shaded columns), would be suggestive of ID.
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childhood and adolescence, based on the combination of the
above measures, which offer greater discriminatory power
than the classical parameters. Further studies are required to
confirm these results, when sTfR measurement becomes
standardised.
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Capitulo IV. Memoria de trabajos

IVd. Prevalencia de déficit de hierroy
factores relacionados en
adolescentes espanoles

RESUMEN

La anemia ferropénica continua siendo una de las causas mas importantes de
afios vividos con discapacidad en el mundo en nifios y adolescentes. La valoracion del
déficit de hierro depende tradicionalmente de parametros de laboratorio que pueden
estar influidos por estados de inflamacién sistémica, incluida la obesidad, que hoy en
dia es frecuente en la poblacién adolescente de los paises industrializados. Este estudio
establece la prevalencia de ferropenia y sus factores relacionados en adolescentes,
mediante el uso del RsTf y el CHr, para evitar este efecto confusor que puede
condicionar la utilizacién de los parametros clasicos. Se ha llevado a cabo un estudio
transversal en una muestra representativa de la poblacién de adolescentes de Almeria
(Espafa), constituida por 405 sujetos con edades comprendidas entre los 12 y los 16
afos. La prevalencia de ferropenia fue del 1.3%, mientras que la de anemia ferropénica
fue de 1.2%. El analisis mediante regresion logistica multivariante mostré que el ser
parte de una familia inmigrante, una dieta pobre en hierro, el consumo de carne menos
de 4 veces a la semana y el de pescado menos de 2 veces semanales, son factores de

riesgo independientes para presentar déficit de hierro.

Conclusiones. Este estudio proporciona una estimacién de la prevalencia de ferropenia
en adolescentes sanos espafioles del 13.3%, basada en una muestra amplia y
representativa de los adolescentes almerienses, y evita posibles factores de confusion

mediante el uso de nuevos parametros del hierro.
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Abstract
Iron deficiency anaemia continues to be the world’s most important cause of years lived with disability in children and adoles-
cents. Assessment of iron deficiency traditionally depended on laboratory parameters that may be modified by inflammation
states, including obesity, which is nowadays a current condition in adolescent population of high-income countries. The present
study ascertains the prevalence of iron deficiency and its related factors in adolescents, using the serum transferrin receptor and
the reticulocyte haemoglobin content, in order to avoid this confusing effect of classical parameters. A cross-sectional study was
conducted on a population-based representative sample for teenagers in Almeria (Spain), of 405 subjects aged 12 to 16 years. Iron
deficiency was present in 13.3% of adolescents, but iron deficiency anaemia only in 1.2%. Multivariate logistic regression
analyses showed that being part of an immigrant family, a low iron bioavailability diet, meat consumption below four times a
week and fish consumption below twice a week, were independent risk factors for iron deficiency.

Conclusion: This study provides an estimate iron deficiency prevalence of 13.3% in Spanish healthy adolescents, avoiding
potential confounding factors through the use of new iron status parameters, based on a wide representative sample of adolescents
from the city of Almeria.

What is Known:

* For children and adolescents, iron deficiency anaemia continues to be the world’s most important cause of years lived with disability.

* Assessment of iron deficiency has traditionally depended on laboratory parameters that may be modified by inflammatory states, including obesity.

What is New:

* [ron deficiency prevalence and their related factors were analysed in Spanish adolescents, avoiding potential confounding factors through the use of
sTfR and CHr:

* Being part of an immigrant family and consuming a low iron bioavailability diet are independent risk factors for iron deficiency.

Keywords Iron deficiency - Adolescence - Obesity - Serum transferrin receptor - Reticulocyte haemoglobin content

Abbreviations CHr  Reticulocyte haemoglobin content
BMI  Body mass index CI Confidence intervals
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CRP  C-reactive protein

EP Erythrocyte protoporphyrin
ID Iron deficiency

IDA  Iron deficiency anaemia
IDE  TIron-deficient erythropoiesis
ISD  TIron store depletion

MCV  Mean corpuscular volume
OR Odds ratio

SD Standard deviation

sEPO  Serum erythropoietin
sTfR  Serum transferrin receptor
TS Transferrin saturation
Introduction

Iron deficiency anaemia (IDA) continues to be a major cause
of years lived with disability among children and adolescents
throughout the world [1]. According to the World Health
Organisation (WHO), globally, anaemia affects 1.62 billion
people, which corresponds to 24.8% of the population (95%
CI, 22.9-26.7%) [2]. In adolescents, it may lead to cognitive
dysfunction [3] and physical performance impairment [4],
even when iron deficiency (ID) has not progressed enough
to cause anaemia [4—6]. Actually, ID with or without anaemia
may lead to a broad spectrum of signs and symptoms [7].
Adolescence is considered a period of increased risk of ID
due to accelerated growth, rise of blood volume, menstrual
blood loss in girls, greater muscle mass in boys and unbal-
anced diets [8—10]. A study published in 2013 showed that
meat is the main source of haem iron in European adolescents,
and adolescent girls may be a group at risk for iron deficiency,
as only the 13.7% met the recommendation for bio-available
iron intake [11]. A revision of food habits in adolescents from
Nordic countries found an irregular meal pattern and iron in-
take below the Nordic recommendations in girls aged 13—-18
[12], and a study in Flemish adolescents found that a propor-
tion of 38.8% of the boys and 99.5% of the girls had a mean
total iron intake below the Belgian Recommended Dietary
Allowance [13]. Recently, trends in food habits of adolescents
were evaluated in Nordic countries, and the majority of
Nordic adolescents were far from meeting national dietary
recommendations despite positive dietary trends were docu-
mented [14].

In consequence, the prevalence of ID and IDA in this pop-
ulation is high even in industrialised countries [15-20]. The
HELENA study found ID in 4.7% of European adolescents
[15]. In the USA, a population-based study estimated that ID
was present in 9% of female and 5% of male adolescents [16].
In Spain, prevalence of IDA range between 2.7 and 25.1%
depending on age and sex, with maximum figures in
preschool-aged children and the elderly [2]. In an adolescent
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population in northern Spain, IDA was estimated in 0.4% for
boys and 2.3% in girls [21].

Assessment of ID and diagnosis of IDA has traditionally
depended on laboratory measurements of ferritin,
haemoglobin, transferrin saturation (TS), erythrocyte proto-
porphyrin (EP) and mean corpuscular volume (MCV).
However, these parameters may be modified by several con-
ditions, including inflammatory states. Today, obesity is a
leading cause of chronic inflammation, and it is currently
prevalent among adolescent populations in high-income coun-
tries. Furthermore, it is known that an excess of body fat mass
may interfere with iron homeostasis, which aggravates the risk
of ID [22, 23]. In this context, the use of analytic parameters
which were not influenced by proinflammatory states could
increase the sensitivity of ID assessment [24], and serum
transferrin receptor (sTfR) and reticulocyte haemoglobin con-
tent (CHr) were used. Recently, reference values for these
parameters in healthy adolescents were established, and on
this basis, new diagnostic criteria for ID were proposed
[25-27].

To date, few studies have been undertaken to analyse ID
prevalence in adolescents taking into account obesity and its
interference with erythropoiesis [28—30]. The aim of the pres-
ent study is to determine the prevalence of ID and IDA in a
healthy adolescent population in Spain, by reference to levels
of sTfR and CHr. This approach is not influenced by proin-
flammatory states and therefore is expected to improve the
diagnostic accuracy obtained. In addition, socioeconomic, di-
etary, cultural and related anthropometric factors have been
analysed.

Methods
Subjects

This cross-sectional study was conducted on a representative
population sample in the city of Almeria (Spain), in 2008. The
sample size was calculated with respect to 9823 adolescents
aged 12 to 16 years attending the 38 public and private sec-
ondary schools in Almeria. Assuming an ID prevalence of
10%, a 95% confidence interval and 4.5% precision, a total
of 260 subjects were required. The estimated prevalence of
obesity/overweight was 25% [31]. From the 38 schools, 6
were selected by the probability sampling method, and 24
classes throughout them. All students in these 24 classes were
invited to participate. In total, 509 adolescents were selected,
of whom 17% refused to participate, such that 422 subjects
were finally included in the study group.

The criteria for exclusion were (a) subjects with a haema-
tological or systemic disease that, in itself or as a result of its
treatment, might affect the test results; (b) those with present
or previous infectious or febrile disease or C-reactive protein
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(CRP) value > 0.5 mg/dl [32]; (c) those who had received oral
iron therapy in the previous 3 months. These conditions ex-
cepting CRP values were declared by the parents or legal
guardians.

In all cases, informed consent was obtained from the ado-
lescents’ parents or legal guardians, as well as from the par-
ticipants themselves. The study was approved by the Ethics
and Research Committee of Torrecardenas Hospital (CEIC:
28/2000).

Survey

The survey was addressed to the adolescents’ parents or
guardians, either in person or by telephone, as described in a
previous study [33].

Anthropometric measurements and pubertal status

All subjects underwent a complete physical examination, and
the following data were collected: (A) Pubertal stage (Tanner
stage) [34], according to which the subjects were classified as
prepubertal (Tanner 1) or pubertal (Tanner 2—5). Tanner stage
was determined visually based on breast development, penis
and scrotum growth and pubic hair distribution. (B)
Anthropometry: weight in kilogrammes, with the subject
wearing light clothing, barefoot, using a ‘Soehnle
Professional’ digital scale with an accuracy of 100 g, record-
ing the average of two measurements; height in metres, using
a standard Asimed measure with an accuracy of 1 mm, with
the subject barefoot and standing upright, recording the aver-
age of two measurements; the body mass index (BMI) was
calculated using the formula weight (kg)/height” (metres) with
a Z-score of the specific BMI standard deviation appropriate
for age and sex, using national reference population data [35].
Overweight and obesity were defined using the criteria pro-
posed by the International Obesity Task Force [36]. For the
purposes of the present study, both terms are included in the
expression ‘excessive body mass’.

Questionnaire

The parents or guardians were requested to complete a form
regarding their own origin and employment situation and their
children’s education level and dietary habits, using a semi-
quantitative food frequency questionnaire, the Encuesta
Andaluza de Salud Publica 2003 for children and adolescents
[37]. The socioeconomic level was classified into three cate-
gories based on employment situation (Class 1: High-income;
Class 2: Middle-income; Class 3: Low-income), adapted from
the European Socioeconomic Classification [38]. A low iron
bioavailability diet was defined as one with a consumption of
meat or fish less than twice a week and vegetables or fruits less
than twice a week [39, 40]. Excessive consumption of cow

milk and dairy products was defined as > 600 ml/day of milk
or > 3 servings/day of other dairy products [39, 40].

Parameters measured

The biochemical analysis was based on a sample of 6 ml of
venous blood extracted from fasting subjects between 8 and
11 am. The following parameters were measured:
haemoglobin, red cell indices, CHr and reticulocytes in
ADVIA-120 counter; serum ferritin and CRP determined by
the immunoturbidimetric method using ‘Tina-quant Ferritin’
and CRPLX kits obtained from Roche Diagnostics GmbH
(Boehringer Mannheim); sTfR, determined by
immunoturbidimetric assay using the Quantex sTfR kit
(Biokit SA, Barcelona); and serum erythropoietin (SEPO) de-
termined by enzyme immunoassay using the Quantikine [VD-
Human Erythropoietin kit (R&D Systems, Minneapolis). The
sTfR-F index was calculated as sTfR/log ferritin.

Iron status was classified as normal, ID without anaemia or
IDA. ID included iron store depletion (ISD), defined as serum
ferritin < 12 ng/ml [41] or iron-deficient erythropoiesis (IDE),
defined as sTfR-F index > 1.4 for girls and > 1.5 for boys [24],
or >2 parameters from ferritin < 12 ng/ml, sTfR > 1.75 mg/l
for girls and > 1.95 mg/1 for boys [24] or CHr < 28.5 pg [26].
IDA was defined as IDE and haemoglobin < 11.5 g/dl for girls
and < 12 g/dl for boys [42]. The cut-off values for sTfR, sTfR-
F index and CHr were also obtained from this epidemiological
study [27]. In this work, authors diagnosed ID with the clas-
sical definition: ISD as serum ferritin (ng/ml) < 12; IDE as > 2
parameters altered: serum ferritin (as indicated above), TS
(%) < 14 or EP (ug/dl erythrocytes) >70; and IDA as IDE
plus haemoglobin (g/dl) < 11.5 in girls and < 12 in boys [27].

In cases of isolated microcytosis, thalassaemia traits (o or
f3) were excluded. 3 thalassemia traits were diagnosed by the
haemoglobin electrophoresis test, and o« thalassemia traits
were diagnosed genetically.

Statistical analysis

SPSS 21.0 software for Windows and Epidat 4.0 for the sam-
ple calculation were used. Kolmogorov-Smirnov test was ap-
plied to verify the normality of distributions. Non-normally
distributed variables were log transformed to achieve normal-
ity before analysis. Student’s 7 test was applied to compare the
means, and the ANOVA test was used when more than two
groups were compared. When the results were significant,
differences between groups were identified using the
Bonferroni post hoc test.

The prevalence of ID was established globally and accord-
ing to the individual and dietary characteristics of the subjects
and the socioeconomic characteristics of their parents or
guardians. Corresponding odds ratios (OR) and 95% confi-
dence intervals (95% CI) were calculated to determine the
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association between ID and other variables. For the quantita-
tive variables, mean values were expressed as mean =+ standard
deviation (SD). Multivariate logistic regression analyses were
performed to identify factors independently related to ID, with
presence of ID as the dependent variable. Akaike’s informa-
tion criterion was used to select the best model that fit the data.
In all cases, p < 0.05 was considered statistically significant.

Results

The final study group was composed of 405 healthy adoles-
cents aged 12-16 years. Of the initial 422, 4 were excluded
because their CRP level exceeded the limit previously
established in 0.5 mg/dl, 9 because the analytical information
necessary was incomplete and 4 due to o or (3 thalassemia
traits.

Table 1 summarises the sociodemographic and socioeco-
nomic characteristics of the sample. The median age of the
adolescents was 14 years. The median BMI Z-score was —
0.01 kg/m2 (= 1.63-6.81). The median values of the haema-
tological parameters are summarised in Table 2.

ID was present in 13.3% of the adolescents, but IDA in
only 1.2%. ID prevalence by gender and age is summarised
in Table 3. It was higher in girls than in boys, but the differ-
ence was not statistically significant (OR, 0.74 (95% CI, 0.42—
1.31); p=0.297). The lowest ID prevalence was found in the
group aged 16 years, while those aged 14—15 years presented
the highest prevalence—5.8 vs. 18.2% (OR, 3.63 (95% ClI,
1.07-12.34); p=0.039). In this age group, ID was especially
common in the girls (22.2%).

Detailed prevalence figures for ID and IDA according to
the sociodemographic, socioeconomic, anthropometric and
dietary characteristics considered are shown in Table 4.
Interestingly, the adolescents with excessive body mass did
not present a higher prevalence of ID; neither were there sig-
nificant differences in this respect between prepubertal and
pubertal adolescents. In those from an immigrant family, ID
prevalence was higher, but the difference did not reach statis-
tical significance in the bivariate analysis (12.0 vs. 19.4%; p =
0.090). Neither the parents’ educational background nor their
socioeconomic level, considered in isolation, influenced 1D
prevalence, although the parents from immigrant families pre-
sented a lower rate of secondary or university education (23.5
vs. 45.7%; p = 0.003).

The subjects who consumed a low iron bioavailability diet
were twice as likely to present ID. The risk was also higher
among those who consumed excessive quantities of cow milk
and dairy products, but the difference was not statistically
significant. According to the bivariate analysis, there were
no differences between immigrant and Spanish families re-
garding low iron bioavailability diets (38.8 vs. 36.0%; p =
0.709), although the latter were more likely to consume
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Table 1 Characteristics of the study population

Variable Total (n =405)

Sex
Female 43.5
Male 56.5

Age (years)
12-13 41.0
14-15 46.2
16 12.8

Overweighed 29.1

Obese 8.1

Ethnicity
Spanish 82.4
Latin American 5.0
Maghribian 11.4
Eastern European 1.0
Other 0.2

Pubertal status
Tanner 1 74
Tanner 2-5 92.6

Parental education level
No education/primary 57.5
Secondary/university 42.5

Parental socioeconomic level
Class 1 (high-income) 13.7
Class 2 (middle-income) 42.0
Class 3 (low-income) 443

Low iron bioavailability diet 36.4

Milk and dairy products abuse 37.0

Food consumption < Twice/week 24 times/week 5-7 times/week
Fruits 272 28.1 44.7
Vegetables 303 41.9 27.8
Meat 5.0 60.0 35.0
Fish 37.6 58.5 3.9
Eggs 24.6 71.2 4.2
Legumes 34.7 58.7 6.6

Data are expressed as percentage

excessive amounts of milk and dietary products (39.4 vs.
22.4%; p=0.023) and immigrant families more commonly
had fish less than twice a week (52.1 vs. 36.0%; p = 0.033).

The multivariate logistic regression analyses performed
showed that coming from an immigrant family and consum-
ing a low iron bioavailability diet, with meat less than four
times a week and fish less than twice a week, were indepen-
dent risk factors for ID (Table 5).

Using CHr and sTfR in the definition of ID, it was present
in 13.3% of'the adolescents and IDA in 1.2%. Using tradition-
al parameters (TS and EP), 9.1% of the adolescents presented
ID without anaemia and 1.2% presented IDA [27].
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Table 2 Haematological

parameters measured in global Parameter Median (minimum-maximum) Subjects with abnormal values n (%)
group
Hb (g/dl) 13.7 (9.0-17.1) 5(1.2)
MCV (fl) 80.2 (61.7-90.0) 37(9.1)
Serum ferritin (ng/ml) 30 3-113) 39 (9.6)
CHr (pg) 31.3 (22.4-35.5) 26 (6.4)
sTfR (mg/l) 1.35 (0.68-3.36) 49 (12.1)
sTfR-F index 0.91 (0.37-6.66) 46 (11.6)
sEPO (mU/1) 6.1 (1.745.2) 20 (5.0)
Abnormal values were defined as: Hb < 11.5 g/dl for girls and < 12 g/dl for boys; MCV < 76 fl; serum ferritin <
12 ng/ml; CHr < 28.5 pg; sTfR > 1.75 mg/dl for girls and > 1.95 mg/dl for boys; sSTfR-F index > 1.4 for girls and
> 1.5 for boys; SEPO >20.4 mU/1
Hb, haemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; CHr, reticulocyte haemoglobin content; s7fR, soluble trans-
ferrin receptor; sTfR-F index, sTfR/log ferritin ratio; sEPO, serum erythropoietin; SD, standard deviation; 95% CI,
95% confidence interval
i i conducted in industrialised countries, despite the fact tha
Discussion ducted dustrialised t despite the fact that

This study reveals an ID prevalence of 13.3% in healthy ado-
lescents in Almeria, Spain. This figure is slightly above that
reported in previous studies conducted in Spain, such as that
of Dura et al.’s who analysed an adolescent population in
northern Spain and measured an ID prevalence of 8.6% in
males and 12.6% in females [21]. However, this analysis
was performed using the classical criteria of ferritin, TS and
MCV. On the other hand, IDA was less frequent in males (0.4
vs. 3.2% in this study), although similar in females (2.3 vs.
2.7%). A collaborative study carried out in various European
countries, the HELENA study, found an ISD prevalence of
17.6% in European adolescents from ten cities in nine coun-
tries, and IDE 4.7% (3.9% in males and 5.4% in females). IDA
prevalence was very similar, with an overall level of 1.3% (vs.
1.2% in this study), 0.5% in males (vs. 0.4%) and 2.0% in
females (vs. 2.3%) [15]. Studies in northern Europe [18, 19]
have found a greater prevalence of ID in adolescents, but these
were conducted in the 1990s, and the ferritin cut-off levels
used were higher. A study conducted in German adolescents
found similar red blood indices, but ID prevalence was not
specified [43]. In the USA, ID is estimated to be present in 5%
of male adolescents and 9% of females, with an IDA preva-
lence of 2% in girls aged 12—15 years [16]. To our knowledge,
no other population-based surveys of this type have been

IDA in adolescents is a major public health problem [44—46].

Using traditional parameters in the definition of ID, 9.1%
of the adolescents presented ID without anaemia and 1.2%
presented IDA (vs. 12.1 and 1.2% respectively, using sTfR
and CHr). This could indicate that the former definition un-
derestimates ID, so these new parameters could improve the
accuracy of diagnosis in this population.

Most studies have observed a higher prevalence of ID and
IDA in adolescent females than males, and this was no excep-
tion in this regard. The difference is probably due to the onset
of menstrual bleeding in girls [47]. The majority of the sub-
jects in the study had started pubertal development, and the
subjects aged 1415 years, especially the girls, presented the
highest rates of ID and IDA. Similar findings have been re-
ported in an earlier study, of Spanish schoolchildren aged 1-
18 years, in which the adolescents aged 13—15 years had the
highest prevalence of ID and IDA [48]. The authors surmised
this was probably due to the growth spurt in this age bracket
and to the onset of menstruation.

In this study sample, the adolescents with overweight or
obesity presented no greater risk of ID, which is in line with
previous reports [22, 23, 49]. It has been postulated that over-
weight and obesity induce an inflammation state that provokes
an increase in the synthesis of hepcidin, an iron-regulatory
hormone which decreases iron absorption and release from

Table 3 Prevalence of ID and

IDA according to gender and age Iron status Total Males Females 12-13 years 14-15 years 16 years
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Normal 351(86.7) 202 (88.2) 149 (84.7) 149 (89.8) 153 (81.8) 49 (94.02)
ID 49 (12.1) 26 (11.4) 26 (13.1) 15 (9.0 31 (16.6) 3(5.8)
IDA 5(1.2) 1(0.4) 4(2.3) 2(1.2) 3(1.6) 0 (0.0

ID, iron deficiency; /DA, iron deficiency anaemia
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Table 4 Prevalence of ID and IDA according to sociodemographic, socioeconomic, anthropometric and dietary adolescents’ characteristics

Variables Normal 7 (%) ID and IDA n (%) OR (95% CI) p value
Sex
Female 149 (84.7%) 27 (15.3%) 0.74 (0.42-1.31) 0.300
Male 202 (88.2%) 27 (11.8%) 1
Age
12-13 years 149 (89.8%) 17 (10.2%) 1.86 (0.52—6.63) 0.336
14-15 years 153 (81.8%) 34 (18.2%) 3.63 (1.07-12.33) 0.039
16 years 49 (94.2%) 3 (5.8%) 1
Origin
Spanish 293 (88.0%) 40 (12.0%) 1 0.093
Immigrant 58 (80.6%) 14 (19.4%) 1.77 (0.90-3.46)
Excessive body mass
No 246 (85.4%) 42 (14.6%) 1
Yes 105 (89.7%) 12 (10.3%) 0.67 (0.34-1.32) 0.246
Pubertal status
Tanner 1 28 (93.3%) 2 (6.7%) 1
Tanner 2-5 321 (86.1%) 52 (13.9%) 2.27 (0.53-9.81) 0.403
Parental education level
No education/primary 179 (86.1%) 29 (13.9%) 1.31 (0.69-2.47) 0412
Secondary/university 137 (89.0%) 17 (11.0%) 1
Socioeconomic level
Class 1 (high-income) 48 (88.9%) 6 (11.1%) 1
Class 2 (middle-income) 143 (86.7%) 22 (13.3%) 1.23 (0.47-3.22) 0.672
Class 3 (low-income) 151 (87.0%) 23 (13.0%) 1.21 (0.47-3.17) 0.685
Low iron bioavailability diet
No 205 (89.5%) 24 (10.5%) 1
Yes 104 (85.8%) 27 (20.6%) 2.12 (1.22-4.03) 0.008
Milk and dairy abuse
No 197 (87.2%) 29 (12.8%) 1
Yes 111 (83.5%) 22 (16.5%) 1.35 (0.74-2.46) 0.331
Fruit intake
< Twice a week 83 (85.6%) 14 (14.4%) 1.00 (0.49-2.05) 0.994
2-4 days a week 87 (87.0%) 13 (13.0%) 0.88 (0.43-1.84) 0.740
5-7 days a week 136 (85.5%) 23 (14.5%) 1
Vegetables intake
< Twice a week 91 (84.3%) 17 (15.7%) 1.05 (0.49-2.23) 0.907
2-4 days a week 131 (87.9%) 18 (12.1%) 0.77 (0.37-1.61) 0.486
5-7 days a week 84 (84.8%) 15 (15.2%) 1
Meat intake
< Twice a week 15 (83.3%) 3 (16.7%) 1.05 (0.28-3.97) 0.943
2-4 days a week 187 (87.4%) 27 (12.6%) 0.76 (0.41-1.42) 0.385
5-7 days a week 105 (84.0%) 20 (16.0%) 1
Fish intake
< Twice a week 118 (86.8%) 18 (13.2%) 1.98 (0.24-16.09) 0.522
2-4 days a week 175 (85.0%) 31 (15.0%) 2.30 (0.29-18.24) 0.430
5-7 days a week 13 (92.9%) 1(7.1%) 1
Pulses intake
< Twice a week 77 (81.9%) 17 (18.1%) 1.77 (0.37-8.41) 0.475
2-4 days a week 139 (87.4%) 20 (12.6%) 1.15 (0.25-5.39) 0.858
5-7 days a week 16 (88.9%) 2 (11.1%) 1
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Table 4 (continued)

Variables Normal 7 (%) ID and IDA 7 (%) OR (95% CI) p value

Eggs intake

< Twice a week 76 (86.4%) 12 (13.6%) 2.21 (0.26-18.38) 0.463
2-4 days a week 216 (85.5%) 38 (15.0%) 2.46 (0.32-19.28) 0.391
5-7 days a week 14 (93.3%) 1(6.7%) 1

1D, iron deficiency; IDA, iron deficency anaemia

storage tissues through its receptor ferroportin [50]. If this
were so, obesity could induce ID. However, relationship be-
tween overweight and ID was not observed when iron param-
eters not influenced by inflammation were considered.

The subjects who came from an immigrant family present-
ed a higher prevalence of ID. Although neither the education
background nor the socioeconomic level of the parents, in
isolation, was relevant to ID/IDA, they may be related to the
relationship between immigration and ID. Most of the immi-
grants in this sample originated from the Maghreb and South
America, where a much higher prevalence of ID in children
and adolescents has been reported [44, 51]. In this case, ID has
been explicitly linked to the mother’s education, although not
to the family income [52].

A low iron bioavailability diet and an inadequate consump-
tion of meat and fish were both found to be related to ID,
which corroborates previous research findings [53]. Meat con-
sumption four times a week or less has been shown as an
independent risk factor for ID (in multivariate logistic regres-
sion analyses, meat consumption less than twice a week is not
significant probably due to the low number of adolescents that
consume little meat). This has been explained as occurring
because meat and fish haem iron is highly available while
non-haem iron absorption is much more variable and is sig-
nificantly affected by other components of the diet [54, 55]. A
study published in 2013 showed that meat is the main source
of haem iron in European adolescents [11]. In another study
conducted in Spain, higher iron intakes were observed in ad-
olescents and were highest for non-haem iron [56].

The main limitation of the present study concerns the def-
inition of ID used in the selection criteria. The gold standard is
the depletion of iron in bone marrow, but it is not feasible to
perform this analysis in population studies due to its invasive-
ness. Although ID diagnosis is always subject to controversy
in this context, a combination of internationally accepted di-
agnostic measures, using cut-off values derived from the same
population have been employed. The amount and type of
physical activity that the adolescents performed was not in-
cluded in the analyses, and this factor might impact on iron
requirements and metabolism, but this information was not
available to the researchers. The use of semi-quantitative
questionnaires of food consumption frequencies to evaluate

intake could be another limitation, as it is a retrospective col-
lection method and does not allow quantification of the
amounts consumed. Notwithstanding, these questionnaires
have been widely used and have proved their validity in the
evaluation of dietary habits. Representativeness for the rest of
the country could be affected by regional diets, even though in
Spain the main diet is Mediterranean, and by percentage and
origin of the immigrant population.

On the other hand, in this study, new parameters with high
sensitivity and specificity are used to define ID, and a multi-
variate analysis was performed to optimise the validity of the
results obtained.

In conclusion, this study estimates ID and IDA prevalence
and their related factors in healthy Spanish adolescents, based
on a wide representative sample. Potential confounding fac-
tors are avoided through the use of novel, meaningful iron
status parameters. Adolescents who come from an immigrant
family are at particular risk of ID, and so particular attention
should be paid to this population.

Table 5 Multivariate logistic regression analyses: factors associated to
ID in adolescents
Independent variables Beta OR 95% CI p value
Age

12-13 years 1

14-15 years 1.16 3.05 0.85-1091 0.087

16 years 0.44 1.56  0.41-5.90 0.51
Immigrant family 1.27 3.54  1.52-8.23 0.003
Low iron bioavailability diet ~ 2.47  11.81  3.75-37.22  0.0001
Meat consumption

5-7 times a week 1

2-4 times a week 2.02 7.55 1334298 0.023

< Twice a week 0.23 1.25 032497 0.749
Fish consumption

5-7 times a week 1

2—4 times a week 0.40 149 0.16-13.79  0.728

< Twice a week 1.19 329  1.51-721 0.003

Dependent variable: presence of iron deficiency
ID, iron deficiency; OR, odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval
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Conclusiones

Se han establecido los valores de referencia del RsTf y el indice RsTf-F,
determinados mediante inmunoturbidimetria, en adolescentes sanos de edad

comprendida entre los 12 y 16 afios, representativos de la poblacion de Almeria.

En situaciones en la que la actividad eritropoyética es normal, los valores de RsTf
en los adolescentes se modifican en relacion al sexo, la edad, el desarrollo puberal

y el estado de los depésitos de hierro.

Se han establecido los valores de referencia del CHr en adolescentes sanos de edad

comprendida entre los 12 y 16 afios, representativos de la poblacion de Almeria.

Los valores del CHr en adolescentes estan influidos por la edad, la hemoglobina, el
indice de Mentzer, y otros parametros del hierro como la PE y el RsTf, pero son

similares en ambos sexos.

En niflos y adolescentes de nuestro medio, el RsTf y el indice RsTf-F presentan un
elevado poder discriminatorio para el diagnéstico de ferropenia sin anemia. El
obtenido para el CHr es ligeramente superior, aunque similar, al de otros parametros

clasicos como el VCM, la PE o el IST.

En base a su poder discriminatorio, se han establecido los valores cut-off 6ptimos
del RsTf, indice RsTf-F y CHr para el diagndstico de ferropenia en adolescentes,

teniendo en cuenta las diferencias en funcién del sexo.

Se ha propuesto una nueva definicion de ferropenia y sus distintos estadios que
utiliza estos nuevos parametros, con las ventajas que éstos aportan. Esta definicion
podria emplearse en cualquier circunstancia, pero reviste un especial interés en
adolescentes con patologias de base o estados inflamatorios agudos o crénicos, en
los que los parametros clasicos pierden utilidad. Se definen los tres estadios con los

siguientes criterios:
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= Ferropenia latente. Ferritina baja.

= Eritropoyesis ferropénica. indice RsTf-F elevado, o dos o mas de los
siguientes: ferritina baja, RsTf alto, o CHr descendido.

= Anemia ferropénica. Criterios de eritropoyesis ferropénica y Hb por debajo

de los valores normales para la edad y el sexo.

8. Con esta nueva definicion, la prevalencia de ferropenia en adolescentes de entre 12
y 16 afios de nuestro medio es del 13.3%, y la de anemia ferropénica del 1.2%.
Ambas son semejantes a las halladas en poblaciones con similares caracteristicas

sociodemograficas y habitos dietéticos.

9. Pertenecer a una familia de origen inmigrante, y el consumo de una dieta pobre en
hierro, con una ingesta limitada de carne y pescado, son factores de riesgo
independientes de ferropenia en los adolescentes almerienses. Sin embargo, el
sexo, el nivel socioeconémico y cultural familiar y el estado nutricional no influyeron
sobre el estado de hierro corporal, en contraposicion a lo referenciado en otras

poblaciones.
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Anexo I. Hoja de consentimiento
informado

Hoja de consentimiento informado

Hoja de informacién al paciente

Titulo del estudio: Prevalencia de ferropenia en nifios almerienses entre 1-16 afios. Factores
asociados.

Investigador principal: Dra. MA Vazquez Lopez

Objetivo del estudio:

Conocer la prevalencia del déficit de hierro en nifios almerienses entre 1-16 afios y los factores
asociados. Obtener valores de referencia en niflos del receptor sérico de la transferrina y la
hemoglobina reticulocitaria, nuevos parametros diagnosticos de ferropenia.

Procedimiento del estudio:

Se elegira de forma aleatoria una muestra representativa de nifios sanos entre 1 y 16 afios
residentes en Almeria capital y se formaran tres grupos etarios: Grupo A formado por nifios entre
12 y 47 meses, Grupo B formado por nifios entre 4 y 11 afios y Grupo C formado por nifios entre
12 y 16 afios. A los padres de los nifios seleccionados se les pasara una encuesta en la que constan
datos socio-demograficos, socio-econdmicos y culturales, y datos en relacion a la historia
alimentaria e infecciosa del nifio. Se realizara una exploracion fisica detallada a todos los nifios y
se extraeran 5 cc de sangre venosa para determinar los parametros del hierro que permiten el
diagnéstico del estado del hierro corporal y detectar deficiencia de hierro.

Se garantizara la confidencialidad de los datos obtenidos y se hard conocer a la familia los
resultados de la analitica realizada. El estudio no supone riesgo alguno para el paciente,
unicamente el derivado de la extraccion sanguinea. En cualquier caso, se puede reconsiderar la
participacion y abandonar en cualquier momento el estudio de forma voluntaria.

El estudio es importante dado que la deficiencia de hierro es el déficit nutricional mas frecuente
en la infancia incluso en paises industrializados y los estados avanzados no solo se acompaiian de
anemia sino de problemas en el crecimiento y desarrollo, mas susceptibilidad a infecciones, falta
de apetito, dificultad para el aprendizaje escolar, etc. De ahi la importancia de detectarlo y tratarlo.
El diagnostico con analisis no siempre es facil, requiriendo en ocasiones varias determinaciones
para confirmarlo, de ahi la importancia de incorporar nuevas técnicas diagnosticas validas y poco
cruentas como las que queremos investigar (receptor sérico de la transferrina y la hemoglobina
reticulocitaria).

En todo momento agradecemos su colaboracion
Si tiene alguna pregunta en relacion al tema puede consultarla con el Investigador principal:

Dra. MA Vazquez Lopez. Teléfono de contacto: 609-082847
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: PREVALENCIA DE FERROPENIA EN NINOS ALMERIENSES
ENTRE 1-16 ANOS. FACTORES ASOCIADOS

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

He hablado con (nombre y apellidos)

Comprendo que mi participacion es voluntaria
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
Cuando quiera

Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

Fecha .............ooovvviiinan, Firma del participante ............cooveviiiiiiiinennenienenennennn,
DNI:
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Anexo II. Hoja de recogida de datos

Hoja de recogida de datos

N° orden: Estado de hierro: Grupo edad:

A) DATOS DE FILIACION:

Nombre: F. Nto:
Direccion: Teléfono:
Nombre padre: Edad: Nombre madre: Edad:

B) DATOS SOCIO-DEMOGRAFICOS, ECONOMICOS Y CULTURALES

Edad: Sexo: Etnia / Raza: Origen:

Padre: Situacion laboral: Trabaja — En paro — Jubilado / incapacitado - Estudiante
Categoria profesional: Gerente empresa — Autonomo /Profesional liberal — Técnico superior /
medio - Administracion — Obrero.

Nivel educativo: No estudios — Primarios o formacion profesional — Secundarios o Universitarios

Madpre: Situacion laboral: Trabaja — En paro — Jubilada / incapacitada - Ama de casa -
Estudiante

Categoria profesional: Gerente empresa — Auténomo /Profesional liberal — Técnico superior /
medio - Administracion — Obrero.

Nivel educativo: No estudios — Primarios o formacion profesional — Secundarios o

Universitarios.

C) ANTECEDENTES PERSONALES:

Embarazo: Parto: EG: Peso RN:

Periodo perinatal: Crecimiento y desarrollo: Menarquia:
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D) ALIMENTACION:

Solo < 2 aios: Lactancia: Materna [ Artificial [1  Mixta [
Introduccion Beikost: Introduccion leche entera:

Todas las edades:

Frecuencia consumo semanal:

Fruta: 5-7 dias /semana - 2-4 dias / semana - <2 dias/ semana

Verdura: 5-7 dias /semana - 2-4 dias / semana - <2 dias/ semana

Carne o pescado: 5-7 dias /semana - 2-4 dias / semana - <2 dias/ semana

Huevos: 5-7 dias /semana - 2-4 dias / semana - < 2 dias / semana

Consumo ldcteos:

Yogur o similar : 3 6 mas — 2 6 menos

Leche: 2 vasos - 1 vaso 6 menos - 3 6 mas vasos

Alimentacion deficitaria hierro: Carne escasa 'y / o abuso lacteos

E) HISTORIA INFECCIOSA:

Frecuencia episodios febriles / afio: Fecha tltimo episodio febril:
Foco: JORL [J Vias respiratorias bajas [J Gastrointestinal [J Otros:
especificar:

F) EXPLORACION FIiSICA:

Peso: Talla: IMC: Estadio puberal:

Examen por aparatos:

G) DETERMINACIONES:

PCR: Leucocitos: Neutrofilos: Plaquetas: Hematies:
Hb: Hto: VCM: HCM: CHCM: ADE: Hb retis:
Sideremia: Transferrina: CFH: IST: Ferritina: PEL:
EPO: Retis: RSTT: RsTf/ Ferritina: Indice RsTf - F:
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