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Enfermedades hepaticas por depdsito de hierro y grasa
Cuantificacion de grasa y hierro en el higado
Cuantificacion de grasa y hierro por MR

Cuantificacion de grasa y hierro por MR mediante Fantomas



Introduccion

1. Enfermedades hepaticas por depdsito de hierro y grasa

El higado desempena papeles criticos en muchos procesos
bioldgicos, incluyendo el metabolismo de los lipidos y la homeostasis
del hierro (1). Debido a lo cual, entre las enfermedades del higado
mds prevalentes se encuentran las enfermedades por sobrecarga
de hierro y por sobrecarga de grasa.

Aungue los estudios de prevalencia realizados hasta ahora estan
dirigidos a la poblacién en general, y muchos de ellos se consideran
infravalorados, (2) estas sobrecargas en algunas poblaciones origina
una preocupacion de salud publica (3).

La sobrecarga de hierro es perjudicial porque el organismo no es
capaz de eliminar el exceso de hierro y este se deposita en
diferentes érganos, dandndolos con el paso del tiempo, de forma
ireversible.

Aunque la sobrecarga de hierro se puede ver en muchos
organos, el higado es el érgano principal de almacenamiento de
hierro, el primero en mostrar sobrecarga de hierro y el Unico que
muestra una relacién lineal entre su concentracién de hierro y el
hierro corporal fotal (3). Pero también se puede acumular en otros
érganos, como el corazén, el pdncreas, el bazo y la médula ésea.

Con el tiempo, los érganos cargados de hierro pueden desarrollar
disfuncion y falla. La enfermedad hepdtica por deposicion de hierro
o hemocromatosis, se puede clasificar en dos categorias
principales: sobrecarga primaria de hierro o hereditaria, vy
sobrecarga de hierro secundario causado por hierro exdgeno (3)
(Tabla 1).
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Clasificacion

Hemocromatosis

Hereditaria
(sobrecarga primaria)

Enfermedades genéticas

Causa
- Defecto en gen HFE (la mds comun)

- Mutaciéon en la proteina ferroportina, receptor de transferrina
2, anti hepcidina péptido microbiano, etc.

Hemosiderosis transfusional
(sobrecarga secundaria o exdégenal)

R-talasemia mayor

Causa

Enfermedad autosémica recesiva.
Ambas cadenas son anormales, no hay hemoglobina A.

Enfermedad de célula falciforme

Causa

Enfermedad autosémica recesiva.
Mutaciones en ambas cadenas; hemoglobina S, Hemoglobina
C, hemoglobina E.

Sindrome mielodisplasico

Causa

Efectos toxicos en la medula ésea debido a toxicidad del
tfratamiento del cdncer, radiacién o benceno.

Anemia apldstica

Causa

Aplasia pura de glébulos rojos.
Anemia de Blackfan-Diamond.

Causas multiples (autoinmunes, seg secundario, idiopd&tico).

Tabla 1 Clasificacién de los trastornos por sobrecarga de hierro.(3)
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La enfermedad por higado graso no alcohdlico (NAFLD), con
consumo de alcohol <20 gr etanol/dia, es ofra de la manifestacion
patoldgica comin de muchas enfermedades hepdticas y esta
asociada con caracteristicas del sindrome metabdlico con los
siguientes problemas de salud: el sobrepeso u obesidad, la
resistencia a la insulina, el azUcar alto en la sangre (hiperglucemia) o
niveles altos de grasa, particularmente triglicéridos, en la sangre (4).
La combinaciéon de estos problemas favorece el depdsito de grasa
en el higado.

Independientemente de la etiologia, el higado graso o esteatosis,
se caracteriza por la presencia de vesiculas que contfienen grasa en
el citoplasma de los hepatocitos. (5) (6) (7).

El NAFLD abarca un espectro de etapas de la enfermedad, que
van desde la esteatosis simple (lamado higado graso no alcohdlico
[NAFL]) a la esteatosis complicada por coexistencia de necro
inflamacion (esteatohepatitis no alcohdlica [NASH]), fibrosis
progresiva y cirrosis.

Nonalcoholic Nonalcoholic
Normal liver fatty liver disease steatohepatitis

Figura 1 Evolucion de la enfermedad por higado graso no alcohdlico o esteatosis (8).
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A medida que el higado trata de detener la inflamacion,
produce dreas de cicatrizacion (fibrosis). Cuando la inflamacién
continda, la fibrosis se propaga y afecta cada vez a mads tejido
hepdtico. Si el proceso no se interrumpe, la cirrosis puede provocar
las siguientes enfermedades (8):

e Acumulacion de liquido en el abdomen (ascitis).

e Dilatacion de las venas del eséfago (vdrices esofdgicas), que
pueden romperse y sangrar.

e Confusidn, somnolencia y dificultad en el habla (encefalopatia
hepdatica)

e Cdncer de higado.

e Insuficiencia hepdtica terminal, lo cual significa que el higado ha
dejado de funcionar.

La coexistencia de depdsito de grasa y hierro en el higado por
sobrecarga combinada, denominada enfermedad hepatica difusa
(1), es muy prevalente en enfermedades cronicas como el sindrome
metabdlico, la esteatosis, la hepatitis cronica y la hepatopatia
alcohdlica (9-11). Estas sobrecargas simultdneas son un factor de
riesgo para la aceleraciéon progresiva de la enfermedad hepdtica y
presagia un peor prondstico (1).



Introduccion

2. Cuantificacion de grasa y hierro en el higado.

La cuantificacion de la concentracion de hierro en el higado
(CHH) es un buen marcador del depdsito de hierro en el higado vy
sirve de referencia para la evaluacion directa de este en el
organismo. El 70 % del exceso del mismo se almacena en este
organo, de manera que existe una estrecha correlacion entre dicho
pardmetro y la cantidad total de hierro en el cuerpo (12). En
condiciones normales la CHH varia entre 10 y 36 umol Fe/gr (13). El
indice de hierro hepdtico (IHH) se obtiene al dividir la CHH por la
edad del paciente. Un valor de IHH = 1,9 se considera como valor
de referencia (gold standard) para el diagndstico de HH (8).

Para medir la CHH de manera cldsica es necesario realizar una
biopsia de higado vy realizar un andlisis quimico del hierro presente
en un fragmento del parénguima hepdtico mediante
espectrofotometria en cdmara de grafito (14). Sin embargo, la
biopsia hepdtica, ademds de ser invasiva y cruente, tiene
limitaciones diagndsticas importantes. Debido al pequeno tamano
de volumen hepdtico analizado, el coeficiente de variacién de la
CHH puede ser hasta un 19% en higado sano y mds de un 40% en
higado cirrético (15). Por todo ello, no es razonable utilizarlo en
grandes estudios poblacionales para el diagndstico de la HH.

Para el examen histoldgico de la grasa del higado se determina
el grado de esteatosis por estimacion visual de la proporcion de
hepatocitos que contienen grasa dentro y se clasifica usando una
escala de severidad ordinal discreta (16), es por tanto un método
semicuantitativo: menos del 5% (normal), de 6% a 33% (leve), de 34%
a 66% (moderado) y superior al  66% (grave) (17),
independientemente del tamano de la vesicula. Este grado
histoldgico por lo tanto refleja la prevalencia de hepatocitos
enfermos y no mide la cantidad de grasa en si misma.

Para dar exactitud a este método invasivo y cuantificar la grasa
hepdtica se utiliza el método bioquimico de Folch o medida por
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Folch de la biopsia hepdtica (18). Actualmente, este método de
cuantificacion sigue utilizdndose en diferentes dmbitos de actividad
(19).

Por lo tanto, aungque la biopsia hepdtica ha sido el estdndar de
referencia histérico para la deteccion y cuantificaciéon del
contenido de hierro y grasa en el higado, actualmente existen otros
métodos por imagen, no invasivos, para su deteccion vy
cuantificacién (Tabla 2):

Método / Descripcion

Ecografia abdominal

Es la prueba inicial cuando se sospecha de enfermedad hepdtica. Es Util
pero no imprescindible para el diagndstico, ya que confiima el
diagndstico, pero su ausencia no lo descarta (20).

Elastografia transitoria

Este método evalia mediante diferentes técnicas de imagen la rigidez
hepdtica. Permite realizar estimaciones precisas del estadio de fibrosis
(20).

Tomografia Computerizada (TC)

Puede permitir la deteccidén de sobrecargas en el higado pero todavia
son necesarias validaciones adicionales antes de su utilizacion (21,22).
Ademds, esta técnica estd asociada con radiacion y por lo tanto, menos
apropiado para el confrol de pacientes a largo plazo (3).

Susceptometria Biomagnética

Es una técnica extremadamente sensible que permite medir campos
magnéticos de pequenas variaciones, mediante un dispositivo de
interferencia cudntica perconductora. La correlacion entre el contenido
de hierro en el higado medido con bio-subceptometria magnética vy
comparado con la biopsia hepdtica ha demostrado ser excelente, y esta
técnica no invasiva se considera un estdndar de referencia para la
cuantificacién del hierro hepdtico (23). Sin embargo, solo un niUmero
limitado de estos dispositivos estdn disponibles en todo el mundo, por lo
que esta técnica no estd disponible para una gran mayoria de pacientes
(3).
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Método / Descripcion

Resonancia Magnética (RM)

Muchos trabajos publicados han demostrado la existencia de una
correlacion entre los valores de CHH y las medidas de RM. Sin embargo, el
proceso para llegar a obtener valores de CHH requiere calibrar a
unidades de pmol Fe/gr las medidas obtenidas en la RM vy ello supone un
proceso complejo y delicado.

En RM, el grado de esteatosis estd determinado por la abundancia celular
de ftriglicéridos y cuantificada mediante la densidad de protones por
fraccion de grasa (PDFF), una variable continua que va desde 0% (sin
grasa) a 100% (toda la grasa). Aungue esta métrica quimica por la RM
puede diferir en principio de la métrica morfoldgica por examen
histoldgico, refleja el mismo proceso fisiopatoldgico, y por lo tanto, PDFF es
un biomarcador plausible de esteatosis hepdtica (24) (25). Sobre la base
de los recientes avances tedricos y técnicos en imdgenes cuantitativas de
grasa, respaldadas por la validacidn acumulativa de datos, estd
surgiendo un consenso de que PDFF es un biomarcador estandarizado
(26) (27).

Tabla 2 Métodos de cuantificacién por imagen.



Introduccion

3. Cuantificacion de grasa y hierro por RM.

La capacidad que ofrece esta técnica para el control
longitudinal de la progresion y regresion de la enfermedad hepdtica
y la gran disponibilidad de mdquinas de RM a nivel mundial hace
gue sea considerada actualmente como la técnica mds interesante
para realizar estos estudios no invasivos de cuantificaciéon de la CHH
y de la concentracién de grasa hepdtica debido a las grandes
posibilidades de universalizacion de los métodos (28).

Para cuantificar la CHH en RM se utlilizan dos métodos de
adquisicion diferentes:

1.-La “Relaxometria T2", en el que se calcula la constante de
relajacion T2. Es el tiempo que tiene que transcurrir para que la
magnetizacion en el plano transversal pierda un 63% de su valor
(29). Es un pardmetro inherente al fendmeno de la RM vy
directamente afectado por la presencia de hierro. Cuando se
utilizan secuencias en eco de gradiente se denomina Relaxometria
T2*.

2.- Los métodos denominados “Ratio de intensidad de senal” en
los que se mide la relacion entre la intensidad de senal del higado y
de otra estructura anatdmica en la que no se deposita el hierro, la
musculatura paravertebral.

Una vez adquiridas las senales de RM con los métodos de
adquisicion indicados, existen diferentes métodos de posproceso,
tabla 3, mediante los cuales se calcula la CHH.

Andlogamente, para cuantificar la concentracién de grasa
hepdtica se utilizan técnicas multieco con método Dixon y poco
ponderadas en T1, conocidas como PDFF (Proton Density Fat
Fraction). Al ser secuencias multieco permiten también obviar el
sesgo en el resultado de una eventual sobrecarga férrica
calculando también el T2*.
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Estas secuencias permiten separar la influencia del agua y de la
grasa en la senal obtenida en la RM y calcular asi la “Fraccién

grasa” (FF).
Senal grasa
FF= Senal Agua T SENA grasa
Métodos para la Cuantificacion de la CHH por RM
Adquisicion Posproceso

Ie} Ventajas: Dr Gandon, (31).
:g)c) e La técnica de relacién es simple y ampliamente | Dr Ernst, (32)

9 disponible (3). Osatek-Osakidetza-
o e Reproducible y estandarizado (30). SEDIA, (30)(*)

8 Desventajas:

o e Asume que el tejido de referencia es normal (3).

£ e Método no vdlido para medir sobrecarga férrica

3 en el corazén (3).

2 e Mide un amplio rango de sobrecarga férrica, pero

S satura para sobrecargas de hierro severas (3).

Ventajas: Ferriscan (*)

. e Buena correlacién entre el hierro del higado | Wood,(36)(*)

S medido por RM y por biopsia hepdtica (33.34). Garbowski(37) (*)
> . . s .

& g ¢ Mide un amplio rango de sobrecarga férrica (3). Hankins, (38) (*)

'5 0 | e« Método confiable para la evaluacion de

;GE) (E) sobrecargas en higado y corazén (35). (T2*).

g ?) Desventajas:

5 & | ePropenso a artefactos de movimiento debido al

E) largo tiempo de adquisicion (35) (T2).

e Coste elevado de los métodos de posprocesado
necesarios (3) (T2).

(*) Métodos de posproceso que cuantifican la CHH en umol Fe/gr.

Tabla 3 Métodos de adquisicion y posproceso por RM para la cuantificacion de la CHH.

Actualmente, loa RM tiene el reto de la estandarizaciéon de los

diferentes métodos y modelos comerciales y la adaptacién a las
diferentes intensidades de los campos magnéticos de las nuevas
mdagquinas.
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4. Cuantificacion de grasa y hierro por RM con Fantomas.

Diversos estudios de investigacion defienden el uso de Fantomas
para facilitar la tarea de estandarizaciéon de los diferentes métodos
comerciales de cuantificacion de las sobrecargas de hierro y grasa
en el higado (28) (39) (40) (41,42).

Inicialmente se desarrollaron fantomas con higado de ratén
manipulado con diferentes concentraciones de hierro y grasa que
ayudaron a la evaluacion de la técnica diagnodstica de imagen
tanto para RM como para TAC (43,44).

Los primeros fantomas no bioldgicos que se empezaron a
construir para su utilizacién en RM datan de 1998, dirigiéndose
principalmente hacia el diseno de materiales con diferentes
texturas, concretamente con espuma reticulada, con objeto de
mejorar la resolucion de las imdagenes obtenidas por RM (45-48).

Posteriormente, los esfuerzos se centraron en el diseno de
fantomas con diferentes concentraciones de hierro en disolucion
acuosa, que sirvieron para la calibracion de mdqguinas de RM a
través de estudios multicentro (30,49).

Tras lo cual, se empezd a considerar que el exceso de hierro en
higado se presenta en forma de ferritina, lo que generd el diseho de
fantomas en forma de hidrogeles para conseguir asi la inclusiéon de
hierro inorgdnico en tamano de micrémetros para simular la
sobrecarga de hierro en el higado (50). Mediante esta linea de
trabajo se consiguid cuantificar la sobrecarga de hierro y grasa en
higado de forma separada a través del ajuste de los pardmetros de
las secuencias de adquisicion utilizadas en la RM (51-53).

Los Ultimos fantomas desarrollados se centran principalmente en
la construccion de fantomas mediante hidrogeles de agarosa con
compuestos inorgdnicos de hierro, en su forma Fed* y Fe?t, y grasas
vegetales, con objeto de ajustar los pardmetros de las secuencias

12
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de adquisicion utilizadas en RM para determinar asi la
concentraciéon de hierro teniendo en cuenta el efecto de la
presencia de la grasa en la variacion de las senales de RM (54-56).

Lo que tienen en comun los fantomas desarrollados hasta la
fecha es que todos ellos se han dirigido principalmente al desarrollo
de materiales, mediante la utilizacién de compuestos inorgdnicos
de hierro (Fed* y Fe?*) y/o grasa en disolucion acuosa o formando
hidrogeles, para obtener con diferentes secuencias de adquisicion
de RM valores de las senales de RM (T1, T2, T2*, R2, R2*, FF) similares a
los obtenidos para el higado humano por RM. Lo que ha generado,
por cada uno de los desarrollos, la propuesta de diferentes ajustes
en los pardmetros de las secuencias de adquisicion utilizadas que
mejoran la cuantificacién de las sobrecargas de hierro o grasa.

Parece l6gico pensar que el diseno y desarrollo de materiales
biodegradables que simulen las estructuras del higado con
sobrecarga de hierro y/o grasa, ayudard a cuantificar la sobrecarga
férrica y de grasa por RM, mediante la utilizacion de los métodos de
adquisicion y posprocesamiento ya validados, sin necesidades de
ajustes.

La ingenieria de materiales se centra en el diseno y desarrollo de
nuevos materiales ya existentes o innovadores para aplicaciones
tradicionales, avanzadas y emergentes. En concreto, en el dmbito
de la biomedicina se llevan desarrollando  materiales
biodegradables en innumerables aplicaciones debido a su
biocompatibilidad, a su mecdnica y a sus propiedades de
fransporte.

Por todo ello, este proyecto de investigacion estd dirigido al
diseno y desarrollo de un material biodegradable que reproduzca la
estructura de sobrecarga férrica y de grasa en el higado humano
para su cuantificaciéon por RM.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis de partida

I. Es posible construir un fantoma con diferentes concentraciones
de hierro y grasa que reproduzca, con exactitud y precision, el
comportamiento en la RM del higado humano con depdsito de
hierro y grasa.

Il.  Este fantoma permitird comparar entre si los diferentes métodos
y modelos de cuantificacion de la concentracién de hierro y
grasa en higado por RM con intensidad de campo magnético
de 1,5 Tesla.

Para demostrar dichas hipdtesis nos planteamos los siguientes

objetivos:

Objetivo principal

El objetivo principal de este proyecto es el desarrollo y la
validacién de un fantoma que reproduzca el comportamiento del
higado humano en RM.

Objetivos especificos

1.

Realizar un diseno matricial de higado real con diferentes
concenfraciones de hierro, Fantoma biolégico, que
permita evaluar y establecer una correspondencia entre
las combinaciones de la concentracién de hierro vy las
variaciones en la senal de RM en maquinas de 1,5 Teslas.

Comprobar que diferentes fantomas biolégicos,
construidos con las mismas cantidades de hierro, dan las
mismas concentraciones de hierro medidas por RM en
mdquinas de 1,5 Teslas.

Construir un diseno matricial de un compuesto formado
con diferentes concentfraciones de hierro y de grasq,
Fantoma orgdnico, que permita evaluar y establecer una
correspondencia enfre las combinaciones de estos dos
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18

elementos y las variaciones en la senal de RM en mdaquinas
de 1,5 Teslas.

Determinar la estructura del compuesto orgdnico
disefado, Fantoma orgdnico, para conocer cémo
inferacciona la red polimérica retficulada donde se
acomoda el hierro, en su forma Fe3*, y el triglicérido.

Comprobar la estabilidad en el tiempo del compuesto
disenado, fantoma orgdnico, a través de las medidas
repetitivas de las senales de RM en maquinas de 1,5 Teslas.

Comparar las estimaciones de las concentraciones de
hierro y grasa del fantoma orgdnico, obtenidas con
diferentes métodos de RM en mdquinas de 1,5 Teslas.

Analizar la capacidad del fantoma orgdnico para remedar
el funcionamiento del higado respecto al contenido de
hierro y grasa de los pacientes.



Hipétesis y Objetivos

Etapas del Proyecto experimental

Para la consecucion de los objetivos indicados el proyecto
experimental se ha organizado en diferentes etapas (tabla 3):

MODELOS

ETAPAS

A-FANTOMA BIOLOGICO

Fantoma con Higado de [

Cerdo

1.- Disefic del soporte

2.- Seleccion de los componentes
3.- Preparacion de las muestras
4.- Redlizacion de la R

5.- Andlisis Estadistico

B —FANTOMA ORGANICO

Fantoma con
compuestos organicos

1.- Disefio del soporte

2.- Seleccion de los componentes
3.- Preparacion de las muestras

4.- Caracterizacion de las muestras
5.- Redlizacién de la RM

4.- Andlisis Estadistico

Tabla 4 Etapas en el disefio experimental
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Diseno del soporte

Seleccion de los componentes
Preparacién de las muestras
Sintetizacion del hidrogel
Realizacion de la RM

Anadlisis Estadistico



Materiales y Métodos

1. Diseno del soporte

Se han disenado dos soportes para la construccion de los
fantomas, uno para el bioldgico (figura 3) y el otro para el orgdnico
(figura 5). Ambos disenos se realizaron en polimetacrilato de metilo
(PMMA), metacrilato de 5 mm de espesor, por ser este un material
pldstico de gran durabilidad vy rigidez, de fdcil moldeado vy
mecanizado y por no presentar susceptibilidad magnética.

En el caso del Fantoma biolégico, (figura 3), sus dimensiones se
han ajustado a la bobina craneal (figura 2) de la mdqguina de RM
(20x20x15 cm), ya que en este fantoma solo se ha medido la
concentracion de hierro. Las bobinas de radiofrecuencia o antena
craneal tienen la funcibn de homogeneizar el campo
electromagnético generado por el imdan principal de la mdquina de
RM (29).

Figura 2 Bobina de craneo y cuello. Bobina de transmision y recepcion (32).

El Fantoma bioldgico tiene capacidad para alojar 12 tubos de
muestras distribuidos de forma radial para conseguir una
homogeneidad en el campo magnético aplicado sobre el fantoma.
Cada tubo estd separado, uno del otro, a una distancia de 10,22
mm para evitar susceptibilidad paramagnética en la pared de los
tubos. Asimismo, todos los tubos se encuentran a una distancia de
37,5 mm del fondo para corregir variaciones del campo magnético.
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Figura 3 Geometria y dimensiones del Fantoma biolégico.
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En el caso del Fantoma orgdnico, (figura 5), sus dimensiones se
han ajustado a las dimensiones de los 27 tubos a albergar. En este
caso, como lo que se ha medido es la concentracion de grasa y
hierro simultdneamente, se ha utilizado una bobina de cuerpo
infegrada (figura 4) para la tfransmision de la senal y la recepcion de
la misma, logrando asi una intensidad de senal homogénea en la
seccion de la imagen y evitando la caida de profundidad de la
senal, que podria ser atribuida a la sobrecarga de hierro o a la de
grasa (3).

Bobina de
gradiente Z

Bobina de RF ‘

Figura 4 Bobina corporal (29).

Los tubos se distribuyen de forma equidistante, uno del ofro, para
conseguir asi una homogeneidad en el campo magnétfico
aplicado. Y a una distancia de 11 mm del fondo para corregir
variaciones del campo magnético.
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Figura 5 Geometria y dimensiones del Fantoma organico.
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2. Seleccion de los componentes

Los requisitos a tener en cuenta en la seleccion de los
componentes de las muestras dependen del objeto y aplicacion
especifica de cada uno de los fantomas:

Fantoma biolégico

Partiendo de higado animal sano manipulado, se quiere
reproducir el comportamiento en RM del higado humano con
diferentes depdsitos de hierro.

Criterios considerados en la seleccion de los componentes:

e Tipo de higado

Un andlisis del genoma del cerdo, revela analogias de este con el
hombre, lo que confima el interés de este animal como modelo
para la investigacion biomédica (57) (58).

Teniendo esto en cuenta, para la preparacién de las muestras se
ha utilizado higado de cerdo joven, aproximadamente 3 anos,
proveniente de la plataforma de “Animalario experimental” del
Hospital Universitario Donostia (HUD)/ IIS Biodonostia.

Consideraciones éticas: se ha utilizado higado de cerdo que ha
sido previamente sacrificado por otros motivos de investigacion. En
cualquier caso, todos los proyectos que utilizan animales para la
experimentacion en el HUD/ IIS Biodonostia han sido previamente
evaluados y aprobados por la comisidon ética de investigacion
animal.

e Tipo de hierro comercial

La ingesta oral de hiero en wuna dieta normal es
aproximadamente 10-20 mgr / dia (3). Tras su proceso metabdlico
por el cuerpo humano, el hierro que no se necesita de inmediato, es
almacenado en su forma férica (Fe®) como ferritina vy
eventualmente como hemosiderina, si el almacenamiento de
ferritina es saturado (59) (60).
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Asi mismo, y en consecuencia, la sobrecarga de hierro en el
higado se caracteriza histolégicamente por acumulacién celular de
oxihidroxido-ferritina de hierro soluble (Fe3*) en forma de (Tabla 5)
(61), (62):

Acumulacién Celular Propiedades
Ferritina Proteina almacenadora de hierro. Soluble
1 — 2 gr en personas sanas en Agua.

Similar al nUcleo de hierro de ferritina.
Resultado de la degradacién de la ferritina.
No soluble en agua.

Hemosiderina
0-1 gr en personas sanas

Tabla 5 Aimacenamiento de hierro en el higado.

Teniendo en cuenta lo indicado se ha seleccionado un
compuesto de sacarato férrico en su forma liquida, como
componente férrico a anadir al higado de cerdo manipulado.

El hierro sacarosa se compone de un nucleo de hidroxido de
hierro (Fe3*) polinuclear rodeado de una gran canfidad de
moléculas de sacarosa enlazadas de forma no covalente. El
complejo tiene una masa molecular promedio (M) de
aproximadamente 43 kDa. El ndcleo de hierro polinuclear tiene una
estructura similar a la del nicleo de la proteina fisioldgica que
almacena hierro, la ferritina. El complejo estd disenado para
proporcionar, de forma controlada, hierro Util para su transporte y el
almacenamiento de proteinas en el cuerpo (es decir, transferrina y
ferritina, respectivamente) (63).

Fantoma orgdnico

Mediante la formacién de un hidrogel con diferentes depdsitos
de hierro y grasa, se quiere reproducir el comportamiento del
higado humano en RM.

Los hidrogeles son materiales ampliamente utilizados en
innumerables aplicaciones, particularmente en el sector biomédico,
debido a su biocompatibilidad, su mecdnica y propiedades de
transporte (64).
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Los hidrogeles poliméricos son redes fridimensionales reticuladas
que absorben agua debido a su hidrofilicidad. Como estdn
reticulados, los polimeros no se disuelven y en vez de ello fienden a
absorber el agua mediante un proceso de hinchamiento. Esta
reticulacion puede ser covalente o no-covalente, en funcién del
tipo de enlace que mantiene el sistema unido. Generalmente,
mediante entrecruzamiento covalente se obtienen geles con
mejores propiedades mecdnicas aungque su irreversibilidad 'y
condiciones de reaccidén pueden limitar sus aplicaciones. Los
hidrogeles que se obtienen mediante enlaces no-covalentes
ofrecen ventajas como la reversibilidad, aungue mecdnicamente
no sean tan duros como los anferiores. Este fipo de
enfrecruzamiento fisico se puede realizar mediante interacciones
hidrofébicas, interacciones electrostdticas, puentes de hidrégeno y
coordinacién metdlica (65) (66).

Criterios considerados en la seleccion de los componentes:

1. Agarosa

La agarosa es un polisacdrido neutro. Ha sido utilizado en el
campo de los biomateriales para hacer canales artificiales de guia
del nervio tubular (67), sistemas de guia del nervio inyectables (65),
dispositivos de suministro de fdarmacos (68), andamios para la
ingenieria de cartilago (69), geles para encapsular células (islotes de
Langerhans, condrocitos, etc.) (70) y dispositivos para curar heridas
(70).

Utilizado en el Fantoma orgdnico como elemento polimerizante
para formar hidrogeles mediante uniones secundarias con bajos
niveles de energia (figura 6) que le confieren mayores posibilidades
de reorganizar la red polimérica y por lo tanto, con menor
contribucion eldstica sobre la viscoeldastica (64).
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Figura 6 Energia de union de los hidrogeles dependiendo del tipo de enlace (64).

Una relacién simple pero general entre la constante eldstica (E) y
el grado de reticulacion (Mc), o peso molecular entre dos enlaces
cruzados de los hidrogeles, demuestra que cuanto mayor es el
grado de reticulacién (Mc) del hidrogel, menor serd su modulo
eldstico (E). Esto se debe a la menor densidad de enlaces cruzados
0, en otros términos, debido a la mayor distancia entre los enlaces
cruzados (64).

Diversos estudios han cuantificado el mdédulo de Young (E) o
modulo de elasticidad de los hidrogeles de agarosa entre 17-34 KPq,
(figura 7) (64).

Estos valores bajos de mddulo de Young para los hidrogeles de
agarosa hacen que su comportamiento sea viscoeldstico (o en el
limite viscopldstico), lo que permite la reorganizacion de la
estructura polimérica debido al mecanismo de ruptura y reforma de
los enlaces cruzados formados (64).
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Figura 7 Modulo de Young (E) en funcion del peso molecular para varios hidrogeles (64).

La agarosa comercial de uso en laboratorios utilizada en este
fantfoma ha sido Agaraso estandar baja EEO — AG0120 (punto de
fusion 88°C £1,5°C, Punto de gelificacion 36°C £1,5°C).

2. Tipo de hierro comercial:

Como en el caso del Fantoma bioldgico, para este Fantoma
orgdnico buscamos hierro en su forma férrica (Fe3*) pero, en este
caso, en estado sélido (granulado), para facilitar la sintetizacion del
hidrogel. Teniendo en cuenta esto se ha seleccionado un
compuesto con Ferrimanitol ovalbUmina como principio activo.
Cada sobre de este compuesto contiene 300 mgr, equivalente a 40
mgr de Fe3. El resto de sustancias son: esencia de pldtano, etil
vainilla, lactosa, cloruro sédico y sacarosa (71).

Asi mismo, la albumina es una proteina sintetizada por el higado
que se encuentra en el torrente sanguineo, por lo que se clasifica
como una proteina plasmdtica. Es la principal proteina de su tipo en
los seres humanos, ya que representa mds de la mitad de las
proteinas circulantes (72).
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3. Tipo de grasa comercial

El constituyente principal de la grasa depositada en el higado es
el triglicérido, la molécula de almacenamiento de dcido graso (FA),
gue contiene 3 cadenas FA esterificadas unidas por una molécula

de glicerol (5-7).

Para este desarrollo se ha utilizado manteca de oca por ser esta
una grasa de origen animal que presenta espectros en RMN
similares con los del sistema clinico del cuerpo humano (1).

3. Preparacion de las muestras

En la preparacion del Fantoma biolégico, los 16bulos hepdticos
del higado de cerdo se trituraron con un robot de cocina durante
60 segundos a 2340 rpm. Tras lo cual se le anadid, mediante una
pipeta, las cantidades de Fe3* que se indican en la tabla 6.

N° Tubo Grado de sobrecarga hepdtica o
pmol/gr

1 Normal 0
2 <2 mgrFe3t/ gro 20
3 <36 umol Fe/gr 40
4 Moderada 60
5 2-4,5 mgrFe3*/ gro 80
6 36 — 80 pymol Fe/gr 100
7 Alta 120
8 4,5-8,5 mgrFe3t/ gro 140
9 >80 pmol Fe/gr 1800
10 Muy alta 200
11 > 8,5 mgrFe’t/ gro 400
12 > 150 pmol Fe/gr 400

Tabla 6 Fe¥* (umol/gr) afiadido en Fantoma biologico.

Cada una de las 12 muestras preparadas se infroduce en un tubo
pyrex de cristal de 15 ml de capacidad (figura 8).
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En la parte central del soporte del Fantoma biolégico disenado se
colocan dos tubos mds, uno con higado sin manipular y ofro con
musculo paravertebral de cerdo (figura 9).

88.50
102.00
107.50

10.18

DETALLE DE TUBOS EN PLACA SOPORTE

ESCALA 1/3

Figura 8 Dimensiones y colocacion de tubos en Fantoma bioldgico.

SECCION C-C
ESCALA 32

Figura 9 Dimensiones y colocacion de tubos centrales en Fantoma biologico

Para el Fantoma orgdnico, las muestras de hidrogel se han
preparado en una solucion de agarosa al 4%, a la cual se le anade
la grasa, segun los ml indicados en la tabla 7, hasta conseguir un
volumen final por cada muestra de 200 ml. La disolucion no soluble
se mezcla, mediante un robot de cocina Moulinex, durante 5
minutos a 70°C y a una velocidad de 957 rom, hasta conseguir una
muestra homogénea.
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Posteriormente, se anade el compuesto Ferrimanitol ovalbuminag,
en su forma granulada, hasta conseguir una distribucion
homogénea con un equivalente en mgr de Fe¥ indicado en la
tabla 7 por cada muestra/tubo. Todo ello se mezcla durante 8
minutos a 70°c y a 1179 rom, mediante el robot de cocina.

En total se preparan 27 tubos/muestras de hidrogel, segun se
indica en la tabla 7. Cada muestra de hidrogel se infroduce en un
tubo de 50 ml, 114x28 mm de polipropileno y se deja enfriar en hielo
hasta su total gelificacion.

N° Tubo Agarosa (gr) H20 (ml) Grasa (ml) Fe3* (mgr)
A4 8 170 30 0
A3 180 20 0
A2 8 190 10 0
Al 8 200 0 0
B4 8 170 30 200
B3 8 180 20 200
B2 8 190 10 200
Bl 8 200 0 200
C4 8 170 30 400
C3 8 180 20 400
C2 8 190 10 400
Cl1 8 200 0 400
D4 8 170 30 600
D3 8 180 20 600
D2 8 190 10 600
D1 8 200 0 600
E4 8 170 30 800
E3 8 180 20 800
E2 8 190 10 800
El 8 200 0 800
F4 8 170 30 1.000
F3 8 180 20 1.000
F2 8 190 10 1.000
F1 8 200 0 1.000
Gl 8 200 0 1.200
H1 8 200 0 1.500
1 8 200 0 2.000

Tabla 7 Composicidn de los tubos/muestras de hidrogel.
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La hemocromatosis se mide en miligramos de hierro férrico por
gramo de tejido hepdtico en peso seco y se clasifica en una escala
de 4 grados (1) (Tabla 8).

Codigo Anadido
Grado de sobrecarga Tubo e
Normal A4 — A2 0

<2 mgrFe3*/ gr o <36 pmol Fe/gr B4 - B1 200

Moderada C4-CI 400

2-4,5 mgrFe3*/ gr o 36 — 80 ymol Fe/gr | D4-D1 600

Alta E4 - E1 800

4,5-8,5 mgrFe3*/ gr o >80 umol Fe/gr F4 - F1 1.000

Muy alta Gl 1.200

H1 1.500

> 8,5 mgrFe3*/ gr o > 150 umol Fe/gr T 2000

Tabla 8 Fe’*(mgr) afiadido en relacion al grado de sobrecarga hepatica en el Fantoma organico.

La esteatosis se clasifica en una escala de 5 grados, variando de
0 a 4, en funcién del porcentaje de hepatocitos que contienen las
vacuolas lapidas del higado (1) (Tabla 9).

Higado Sano Grado | Grado Il Grado Il Grado IV

ol 4l 4l 4

Normal <5% Leve 6%-33% Moderado 34% - 66% Grave >66%

Grados de sobrecarga
Triglicérido %

Codiao Tubo B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3, C3, A4, B4, C4,
9 DI, E1, F1 D2, E2, F2 D3, E3, F3 D4, E4, F4
Grasa anadida 0 ml 10 ml 20 ml 30 ml

Tabla 9 Triglicérido (ml) afiadido en relacién al grado de sobrecarga hepatica

Cuando en el higado coexisten depdsitos de grasa y hierro, por
sobrecarga combinada, la sobrecarga de hierro en el higado llega
hasta el grado de hemocromatosis moderada, en coexistencia con
alguno de los 5 grados de esteatosis. La sobrecarga combinada de
hemocromatosis severa con esteatosis, aumenta la posibilidad de
dano estructural hepdtico (1).
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4. Sintetizacién del hidrogel

Los hidrogeles de redes interpenetradas (IPN), estdn constituidos
por al menos dos redes de polimeros diferentes, donde una de ellas
se forma en la presencia de la otra. Dentro de esta familia se
encuentran los hidrogeles de redes semi-IPN, con una red polimérica
tridimensional que se forma junto a un polimero o compuesto ya
constituido, de manera que este Ultimo queda entrecruzado en su
interior (73).

Para poder crear dos redes entrecruzadas en el fantoma
orgdnico partimos de un bigel formado por una red polimérica de
agarosa con emulsiones de ftriglicérido. Esta red polimérica se
entrecruza con la macro proteina ovoalbUmina con hierro, en su
forma Fe*3. De esta forma, se busca reproducir el comportamiento
por RM del higado y poder cuantificar las sobrecargas de grasa y
hierro.

El procedimiento de sintetizacion seguido, figura 10, ha sido el de
polimerizacion en disolucion, modificando el cardcter hidréfilo del
polimero utilizado, con propiedades potenciales como hidrogel, y
anadiendo los componentes necesarios, sin que se produzcan
inferacciones  quimicas enfre  estos componentes, con
entrecruzamiento a través de interaccion fisica (74).

CH:0H o
OH o_ OH CHs
@ CHa CHFe 70°C
s H e
OH
o CHa o
(Agarosa + Hz20) + Triglicérido + Ferrimanitol Ovoalbimina Hidrogel semi-IPN

Figura 10 Esquema del proceso de sintetizacion en el Fantoma organico.

Cuando la agarosa se calienta en presencia de agua, su
estructura cristalina se rompe y las moléculas de agua se unen con
los grupos hidroxilos de la agarosa mediante puentes de hidrogeno.
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Al anadirle el triglicérido y calentar la disolucion creada se facilita la
mezcla del ftriglicérido en la red polimérica de la agarosa,
guedando estds moléculas atrapadas en el interior del hidrogel de
agarosa sin interaccion quimica. Tras lo cual se anade la
macromolécula de la proteina, ferrimanitol ovoalbUmina, formada
por cadenas lineales de aminodcidos con hierro. Una vez
conseguido el entrecruzamiento de las dos redes por
calentamiento, se procede a su enfriamiento para formar el hidrogel
semi-IPN.

En el apartado 5 de resultados se presentan los ensayos de
caracterizacion realizados a los hidrogeles formados, utilizando
diferentes concentraciones de ftriglicérido y hierro para corroborar
las interacciones fisicas entre los compuestos anadidos y determinar
el efecto de estas variaciones en el comportamiento del hidrogel.

5. Readlizacion de la RM

Al Fantoma biolégico se le han realizado RM en mdaquinas de 1,5
Tesla en la unidad de Osatek de Donostia. La adquisicion de la senall
se ha realizado mediante el método Ratio de Intensidad de Senal
(RIS) en el que se ha medido la relacion entre la intensidad de senal
de los 13 tubos, los 12 tubos de higado manipulado con sobrecarga
férrica (tabla 6) mdas el tubo con higado sin manipular situado en la
parte central del fantoma biolégico, y el musculo paravertebral de
cerdo, colocado en el tubo central del fantoma bioldgico (figura 9).

En el método de adquisicion Ratio de Intensidad de Senal se han
ufiizado dos secuencias en Eco de Gradiente, denominadas
respectivamente Densidad Protonica (DP) y T2 (75). Los pardmetros
de adquisiciéon utilizados en estas secuencias han sido (75):

Paradmetros /Secuencia DP T2
Tiempo Repeticiéon 120ms 120 ms
Tiempo Eco 4 ms 14 ms
Angulo de excitacién 20° 20°

Tabla 10 Parametros de adquisicion en RM para medir sobrecarga de hierro.
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Las mediciones de todos los tubos se han realizado en el mismo
corte. Para el tubo con higado sin manipular y los 12 tubos de
higado manipulado con sobrecarga férrica se tomaron 3 ROIs de
aproximadamente 1 cm2a diferentes alturas del tubo. Y para el tubo
con musculo paravertebral se tomaron 2 ROIs de aproximadamente
1 cm2a diferentes alturas del tubo.

El método de posproceso de las senales de RM adquiridas, para
el cdiculo de la concentraciéon de hierro en pmoles Fe/gr de los
tubos, ha sido el Osatek SEDIA (30).

Se han readlizado mediciones de RM a 4 Fantomas bioldgicos
inmediatamente después de su preparacion.

Todas las RM se realizaron por personal de la unidad de Osatek
Donostia, independientes al proyecto de investigaciéon desarrollado.

Al Fantoma organico, se le han realizado RM en mdquinas de 1,5
Tesla en la unidad de Osatek de Donostia. La adquisicion de la senal
se ha realizado:

o Para determinar la concentracion de hierro, mediante el
método Ratio de Intensidad de Senal se ha medido la relacién
enfre la intensidad de senal de los 27 tubos del fantoma
orgdnico (figura 7) y un tubo de hidrogel formado con
agarosa al 4%.

En las dos secuencias de Eco de gradiente aplicadas,
denominadas respectivamente Densidad Proténica (DP) y T2
(75), se han utilizado los mismos pardmetros de adquisicion
detallados en el fantoma biolégico, tabla 10.

Las mediciones de todos los tubos del fantoma se han
redlizado en el mismo corte, tomdndose 3 ROIs de
aproximadamente 1 cm? a diferentes alturas de cada fubo. Y
para el tfubo con agarosa al 4% se tomaron 2 ROIs de
aproximadamente 1 cm? a diferentes alturas.
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e Para determinar la concentracion de grasa, mediante la
secuencia PDFF (76), los pardmetros utilizados en la
adquisicion han sido:

Parametros Valores
N° Ecos diferentes 6
Primer Tiempo de Eco 1,16 ms
Intervalo de Tiempo de Eco 0,8 ms
Tiempo de Eco final 6 ms
Tiempo de repeticion 6,5 ms
Angulo de excitacion 5°
Campo de visién 375/328 mm
Resolucién matriz 231/129
N¢ de cortes 10
Espesor Smm
Tiempo de adquisicion 20 seg

Tabla 11 Parametros de adquisicion en RM para medir sobrecarga de grasa.

Los métodos utilizados para el posproceso de las senales de RM
adquiridas, han sido:

o Para el cdiculo de la concentracion de hierro en umoles Fe/gr
de cada uno de los tubos del fantoma orgdnico, mediante el
método Osatek SEDIA (30).

Asi mismo, para dar respuesta a los objetivos especificos seis y
siete, se ha cdlculo la concentraciéon de hierro de los tubos A,
B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1 y I1, tabla 7, mediante dos métodos
diferentes de Relaxometria T2*: el de Wood (36) y el de
Garbowski (37).

e Para el cdiculo de la concentracion de grasa se toma el valor
de Fraccion Grasa (FF) obtenido de manera automdtica en la
mdaquina de RM con la secuencia PDFF previamente descrita.
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Y para dar respuesta a los objetivos especificos seis y siete, se
ha comparado la FF calculada por RM con la concentracién
de grasa de los tubos Al, A2, A3 y A4, tabla 7, calculada
mediante el método bioquimico de Folch (18).

Se han realizado 8 mediciones de RM al mismo fantoma orgdnico
durante 4 anos, desde 2016 hasta 2019.

En las 7 primeras mediciones se incluyeron en el fantoma
orgdnico 24 tubos, tubos A4 — F1 (tabla 7) y en la Ultima medicién, se
incorporan al fantoma orgdnico los tubos G1, H1 e I1 por contener
estos tubos concentraciones severas de hierro, tabla 8.

Una vez evaluada y establecida la correspondencia entre las
combinaciones del hierro y de la grasa con la variacion de la senal
de RM, objetivo especifico numero tres, se decide andalizar la
relacién y correlacion de cada una de las sobrecargas, de hierro y
grasa, por separado, objetivos especificos seis y siete. Debido a lo
cual se amplia el rango de concenfraciones de hierro con la
incorporacion de los tubos G1, H1 e I1 al fantoma orgdnico, que
corresponden al grado de sobrecarga hepdtfica de hierro

severq, tabla 8.

Todas las RM se han realizado por personal de la unidad de
Osatek Donostia, independientes al proyecto de investigacion
desarrollado.

6. Analisis Estadistico

Se han realizado tres andlisis estadisticos con las medidas de RM
realizas al Fantoma biolégico, para dar respuesta al primer objetivo
especifico del proyecto, recogido en el apartado de Hipdtesis y
Objetivos.
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En primer lugar, se ha comparado el contenido medio de hierro
(concentraciéon de hierro) preparado o real con la estimaciéon de la
concentracion de hierro medida por RM, para ello se ha hecho una
comparacion t-Student.

En segundo lugar, se ha analizado la relacion que existe enfre la
concentracion de hierro real de los tubos con la estimacion de la
concentraciéon medida en RM utilizindose en este caso un modelo
de regresion lineal.

Y en tercer lugar, se ha analizado estadisticamente el acuerdo o
concordancia entre la concenfracion real y la concentraciéon
estimada por RM mediante el método de Bland y Altman.

Bland y Altman, es una metodologia principalmente grdfica para
evaluar el grado de acuerdo o concordancia entre dos mediciones.
Si existe un acuerdo suficiente se puede concluir que una medicion
puede ser sustituida por la ofra. Se presenta en un grdfico, en el eje
de abscisas la medida de las dos mediciones para cada individuo y
en ordenadas la diferencia entre las dos mediciones. Dos
mediciones con un grado de acuerdo importante muestran
graficamente una nube de puntos de forma eliptica con un
didmetro mayor horizontal, paralelo al eje de abscisas y centrado
proximo al valor cero en el eje de ordenadas. El didmetro menor,
vertical, tendrd una magnitud reducida. La interpretacion de esta
magnitud corresponde al observador conocido del campo en el
que se practican las dos mediciones.

Asi mismo, en el fantoma bioldgico, para contestar al objetivo
especifico numero dos se ha comprobado la variacién de la
concentracion de hierro medida por RM en los diferentes fantomas
bioldgicos preparados, mediante un modelo de regresidon lineal
entre el contenido de hierro incluido en cada tubo de los cuatro
fantomas bioldgicos, con la estimacion del contenido de hierro
medido por RM (RIS).
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Para dar respuesta al objefivo especifico numero tres del
proyecto, se han utilizado las mediciones de RM del Fantoma
orgdnico para realizar una representacién grdfica de la variacion
del contenido medido de hierro y grasa (concentracién de hierro y
grasa) preparado o real con la estimaciéon de la concentraciéon de
hierro y grasa medida por RM. Asi como una descripcion estadistica
bdsica, de las variaciones medidas.

Asi mismo, en el fantoma orgdnico, para dar respuesta al objetivo
numero cinco, se ha estudiado el efecto que tiene la variacion, en
el fiempo, de las concentraciones de hierro y grasa, reales o
preparadas, de cada tubo, en diversos aspectos medidos por RM:

1. Senal Media de agua (hidratacion del hidrogel)
2. Senal 12*

3. Concentracion de Hierro Hepdtico (CHH)

4. Senal Media de grasa

5. Concentracion de Grasa Hepdatica (FF)

En cada uno de los cinco aspectos se ha analizado su variacion
en el tiempo mediante un modelo de efectos mixtos (modelo lineal
de efectos mixtos por maxima verosimilitud).

Ademds, en el fantoma orgdnico, para dar respuesta al objetivo
especifico numero seis del proyecto se ha utilizado un modelo de
correlacion-regresion lineal bivariante para comprobar la relacion
enfre las concentraciones de hierro y grasa obtenidas mediante
diferentes métodos de RM:

1. Para la comparacion de las concentraciones de
hierro, Osatek SEDIA (30) y los dos métodos de T2*
validados por Wood (36) y Garbowski (37).
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2. Para la comparacion de las concentraciones de
grasa, se toma el valor de Fracciéon Grasa (FF)
obtenido por RM mediante la secuencia PDFF y el
valor de medicién bioguimica de triglicéridos o
método Folch (18).

Por Ultimo, en el fantoma orgdnico, para dar respuesta al objetivo
especifico nUmero siete, se ha utilizado un modelo de correlacion-
regresion lineal bivariante entre la estimacion por resonancia y la
concentracion real en higado. Se muestra graficamente el modelo
para el fantoma orgdnico y para los pacientes.

Los datos de RM de los pacientes con esteatosis se han obtenido
de una publicacién previa (77), los cuales han sido solicitados a su
primer autor. En el caso de los datos de RM de los pacientes con
sobrecarga férrica, han sido suministrados por OSATEK y obtenidos
de un abstract todavia sin publicar. En ambos casos, los datos han
sido suministrados de forma anonimizada.

Se ha establecido un nivel de significacion a= 0.05 (corresponde
a p<0,05. En el texto y las tablas mostramos valores de p no
significativos como “n.s.” y tres niveles cuando existe significacion
estadistica: p<0.05; p<0.01 y p<0.001. Los andlisis estadisticos se han
realizado utilizando el software estadistico STATA® SE v15 (StataCorp.
LP, College Station Drive, Texas, EE.UU.).

En el apartado Resultados, se muestran los datos estadisticos que
se consideran necesarios para comprender las tareas realizadas. Y
en el anexo | se presentan los datos estadisticos obtenidos de cada
uno de los estudios realizados y presentados gréficamente en el
apartado de resultados.
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Resultados

1. Comparacion del contenido medio de hierro real del
Fantoma biolégico con la concentracion medida por RM.

Los datos utilizados en los tres andlisis estadisticos que se
presentan en este apartado se han readlizado con los datos
obtenidos por RM inmediatamente después de preparar cada uno
de los cuatro fantomas bioldgicos elaborados o, dicho de ofra
forma, en el momento cero o basal de la preparacidén de cada uno
de los cuatro fantomas bioldgicos desarrollados.

Debido a la rdpida degradacién del higado de cerdo y a la
oxidacién del hierro, en la preparacion de los fantomas bioldgicos
fue determinante minimizar el tiempo transcurrido desde la
preparacion de los tubos hasta la readlizacion de la RM. Esta
situacion obligd a preparar los fantomas con diferente nUmero de
tubos, no siempre con los 12 tubos definidos inicialmente. Los tubos
ausentes lo son porque se observa una degradacién no aceptable
para el proceso de cuantificacion mediante RM. En la tabla 12 se
indica el numero de tubos preparados por cada fantoma vy las
concentraciones de cada uno de ellos.

Concentracion Tubo Fantoma Fantoma Fantoma Fantoma
Fe 3*umol/gr 1 2 3 4
0 1 1 1 1
20 2 2 2 2
40 3 3 3 3
60 4 4 4 4
80 5 5 5 5
100 6 6 6 6
120 7 7 7 7
140 8 8 8 8
180 9 9
200 10 10
400 11
600 12
N° Total tubos preparados 8 12 8 10

Tabla 12 Relacién de tubos preparados por cada Fantoma biolégico.
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En primer lugar, se ha estudiado la relacién que existe entre las
concentraciones de hierro anadidas en cada uno de los tubos de
higado de cerdo (Fe_True) y las concentraciones estimadas por RM
(Ratio C_), en cada uno de los fantomas.

X s.D. 1.C. 95% p
S | Fe_True 70 48.99
5 1301647  -92.38204 <0,001
c
S | RatfioC_ 151.5 54.02
S | Fe_True 161.67 174.45
5 1345504  -44.85832 ns.
c
S | RatioC_  121.036 70.33
S | Fe_True 70 48.99
5 8249873  -59.58868 <0,001
c
S | RatioC_  122.69 52.64
3 | Fe_True 94 66.67
5 17.3476 -63.72201 <0,001
c
S5 | RatioC_ 14531 62.19

Tabla 13 Comparacién de medias mediante T-student para muestras pareadas en los Fantomas
bioldgicos.

El estudio realizado, tabla 13, muestra que para el Fantoma 1, 3y
4 existe una diferencia estadisticamente significativa, entre la
concentracién de hierro en los tubos de higado de cerdo vy la
concentracion media estimada por RM, con p<0.001. Se
comprueba asi mismo que la concentfracion medida por RM
sobreestima el valor real de concentracidén de hierro preparado.

En el caso del Fantoma 2 se concluye que no existe una
diferencia estadistica entre ambas medidas de concentraciéon
(p=n.s.). Comprobdndose, por lo tanto, que la media de las
concentraciones medidas por RM presenta valores similares con las
concenfraciones medias reales o preparadas.
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En el segundo andlisis se quiere ver la relaciéon existente entre las
concentraciones real o preparada y la medida por RM. Para ello se
ha realizado un andlisis de regresion lineal, en la tabla 14 se
presentan los datos obtenidos.

Constante o] I.C. 95%
é Ratio C_ 0.91 <0.001 0.68 1.15
fé _cons -68.18 <0.01 -105.41 -30.94
‘é Ratio C_ 1.75 <0.05 0.50 20.99
g _cons -49.70 n.s. -221.61 122.21
‘é Ratio C_ 0.921 <0.001 0.78 1.056
g: _cons -42.96 <0.001 -60.82 -25.11
E Ratio C_ 1.04 <0.000 0.81 1.26
g _cons -56.57 <0.01 -91.94 -21.21

Tabla 14 Analisis de regresion lineal de las concentraciones reales y medidas por RM para los
Fantomas biolégicos.

Analizados los resultados del estudio estadistico realizado, tabla
14, se ve que existe en los cuatro fantomas una relaciéon positiva
entfre la concentracion real o anadida y la estimacion por RM. Es
decir, que a mayor concentracidn se obtiene una mayor
estimaciéon. En el caso de los fantomas 1, 3 y 4, existe una relacion
estadistica lineal entre las cantidades de hierro medidas por RM y las
preparadas o reales, pero la misma no estd calibrada. Es decir, en
los tres casos, de forma constante la senal de RM sobreestima la
cantidad real (p<0.001). En el caso del fantoma 2 pese a que existe
una relacion significativa es de menor grado (p<0.05) que los otros
tres fantomas. Asi mismo, se observa grdficamente, figura 11, que
parece factible establecer entre ambas concentraciones ofro fipo
de relacion, no lineal, curva.
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En la representacion grdfica, figura 11, se evidencia la relacion
lineal estadistica entre la cuantificacién de hierro por RM vy la
cantidad de hierro preparada o real, mostrdndose que en el caso
de los fantomas 1, 3 y 4, la nube de puntos se ajusta a la linea de
regresion y que en el caso del fantoma 2 no existe un ajuste de la
nube de puntos.

Asi mismo, en el fantoma 2 se produce una saturaciéon de la senal
de la concenfracién de hierro estimada por RM para valores de
concentraciéon de hierro real superiores a 200 mgr Fe3*/gr.

Para cada uno de los fantomas preparados se comprueba que a
concentraciones bajas de hierro preparado o real, las mediciones
por RM presentan valores negativos, lo cual no es factible, por lo
tanto, estos valores se consideran valores cero de concentracion de
hierro.
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Fe_True =-68.18 + 0.91 Ratio C r2=0.93 p<0.001

Fantoma biolégico 1

O T T T O- T T 1
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RatioC(Ratio DP/T2 )

. Fe_True = -49.70 + 1.75 RatioC r’=0.44 p<0.05
Fantoma biologico 2
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g 400 Q
=

200
|2 o0 @] ®
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RatioC(Ratio DP/T2 )

Fe_True = -42.96 + 0.92 RatioC r2=0,96 p<0.001

Fantoma bioldgico 3

0 50 100 150 200 250
RatioC(Ratio DP/T2)

Fe_True = -56.570 + 1.04 RatioC r2=0.92 p<0.001

Fantoma biolégico 4
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Figura 11 Relacion estadistica lineal entre las concentracién Fe3* por RM y concentracion real en
los Fantomas bioldgicos.




Resultados

Tras comprobar coémo es la relacion entre la concentracion
estimada por RM y la concentracion preparada o real, se cuantifica
el acuerdo existente entre ambas concentraciones para cada
fantoma.

Los graficos de Bland — Altman, figura 12, representan para cada
tubo en abscisas la media entre la concentracion real o preparada
y la estimacion media por RM y en ordenadas su diferencia.
Especificamente, el acuerdo se describe matemdticamente
mediante la media de las diferencias (eje de ordenadas) y sus
limites superiores e inferiores, sumando y restando 1,96 desviaciones
estandar, tabla 15.

X £1,96SD

llog (mgrFe3+/gn)] Limites de acuerdo

Fantoma biolégico

Superior =-56.0

Fantoma 1 -81.5+£25,5SD

Inferior =-107.0

Superior = 304.5
Fantoma 2 40.7 £ 263,85 SD

Inferior = -223.2

Superior = -36.8
Fantoma 3 -52.6 £ 15,8 SD

Inferior = -68.4

Superior =-17.5
Fantoma 4 -51.3+£33,8SD

Inferior = -85.1

Tabla 15 Andlisis de Bland-Altman por cada Fantoma bioldgico.

En los fantfomas 1, 2 y 3 la nube de puntos no es muy diferente de
la horizontal y en el fantoma 2 si, figura 12. En cualquier caso, los
limites de los fantomas 1, 2 y 3 muestran limites de acuerdos muy
altos que desaconsejan su uso clinico.
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Figura 12 Grafica Bland-Altman por cada Fantoma biol6gico.
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2. Variabilidad de la concentracién de hierro estimado por RM
entre los diferentes Fantomas biolégicos.

Para comprobar la variabilidad de la concentfracion de hierro
entre los cuatro fantomas bioldgicos preparados, se han agrupado

los tubos que contenian

preparada o real de todos los fantomas, tabla 16.

la misma concentracidn de hierro
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Concentracion real

Grupo Fe *Lumol/ar N° Tubos

T1 0 4
T2 20 4
T3 40 4
T4 60 4
T5 80 4
T6 100 4
T7 120 4
T8 140 4

Tubos totales 32

Tabla 16 Concentraciones y nimero de tubos por concentracion real de Fe 3+,

En primer lugar, se ha determinado si la relacion estadistica lineal
enfre los 32 tubos considerados es significativa, tabla 17,
comprobdndose que las concentraciones medidas por RM vy las
concentraciones reales o preparadas de los 32 tubos tiene una
relacion lineal estadistica significativa (r2=0,80 y p<0.001).

Constante P I.C. 95%
Fe_True 1.118028 <0.001 0.9141116 1.321943
_cons 43.95545 p<0.001 26.89462 61.01627

Tabla 17 Analisis de regresion lineal de las concentraciones reales y medidas por RM para los tubos
del Fantomas biol6gicos.

Tras lo cual, se readliza una presentacidon grafica mediante
diagrama de cajas, figura 13, con los resultados estadisticos
agrupados por tubos con la misma concentracidn de hierro
preparada o real.
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Figura 13 Diagrama de cajas de las concentraciones medidas por RM agrupadas por la misma
cantidad preparada o real para los Fantomas Biol6gicos.

Como se observa en la figura 13 ambas concentraciones tienen
una relacién estadistica lineal paralela, pero siempre la
concentracidn medida por RM es superior a la concentracion
preparada o real. El rango de variacién entre las concentraciones
medidas por RM por cada una de las concentraciones es amplio,
tabla 18. Asi mismo, para algunas concentraciones el rango
intercuartilico es amplio, quedando mostrada asi la variabilidad de
los datos enfre ambas concentraciones.

RatioC_ Tl T2 T3 T4 15 Té 17 T8

Mediana 52.10 60.70  87.29 119.61 141.41 16470 178.61 194.26
Media 41.40 6436 8632 118.08 136.52 159.95 173.62 197.50
Desviacion 2823  41.04  31.83 2738 2825 20.62 18.65  26.88
Q1 (25%) 2242 3890 6454 101.06 116.85 14436 159.66 179.05
Q3 (75%) 60.39  89.81 108.1 135.09 156.19 175.54 187.57 21594
Minimo .63 18.03  46.70  83.09 98.26 13232 14824 168.47
Mdximo 60.77 118 124 150 165 178.07 189 233

Tabla 18 Variacion de la concentracidn por RM por cada una de las concentraciones preparadas en
los Fantomas bioldgicos.
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3. Caracterizacion del hidrogel

Con objeto de estudiar la interaccion que se produce al anadir
ambos componentes en el hidrogel, de comprobar su estabilidad y
de evaluar el sistema de sintetizacion utilizado, en los hidrogeles
formados para el fantoma orgdnico, se han realizado los siguientes
€ensayos:

1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros infrarrojos de las muestras se han registrado en
el espectrofotometro Nicolet Nexus a una resolucion de 4 cm-
Iy 32 escaneos. Utilizando la técnica de la pastila de
bromuro de potasio. Las muestras han sido previomente
liofilizadas durante 48 h en un Liofilizador Labconco FreeZone
4.5 Liter.

2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los barridos de calentamiento se realizaron en un calorimetro
diferencial de barrido Mettler-Toledo Differential Scanning
Calorimeter, DSC 822e. bajo atmosfera de N2, con un
intervalo de temperaturas enfre 25°C y 200° C y a una
velocidad de calentamiento de 20°C/min. Se prepararon
muestras de peso 10 + 20 mgr, previomente liofilizados
(Labconco FreeZone 4.5 liter), que se introdujeron en
capsulas de aluminio para su sellado.

3. Microscopia electronica de barrido (SEM), para el estudio
morfolégico de los hidrogeles.

Para el estudio morfoldgico de la seccion de los hidrogeles
liofilizados, las muestras se recubrieron con oro por
pulverizaciéon catddica y fueron visuadlizadas con un
microscopio  electronico de barrido HITACHI  S-4800
microscope (150 s, 20 mA, 15 kV) (HITACHI, Krefeld, Germany).
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4. Hidratacién del hidrogel.

La hidrataciéon es una medida de la canfidad de agua
retenida en el hidrogel. El fendbmeno de la captacion (o
liberacién) de agua a través de una red de hidrogel es
compleja y puede describirse principalmente por un
mecanismo de difusion (64).

El grado de hidratacion de un hidrogel se determina a través
de la medicién de la cantidad de solvente retenido en la red
del polimero. El método experimental mds simple y mds
utilizado para determinar el grado de hidratacion de un
hidrogel es la técnica gravimétrica. Se basa en pesar las
muestras en seco e hidratado(64).

En este caso, se determina a través de la variacién de la senal
media de agua medida por RM en el tiempo, 8 mediciones
repetitivas durante 4 anos, para 24 de los tubos que forman el
fantoma orgdnico, Al1+F4, utilizando para su andlisis un modelo
estadistico de efectos mixtos.

5. Determinacion del pH.

Se han readlizado dos mediciones del pH de los tubos de
hidrogel del fantoma orgdnico, una antes y otra después de la
gelificaciéon de los hidrogeles.

En la primera medicién del pH se ha usado un pHmetro VWR
pHenomenal MU4100L.

La segunda medicién, tras la formacién del hidrogel, se ha
realizado mediante tiras de reactivos de Spezialindikato pH 4,0
+ 7.0, por contacto de los hidrogeles durante 10 minutos.

A continuacién, se presentan los resultados de cada uno de los
ensayos de caracterizacion realizados.
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3.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Las bandas vibratorias de FTIR se caracterizan por su frecuencia
(energia), intensidad (cardcter polar) y forma de la banda (entorno
de enlaces)(78). Teniendo en cuenta que (78):

1. Los niveles de energia a los cuales vibra cada molécula son
Unicos.

2. Las vibraciones grupales tienen unas frecuencias caracteristicas,
que permanecen relativamente sin cambios
independientemente de la molécula en la que se encuentre el

grupo.

3. Existe un amplio estudio y uso empirico de las frecuencias
caracteristicas por grupos funcionales.

El andlisis FTIR se realizd a una muestra de Ferrimanitol
ovalbumina, a ofra muestra de manteca de oca y a los siguientes
tubos de hidrogel, tabla 19:

N° Tubo Agarosa (gr) H20 (ml) Grasa (ml) Fe3* (mgr)
Al 8 200 0 0
1 8 200 0 2.000
B4 8 170 30 200
E4 8 170 30 800

Tabla 19 Relacion de tubos con analisis FTIR

La ovoalbumina es una proteina globular constituida por
alrededor de 585 aminodcidos con un peso molecular de unos
45000 Da (79). Proteina de referencia en biogquimica, conocida por
sus propiedades como transportadora, estabilizadora y formadora
de emulsiones. En el plasma sanguineo sirve como transportador de
metales, aminodcidos, esteroides, fdrmacos, etc. (79). En el caso del
hidrogel creado, la ovoalbumina es utilizada para albergar la
ferritina en su forma F3*, formando el compuesto comercial
Ferrimanitol ovoalbUmina. En la figura 14 se muestra el espectro FTIR
obtenido.
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Figura 14 Espectro FTIR del compuesto Ferrimanitol Ovoalbimina

En la tabla 20 se presentan los grupos funcionales que dan
bandas de infensidad fuerte y media en el espectro del compuesto

Ferrimanitol ovoalbUumina, figura 14.

Frecuencia (cm-1) (79) (80)

e Observacion
Funcional Espectro Iniery'cllo
Empirico
N-H 3562,64 3500-3100 Intensidad media, amidas primarias.
C=0 1646,48 1740-1630 Amidal. ~1650 NC=0O. Amida libre
OH 3387,43 3400-2000 >enalintensa, anchay muy
estructurada. Aminodcidos.
1460,29; Esqueleto anular, intensidad variable.
i 1432,91; 1322,86 1600 - 1120 Compuestos heteroaromdaticos.
C-H 2966,50 3000 - 2840 CHzs-O.Intensidad variable. Alcanos.
2938,19 2900 - 2800 CH2-O.Intensidad variable. Alcanos.
V125,607 Compuestos heteroaromdticos
C-O-C 1070,31; 992,27; 1190 - 900 Intensidad variable ’
942,66; 913,98 )
Far 684,26; 554,48 y 700- 400 Fes*

471,37

Tabla 20 Bandas FTIR del Ferrimanitol.
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Tradicionalmente, la cromatografia de gases se ha utilizado en la
determinacién de la composiciéon de aceites y grasas comestibles
(81) pero debido a que esta técnica de andlisis es lenta y costosa,
desde 1977 se empezd a utilizar también, para el andlisis de aceites
y grasas, la técnica de espectroscopia infrarroja (82). Y en concreto,
la region del infrarrojos ha sido ufilizada durante tiempo para el
estudio de las vibraciones fundamentales de los grupos funcionales
que contfienen las muestras de alimentos y otros compuestos de
origen bioldgico (83-86).

En el espectro infrarrojo de la manteca de oca, figura 15, se
puede apreciar la banda de tension del C=0O a 1745 cm!
caracteristica de los friglicéridos. La muestra presenta muy poca
humedad y se puede decir que se trata de una grasa poliinsaturada
ya que hay una banda de tension muy clara de los fres OH del
glicerol (1237,6; 1164,32y 1116,57 cm).

2678,60
1654,16

WwTransmitancia

o
]
=

2

{n
2923 .51
285421
1745,91

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 15 Espectro FTIR de la Manteca de oca.
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En la tabla 21, se detallan las bandas de intensidad fuerte y
media del espectro.

Frecuencia (cm-) (87)

Grupo Funcionall Intervalo Modo de vibracién
Espectro ).
Empirico
N-H 3467.81 3500-3100 Intensidad media, amidas

primarias. Estiramiento.
Amida I. ~1650 NC=0O. Amida

=0 165416 17401630 1o "Ectiramiento.

=CH 3004,93 ~ 3006 Estiramiento cis

-C=0 174546 ~1746 TRr?Sﬁ)Qggj%O de ester.

-CH 1461,83 ~ 1465 -CH2. —-CHea.

-C-O 1164,32 ~ 1161 -CHoa. Estiramiento a flexién.
-CH 1374,56 ~ 1377 CHs. Flexion simétrica.
-C-O 1237,66 ~ 1238 -CHoa. Estiramiento a flexién.

Tabla 21 Bandas de FTIR en la Manteca de oca.

En la figura 16, se presentan los espectros de los tubos del hidrogel
Al e I1 del Fantoma orgdnico, que corresponde a un tubo con
hidrogel de agarosa y a un tubo de ferrimanitol ovoalbumina con
agarosa polimerizada.

En el espectro del tubo Al [0,0] se pueden apreciar los picos
caracteristicos del grupo funcional -OH debido al agua anadida
para la gelificacion de la agarosa y un pico a 1636,54 cm-
caracteristico de la banda de tension del C=0 aromdtico de las
amidas, pero no aparece la amida Il y lll, por lo que se puede decir
gue no es una proteina, asi que corresponde al polisacdrido de la
agarosa.

En el espectro del tubo I1 [0, 2.000], respecto al espectro del fubo
Al, se puede observar la banda de tensidon del polisacdrido a 1636
cm’, junto a ella aparece la banda de tension de la proteina, ya
que aparece la amida Il y lll. Asi mismo, se muestra la presencia del
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Fe3* en las bandas de 700 - 400 cm’, por haberse anadido el
ferrimanitol ovoalbUmina a la agarosa.
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Figura 16 Espectro FTIR de los tubos A1 [0, 0] e I1 [0, 2.000].
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En la figura 17, se presentan los espectros de los tubos del hidrogel
B4 [30, 200] y E4 [0, 800] del Fantoma orgdnico.

En los espectros de los tubos B4 [30, 200] y E4 [0, 800], respecto al
espectro del tubo Al [0, 0], figura 16, se puede comprobar que
aparecen nuevas bandas de tensidon del grupo funcional -C=0 a
1745 cm caracteristico de la resonancia de éster ftriglicérido,
también surge la banda de tension de la amida de la ovoalbumina
a 1651,97 cm y la del hierro, en su forma F*3, en las bandas de 700 -
400 cm !, al haber anadido la manteca de oca y la ovoalbUmina
férrica al polimero. Mostrando una interaccion fisica entre los
compuestos.

Lo que difiere de un espectro a ofro, segun observamos el
espectro en cascada, es la disminucion de la cantidad de -OH que
aparece al aumentar la cantidad de grasa anadida al hidrogel.

Si comparamos el espectro de manteca de oca, figura 15, con el
espectro del tubo B4 [30, 200] y E4 [0, 800], figura 17, se comprueba
que en los tres espectros aparecen las bandas de tension del grupo
funcional -C=0 a 174,5 cm' y de la Amida | a 1654,16 cm’!
caracteristicas del triglicérido anadido al hidrogel. Confirmando la
hipotesis de interaccion fisica entre los compuestos adicionados.

Asi mismo, se produce un aumento de los grupos funcionales —OH
que apare por la formacién del polimero.
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Figura 17 Espectro FTIR de los tubos B4 [30, 200] y E4 [0, 800] del Fantoma organico.

64

500



Resultados

3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las senales de salida del DSC, el caudal de calor en funcién de la
temperatura, se han utilizado para determinar el comportamiento
del hidrogel disenado al variar las concentraciones de  sus
componentes en los tubos que forman el fantoma orgdnico, tabla 7.

En la figura 18, se muestran las curvas DSC de los materiales con
los que se sintetiza el hidrogel disenado.

D
o

(O]
o

N
o

N
o

=
o

Flujo de Calor (mW)
w
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Temperatura (°C)

o

Fe3+ Grasa Al [0, 0]
Fe3+ Grasa Al
Tp (°C) 194,3 169.,6 110
Flujo de Calor (mW) 50,06 18,66 14,19

Figura 18 Curvas DSC de los componentes del Fantoma orgénico.

En los tres materiales con los que se sintetiza el hidrogel se
produce una transicidén al estado vitreo aproximadamente a 30°C.
En el caso del ferrimanitol ovoalbUmina, compuesto férrico, una vez
alcanzada la fase vitrea el compuesto muestra un pico endotérmico
debido a una pérdida de masa. En el hidrogel de agarosa se
produce un pico endotérmico por la liberacion del agua.
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Figura 19 Curvas DSC de los tubos A1, A2, A3 y A4 del Fantoma organico.

Analizando las cinco curvas DSC, figura 19, que corresponde al
hidrogel de agarosa y a los fres tubos del fantoma orgdnico que no
contienen hierro, se observa que la temperatura pico, de liberacion
de energia endotérmica, se desplaza hacia la derecha al anadirle
al hidrogel el triglicérido, debido a que el agua queda retenida
entre ambos componentes y necesita mds energia para poder
liberarse. Este comportamiento nos indica una buena interaccién
entre ambos componentes.

Asi mismo, analizando los cinco tubos del fantoma que no
contienen grasa y el fubo con hidrogel de agarosa, figura 20, se
comprueba que al anadirle hierro al hidrogel se produce un
aumento de la temperatura, necesario para liberar el agua que
estd retenida en su interior, lo que nos muestra una muy buena
interaccion enfre la agarosa y la ovoalbUmina férrica. En la curva
del tubo CI1, se producen dos energias de liberacién, una
corresponde a la liberacion del agua externa del compuesto vy la
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otfra energia corresponde al agua que estd afrapada en la red
entrecruzada del hidrogel.
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Temperatura (°C)
—— A1[0, 0] B1 [0, 200] ——C1 [0, 400] —— D1 [0, 600] F1 [0, 1.000]
N° Tubo Al B1 C1 D1 F1
Tp (°C) 110 144 140 157,33 146,66
Flujo de Calor (mW) 14,19 60,97 42,43 51,12 48,88

Figura 20 Curvas DSC de los tubos A1, B1, C1, D1y F1 del Fantoma organico.

Por Ultimo, se analiza el comportamiento del hidrogel al anadirle
grasa en las distintas concentraciones de hierro, mediante las curvas
DSC, figura 21 y figura 22. Comprobdndose que a medida que se
infroduce grasa, el hidrogel de agarosa tiene mds dificultades para
mantenerse hidratado y por lo tanto la interaccion entre los
componentes del hidrogel no es tan efectiva.

Asi mismo, se observa que segun aumenta la cantidad de hierro
se producen temperaturas de pico endotérmicos mds elevadas
segun se anade grasa al hidrogel, con energias de liberacion
inferiores, debido al efecto de histéresis y a la falta de espacio
debido a impedimentos estéricos que parece tener el hidrogel para
poder interaccionar a medida que le anadimos grasa.
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Figura 21 Curvas DSC de los tubos B1 — B4, C1 — C4 y D1 — D4 del Fantoma organico.
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Figura 22 Curvas DSC de los tubos E2 — E4 y F1 - F4 del Fantoma organico.

3.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para realizar este estudio, se selecciona el tubo de hidrogel D4
[30, 600] por ser estos valores de concentracion de ambos
compuestos donde los ensayos previos realizados han mostrado
impedimentos de espacio entre los mismos. Las imagenes SEM
obtenidas se compararon con las del tubo del hidrogel D1 [0, 600],
sin grasa, para poder observar el efecto que genera en el hidrogel
la incorporacion de la grasa por comparaciéon con el hidrogel D4.
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Las imagenes del estudio realizado, corresponden a la seccion
transversal de las muestras con recubrimiento de oro en distintas
magnificaciones.

Las imdagenes SEM del hidrogel D1 [0,600] liofilizado se muestran
en la figura 23. En la mayor parte de la superficie se observan dreas
y distribucion heterogénea de forma laminar, generadas por la
inferconexion que existe entre el hidrogel de agarosa y el
compuesto férrico. Al aumentar la magnificacion se observa el
enfrecruzamiento uniforme del hidrogel de agarosa con la
ovoalbumina y la aparicion de valles de hierro anclados.

La Figura 24 muestra las imdagenes SEM de la seccion transversal
del hidrogel D4 [30,600], observéndose que la mayor parte de la
superficie del hidrogel, a excepcion de las emulsiones aparecidas
por la adicion del triglicérido, es densa, compacta vy lisa debido a la
formacion de una capa de piel caracteristica de los hidrogeles
semi-IPN. Los hidrogeles semi-IPN tienden a formar capas de piel
debido a la deshidratacion en la superficie durante su formacion
(88).

Asi mismo, en la figura 24, se observa que las emulsiones de
triglicérido estdn rodeadas por hidrogel con un color claro que va
oscureciéndose a medida que se aleja de las emulsiones, debido all
encapsulamiento del triglicérido alrededor de la agarosa
polimerizada. Y que este color se oscurece de forma homogénea a
medida que nos alejamos de las emulsiones de ftriglicérido, lo que
nos indica la buena interaccién entre la agarosa polimerizada vy la
ovoalbUumina de hierro en las zonas donde no estd presente el
triglicérido en forma de emulsiones.
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Figura 23 Imagenes SEM del hidrogel D1 [0,600].
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Figura 24 Imagenes SEM del hidrogel D4 [30,600].

72



Resultados

3.4. Hidratacion del hidrogel

Para realizar el andlisis estadistico de las mediciones del
porcentaje de agua en cada uno de los 24 tubos, durante las 8
mediciones realizadas, se han agrupado los resultados de RM de los
tubos con la misma concentfracidn de agua anadida en su
preparacion: 170 ml, 180 ml, 190 ml y 200 ml. Cada una de estas
concentraciones de agua estd formada por 6 tubos con la misma
concentracion de grasa y concenfraciones de hierro crecientes.

Los resultados estadisticos obtenidos nos muestran, figura 25, que
la media de concentracién de agua, obtenidas por RM, se
mantiene estable en el fiempo (p=n.s.). Lo que nos indica que los
hidrogeles disenados, en todas sus concentraciones, mantienen en
el tiempo el agua atrapada en la red polimérica del hidrogel y que
la senal media de agua medida por RM, aumenta
proporcionalmente al aumentar la cantidad de agua anadida para
formar el hidrogel.

Revisados los datos de la mediciéon niUmero 8, se comprueba que
existe un error de lectura y se decide excluir dicha medicién. Los
nuevos resultados estadisticos obtenidos, excluyendo time=8,
muestran una mejor estabilidad del porcentaje, medido por RM, de
agua del hidrogel en el tiempo, (p=n.s.).
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Figura 25 Variacion de la media de agua por RM en el Fantoma orgénico.
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3.5. Determinacion del pH

Se redlizaron mediciones de pH, antes y después de la
gelificacion de los tubos del fantoma orgdnico.

fubo Al A3 B2 C3 D4 E2 F3 1
[0,0] [20,0] [10,200] [20,400] [30,600] [10,800] [20,1.000] [0,2.000]

1°pH 37 39 4 4,2 4,5 4,7 5 52

2°pH 47 4 5 5,3 5,5 5,8 6,1 6,5

Tabla 22 Variacién del pH de los hidrogeles en el Fantoma organico

En la tabla 22, se muestra una representacion de las mediciones
de pH realizadas a todos los tubos del fantoma orgdnico. El pH del
hidrogel varia durante el hinchamiento de la red reticulada creada,
a medida que le anadimos el triglicérido y el hierro, virando el pH de
valores dcidos a valores alcalinos. Lo que nos indica que los
hidrogeles confienen dtomos de H+, que van convirtiéndose en —-OH
a medida que gelifica el hidrogel credndose redes reticuladas mads
densas segun aumenta la concentracién de hierro y grasa anadida.

Si hubiera habido reaccion quimica entre el éster del friglicérido y
e H2O el pH no hubiera virado a valores alcalinos.

4. Comparaciéon del contenido medio de hierro y grasa real
del Fantoma orgdnico con la concentracion medida por
RM.

De los 27 tubos que forman el Fantoma orgdnico, figura 6, se
prepararon inicialmente 24 tubos para comprobar la respuesta en
RM del hidrogel disenado, excluyendo del mismo los tubos G1 [0,
1.200], H1 [0,1.5000] e 11 [0,2.000] por corresponder estos a hidrogeles
formados tan solo con concentraciones de hierro de nivel severo en
higado, segun se indica en la tabla 8.
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Para comparar las concentraciones de grasa y hierro obtenidas
por RM, durante las 8 mediciones realizadas, se han agrupado los
resultados de RM de los fubos con la misma concentracion de Fe3*
anadida en su preparacion: 200 mgr, 400 mgr, 600 mgr, 800 mgr,
1.000 mgr y tubos sin hierro. Cada una de estas concentraciones de
Fe3* estd formada por 4 tubos con diferentes concentfraciones de
grasa que varia de 30 % a 0% de grasa.
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Figura 26 Comparacién de la media de grasa medida por RM al variar la concentracion de Fe3*.

En la representaciéon grdfica, figura 26, de la sefal media de
grasa obtenida por RM en funcién de la cantidad de grasa real o
preparada por cada una de las concentraciones de Fesdt, se
observa una relaciéon proporcional y lineal entre las concentraciones
de grasa medida por RM y real o preparada, para valores bajos de
concentracién de hierro anadida al hidrogel. A medida que
anadimos hierro, la concentraciéon de grasa medida por RM
subestima la concentracion de grasa real o preparada.
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Para los tubos con concentracion A2 [10,0] se observa un outlier
debido a errores de lectura.

Del andlisis de la descripcion estadistica bdsica, tabla 23, se
comprueba que para las concentraciones de grasa real o
preparada del 10% se produce una desviacion de la diferencia de
concentraciones significativa en los tubos con concenfracién de
grasa real del 10%. El outlier de los tubos A2 [10,0] es tan extrema
que afecta a la desviacion global de todos los tubos con 10% de
grasa.

MediaGrasa_1 G_true=0 G_true=10 G_true= 20 G_true= 30

Mediana 58.75 123.5 351 550

Media 59.75 204.25 346.5 548.58
Desviacion 38.97 221.34 66.91 63.28
Q1 (25%) 21.5 93.5 309 541.5
Q3 (75%) 97.5 173 407.5 595.5
Minimo 15.5 63 244.5 435.5
Mdximo 106.5 649 416 619

Tabla 23 Descripcidn estadistica de la variacidn de la concentracién de grasa medida por RM para
el Fantoma organico.

Asi mismo, en la tabla 23, se observa que la Unica dispersion de
concentraciones aceptable para su uso clinico son las de los tubos
sin grasa o grasa cero.

5. Variacion de las seiales por RM en el Fantoma orgdnico.

En las figuras 27 — 30, se presentan los resulfados del andlisis
estadistico realizado a cada una de las senales medidas en RM.

Para cada una de las senales de RM analizadas se presentan los
datos agrupados por la concentracion del componente que mide
cada una de las senales. Para la senal T2* y senal CHH se agrupan
los resultados de los tfubos con la misma concentracion de Fes+*: 200
mgr, 400 mgr, 600 mgr, 800 mgr, 1.000 mgr y los tubos sin hierro.
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Cada una de estas concentraciones de hierro estd formada por 4
tubos con concentraciones de grasa crecientes.

Para la senal media de grasa y la senal de FF se agrupan los
resultados de los tubos con la misma concentraciéon de grasa: 10%,
20%, 30% y los tubos sin grasa. Cada una de estas concentraciones
de grasa estd formada por é tubos con concentraciones de hierro
crecientes.

5.1. Senal Media de agua

Los resultados de la variacion de esta senal medida por RM se
presentan en el punto 3.4 de este apartado, ya que como se ha
indicado en el mismo los resultados obtenidos han sido utilizados
para valorar el grado de hidratacién del hidrogel creado.

5.2. Senal T2*

Los resultados del andlisis de efectos mixtos por mdxima
verosimilitud realizado a la senal de T2* en los 24 tubos en las 8
mediciones muestran que el tiempo no influye en la medicién
(p=n.s.). Es decir, que las muestras son estables en el tiempo.

Como se puede observar en la figura 27, la senal T2* se mantiene
estable en las 8 mediciones realizadas, salvo en la octava medicion.
Analizados los datos de la Ultima medicién, time=8, se detectan
errores de lectura, debido a lo cual se decide desestimar esta
mediciéon. Realizdndose nuevamente el andlisis estadistico sin incluir
la Ultima medicion, time<8, se obfiene una similitud no significativa

(p=n.s.).
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Figura 27 Variacion de la sefial T2* por RM en el Fantoma orgénico.
5.3. Concentracion de Hierro Hepdtico (CHH)

Los resultados del andlisis de efectos mixtos por mdaxima
verosimilitud realizado a la senal de CHH en los 24 tubos en las 8
mediciones muestran que el tiempo no influye en la medicion
(p=n.s.). Es decir, que las muestras son estables en el tiempo.

Como se puede observar en la figura 28, la senal CHH se
mantiene estable en las 8 mediciones realizadas, salvo en la séptima
medicion de los tubos sin concentracion de Fed*, considerdndose
este un error de lectura.

o

o —

I5Y
= —1
o2 |
o~
[N
59 1
€~ + 1
=
o~
o . .
=) — ———t —¢——
.0
S
o

o 1

o -

T T T T T
0 2 4 6 8
time
0 mgr Fe3* =200 mgr Fe? == 400 mgr Fe3* =—— 400mgr Fe3* = 800 mgr Fe3* 1.000 mgr Fe3*

Figura 28 Variacion de la sefial de CHH por RM en el Fantoma organico
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5.4. Senal Media de grasa

Los resultados del andlisis de efectos mixtos por mdxima
verosimilitud realizado a la senal de media de grasa en los 24 tubos
en las 8 mediciones muestran un cambio temporal de la medicién
(p<0.05.). Es decir, el tiempo influye en la medicion.

Como se puede observar en la figura 29, la senal media de grasa
se mantiene estable entre las mediciones segunda y séptfima.
Debido a lo cual se realizan dos nuevos andlisis estadisticos, en el
primero sin incluir la primera medicién, time>1, y en el segundo sin
incluir la octava medicion, time <7. En la primera medicion que
incluye desde la segunda a la octava mediciéon, time>1, se obtiene
una estabilidad de la senal en el tiempo no significativa (p=n.s.), y
en el segundo andlisis, time<7, se obtiene una estabilidad
significativa (p<0.05).
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Figura 29 Variacion de la sefial de Media de Grasa por RM en el Fantoma organico
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5.5. Concentracion de Grasa Hepdtica (FF)

Los resultados del andlisis de efectos mixtos por mdaxima
verosimilitud realizado a la senal FF en los 24 tubos en las 8
mediciones muestran que las mediciones no varian en el tiempo
(p<n.s.).
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Figura 30 Variacion de la sefial FF por RM en el Fantoma organico

6. Correlacion de la concentracion de hierro y grasa, del
fantoma orgdnico, por diferentes métodos de RM.

Para analizar la correlacion de la concentracion de hierro de los 8
tubos que Unicamente tienen concentracidon de hierro, tabla 7, se
comparan los datos obtenidos por el método de RIS de Osatek
SEDIA (30), utilizado en todas las RM realizadas al fantoma orgdnico,
con los métodos de Relaxometria T2* de Wood (36) y de Garbowski
(37), figura 31 y 32 respectivamente.
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La correlacioén positiva obtenida enfre ambos métodos da lugar a
la siguiente ecuacidon que predice la concentracion de hierro por el
método Osatek SEDIA a partir del método Wood, figura 31.

[Fe] OSATEK =-22.8 + 0.86 [Fe] Wood r2=0.99
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Figura 31 Correlacion CHH por RM mediante Osatek SEDIA y Wood en el Fantoma organico.
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Figura 32 Correlacién CHH por RM mediante Osatek SEDIA y Garbowki para el Fantoma orgéanico.

La correlacion positiva obtenida entre ambos métodos da lugar a
la siguiente ecuacién que predice la concentracion de hierro por el
método Osatek SEDIA a partir del método Garbowski, figura 32.

[Fe] OSATEK = -23.1 + 0.68 [Fe] Garbowski r2=0.98

Para analizar la correlacién de la concentraciéon de grasa de los 4
tubos del fantoma orgdnico que no tienen concentracién de hierro,
tabla 7, se toma el valor de Fraccidn Grasa (FF) obtenido de
manera automdtica en la mdaquina de RM con la secuencia PDFF y
se compara con el valor de medicion bioquimica de triglicéridos o
método Folch (18) de cada tubo, figura 33.
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Figura 33 Correlacion FF por RM (PDFF) y método de Folch en el Fantoma organico.

La correlacién positiva obtenida entre ambos métodos da lugar a
la siguiente ecuacién que predice la concenfracidn de grasa
obtenida por RM con la secuencia PDFF a partir del método Folch,
figura 33.

[FF] Folch = -210,36 + 10.02 [FF] PDFF 2 =0.99
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7. Correlacion de la concentraciéon de hierro y grasa por RM
medida en el Fantoma orgdnico y en pacientes, por
diferentes métodos de RM.

Los valores de concentracion de hierro medidos en los 8 tubos
que no contienen grasa, tabla 7, se han comparado con los 41
pacientes con diferentes niveles de sobrecarga férrica hepdtica en
los que también se ha cuantificado la CHH con los mismos dos
métodos de RM.

En la figura 34, se muestra la correlacion positiva obtenida para
los pacientes y para los fubos mediante el método Osatek SEDIA y
Wood. La correlacion entre ambos métodos con los pacientes ha
sido r2 =0.90 y con los tubos r2 =0.99.

Pacientes Fantoma Orgdnico

L] e /@
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0 100 200 300 0 100 200 300
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Figura 34 Correlacion CHH por RM mediante Osatek SEDIA y Wood para los pacientes y para el
Fantoma organico.

La correlacion positiva obtenida entre ambos métodos para los
pacientes, figura 34, da lugar a la siguiente ecuacion que predice la
concentracién de hierro por el método Osatek SEDIA a partir del
método Wood.
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[Fe] OSATEK = -6.4 + 0.70 [Fe] Wood 12 =0.90

En la figura 35, se muestra la correlacion positiva obtenida para
los pacientes y para los tubos mediante el método Osatek SEDIA y
Garbowski. La correlacion entre ambos métodos con los pacientes
ha sido r2 =0.89 y con los tubos r2 =0.98.

La correlacion positiva obtenida entre ambos métodos para los
pacientes, figura 35, da lugar a la siguiente ecuacidn que predice la
concentracién de hierro por el método Osatek SEDIA a partir del
método Garbowski.

[Fe] OSATEK =-14,4 + 0.70 [Fe] Garbowski r2=0.89
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Figura 35 Correlacion CHH por RM mediante Osatek SEDIA y Garbowski para los pacientes y para
el Fantoma orgénico.
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Los valores de concentracion de grasa medidos en los 4 tubos
que no contienen hierro, tabla 7, se han comparado con los 129
pacientes con diferentes niveles de grasa hepdtica en los que
también se ha cuantificado la FF con la secuencia PDFF de RM vy el
método de medicion bioguimico o método Folch.

En la figura 36, se muestra la correlacion positiva obtenida para
los pacientes y para los tubos a fravés de RM y mediante el método
de Folch. La correlacion entre ambos métodos con los pacientes ha
sidor2=0,84 y con los tubos del Fantoma orgdnico r2 =0,99.

La correlaciéon positiva obtenida entre ambos métodos para los
pacientes, figura 36, da lugar a la siguiente ecuacidn que predice la
concentracién de grasa por RM a partir del método Folch.

[FF] Folch = -5,16 + 4,59 [FF] PDFF r2 = 0.84

400
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Figura 36 Correlaciéon FF por RM (PDFF) y método de Folch para los pacientes y para el Fantoma
organico.
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Discusion

La medicina de precision es aquella que, enfre otros factores,
aplica sistemas de diagndstico exactos para poder adaptar la
infervencion médica a las caracteristicas individuales de cada
persona y obtener asi un beneficio (89).

Para anfticiparse y dar una respuesta adecuada a este enfoque
de la medicina, es imprescindible abordar el desarrollo y/ o mejora
de los sistemas de diagndstico y seguimiento de enfermedades
cronicas. Proporcionando a los facultativos datos clinicos precisos y
comparables que les ayuden a decidir sobre la mejor alternativa
médica en cuanto a fratamiento o intervencidén quirlrgica que
redunde en una mejora de la salud de las personas.

En este sentido la RM ha demostrado ser una alternativa
significativa en la mejora de la precision de los diagndsticos (1,3). No
solo por tratarse de una técnica no invasiva y de menor coste, en
comparaciéon con ofras alternativas, sino por los avances logrados
en los Ultimos anos, que la convierten en un agente clave para el
desarrollo de escenarios basados en resultados en salud y de
gestion de una medicina de precisibn que asegure un
envejecimiento saludable de la poblacion.

Centrdndonos en las enfermedades sobre las que se ha
orientado esta tesis, hemocromatosis y esteatosis, por constituir estas
un problema de salud publica debido a su prevalencia en la
poblacién actual (2,4), la RM ha demostrado ser una herramienta
de diagndstico excelente, no solo para cuantificar la grasa y hierro
en el higado, sino también para monitorizar la evolucidn de la
hemocromatosis y la esteatosis mediante el desarrollo de maquinas
de RM de mayor resolucion, la optimizacion de los sistemas de
adquisicion de las senales de RM vy el desarrollo de distintos sistemas
de posproceso que permiten cuantificar las sobrecargas.

Derivado de la existencia de distintos métodos de cuantificacion
del hierro y la utilizacién de la RM como alternativa a otras técnicas
para la cuantificacion de la grasa, surgid el problema de la
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variabilidad de los resultados entre los diferentes modelos de
cuantificacion (30,31,36-38), evidencidndose asi la necesidad de la
estandarizacion de la técnica de RM para que los resulfados
puedan ser comparables y reproductibles.

ldentificada esta necesidad, en las Ultimas décadas se han
desarrollado investigaciones dirigidas a la construccion de fantomas
para ayudar a generar imdgenes mds exactas y mds consistentes,
cuantificar y monitorizar las enfermedades, validad tratamientos,
etc.

En este proyecto de investigacion, se han disenado y construido
dos fantomas, bioldgico y orgdnico, desde la perspectiva de la
ingenieria  de materiales biodegradables para reproducir Ia
estructura de sobrecarga férrica y de grasa en el higado humano
para su cuantificacion por RM. Los hallazgos se discuten a
continuacion.

Fantoma Biolégico

El fantoma biolégico disenado, aunque ha sido construido con
componentes andlogos al del higado humano con sobrecarga
férrica (57,58,63), muestra un comportamiento por RM no similar a las
concenfraciones de hierro preparadas o reales.

De los cuatro fantomas bioldgicos preparados solamente uno de
ellos muestra diferencias no significativas, entre la concentracién
medida por RM vy la real o preparada, (p=n.s.). Los ofros ftres
fantomas fabricados muestran diferencias significativas entre las dos
concentraciones, p<0.001, tabla 13. Comprobdndose, asi mismo,
qgue en estos tres fantomas la concentracion medida por RM
sobreestima el valor real de concentracidén de hierro preparado.

Tras lo cual se verifica cémo se comporta la diferencia de
concentraciones en cada uno de los cuatro fantomas,
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obteniéndose una relacion estadisticamente lineal entre ambas
concentraciones (0.92<r2>0.96), para los tres fantomas que
presentaban diferencias significativas. Y una relacion no lineal
(r2=0.44) para el fantoma con diferencia de concentraciones no
significativa, figura 11. Asi mismo, en los cuafro fantomas se
comprueba que se produce una saturacion de la senal de la
concentraciéon de hierro estimada por RM para concentraciones de
hierro real superior a 200 mgr Fed*/gr, que corresponde a senales
medidas de CHH>400 umol Fe3*/gr, situaciéon esta ya identificada en
estudios previos de RM (1,3).

Y por Ultimo, se comprueba el grado de acuerdo o coincidencia
entre las concentraciones medidas por RM vy las concentraciones
reales o preparadas. Obteniéndose valores de acuerdo excesivos
en los cuatro fantomas, tabla 15, que hacen que el fantoma
bioldgico sea incompatible para su uso clinico, figura 12.

Pese a estos datos concluyentes de incompatibilidad para su uso
clinico, se comprueba la variabilidad de las concentraciones de
hiero entre los cuatro fantomas bioldgicos preparados.
Observandose que aunque las concenfraciones tienen una relacion
lineal paralela, de forma sistemdtica se produce una
sobreestimacion de la concentraciéon medida por RM respecto a la
real o preparada, figura 13.

En RM los nUcleos de hidrégeno de los tejidos bioldgicos son los
que generan la senal que permite construir las imdagenes. La
cantidad de dtomos de hidrégeno de una sustancia o tejido
determina de forma directa la intensidad de la senal emitida (29).
Esta intensidad de senal estd afectada por gran cantfidad de
factores, la mayoria de ellos dependen de los pardmetros de la
secuencia de adquisicion utilizada y de las caracteristicas técnicas
del sistema de RM.

Todos los materiales inmersos en un campo magnético de gran
infensidad sufren susceptibiidad magnética. Lo que provoca
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distorsiones locales del campo magnético a nivel macroscoépico
que dependen del tipo de material, de su homogeneidad y de su
geometria (90).

Durante la fase de diseno del soporte del Fantoma bioldgico, se
tiene en cuenta su geometria para que pueda ser infroducido en
una bobina de radiofrecuencia o antena craneal de RM. Evitando
asi interferencias de senales externas al campo y consiguiendo un
campo magnético homogeneizado.

Asi mismo, se manfiene una distancia enfre tubos de 10,22 mm
para evitar el alto contfraste entre la senal del compuesto de higado
y la pared de vidrio del tubo. Y de igual manera, todos los tubos se
encuentran a una distancia de 37,5 mm del fondo para corregir
variaciones del campo magnético.

Como se describe en el apartado de preparacion de las
muestras, para poder anadir en distintas concentraciones el
compuesto de sacarato férrico al higado de cerdo de forma
homogénea, éste es triturado, proceso por el cual se introducen
inevitablemente particulas de aire a la mezcla de higado batido.

Este aire intfroducido, semejable al sincronismo fisiolégico de la
respiraciéon, produce susceptibiidad magnética incontrolada
(51,91), lo que origina una distorsion de la senal de adquisicion de
RM, derivando en un error de cuantificacion de la concentraciéon de
hierro por RM en la fase de posproceso de la senal de adquisicion.

Debido al aire que se infroduce en los tubos del fantoma por la
trituracion del higado de cerdo, se produce un artefacto en la senal
de adquisicién de RM, lo cual genera una sobreestimacion de la
cantidad de hierro medida por RM respecto a la cantidad de hierro
preparada o real en los métodos de posprocesado. Por lo tanto, no
se ha podido realizar un diseno matricial de higado real con
diferentes concentraciones de hierro, primer objetivo especifico,
que permita evaluar y establecer una correspondencia entre las
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combinaciones de la concenfracion de hierro y las variaciones en la
senal de RM en maquinas de 1,5 Teslas.

Y por lo tanto, tampoco se ha podido comprobar que diferentes
fantomas bioldgicos construidos con las mismas cantidades de
hierro, dan las mismas concentraciones de hierro medidas por RM
en mdaquinas de 1,5 Teslas, segundo objetivo especifico.

Las burbujas de aire se pueden eliminar o evitar mediante la
utilizacion de sistemas de mezclado por vacio o compresion y
mediante la utilizacion de otro fipo de materiales de porosidad
reducida o confrolada, como los hidrogeles (51,53,91).

Los hidrogeles son materiales ampliomente utilizados en
innumerables aplicaciones, particularmente en el sector biomédico,
debido a su biocompatibilidad, a su mecdnica y a sus propiedades
de ftransporte (64). Una de las caracteristicas valiosas de los
hidrogeles es su elasticidad, ya que segun la naturaleza del hidrogel
es similar a la de los tejidos vivos (64).

Fantoma Organico

Cuando se disena un nuevo material, un hidrogel, como en el
caso de este proyecto de investigacion, se tiene que tener en
cuenta la finalidad o aplicabilidad del mismo, que en este caso es
reproducir por RM el comportamiento del higado, con diferentes
concentraciones de hierro y grasa.

Para formar este hidrogel heterogéneo, sin interacciones
quimicas pero con una distribucidbn homogénea de sus
componentes en las distintfas concentraciones, tabla 7, se ha
disenado un hidrogel mediante un proceso de sintetizacion por
disolucion en dos fases (64).
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En la primera fase se construye un hidrogel emulsionado de
agarosa y triglicérido mediante un proceso de sintetizacion por
disolucidon para emular las vesiculas con grasa, que se forman en el
higado graso o esteatosis (5-7), figura 1. Es decir, el triglicérido
anadido, debido a su cardcter hidrofébico, debe formar emulsiones
en el interior del hidrogel que le resten volumen libre al agua
anadida a la agarosa para polimerizar y formar el hidrogel (92),
credndose asi dos fases heterogéneas.

Para conseguir las dos fases del hidrogel, distribuidas de forma
homogénea, se han readlizado diversos ensayos con diferentes
sistemas mecdnicos de disolucion, por movimiento de vibraciéon vy
por movimiento de cizalladura. Finalmente se selecciona el sistema
mecdnico de cizalladura ya que el movimiento por oscilacion
armaonico no es suficiente para la homogenizaciéon del triglicérido en
la agarosa, manifestdndose en la red del polimero con la
apariencia de emulsiones de grasa, visibles al ojo humano. Este
sistema mecdnico de disolucidon para formar hidrogeles bifase ha
sido utilizado en otras aplicaciones del dmbito de la alimentacion
principalmente (93).

Una vez seleccionado el sistema mecdnico de disolucion por
cizalladura, segun el proceso de sintetizacion representado en la
figura 10, se determinan las variables categdricas de preparacion,
temperatura, velocidad y tiempo. Consensudndose como optimas
las indicadas en la tabla 24, por la obtencidn de hidrogeles con
textura compacta, figura 37.

Variables Pardmetros
Hidrogel bifase = (Agarosa + Agua) + Triglicérido

Temperatura 70°C
Velocidad V5
Tiempo S min
Hidrogel semi-IPN= Hidrogel bifase + OvoalbUmina Fe 3+
Temperatura 70°C
Velocidad Vé
Tiempo 8 min

Tabla 24 Variables categéricas para la sintetizacion del Fantoma orgénico.
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%

Figura 37 Hidrogeles A1 [0, 0], C3 [20, 400], E4 [30, 800] y G1 [0, 1.200] del Fantoma organico.

En las pruebas realizadas para determinar la categorizacién de la
variable de temperatura, ademds de las comprobaciones
realizadas preparando diferentes hidrogeles, se tiene en cuenta que
el mecanismo de gelificacion de la agarosa se basa en la
formacion de dobles hélices de las cadenas de este polimero
cuando se somete a temperaturas entre 40°C y 90°C, temperatura
de gelificacion y fusion respectivamente (92). Asi como, la
temperatura de fusion (88°C +1,5°C) y gelificacion (36°C £1,5°C) de
la agarosa utilizada (92). Optdndose finalmente por una
temperatura de 70°C, para contribuir asi a una mayor movilidad de
la red polimérica lo que favorece el proceso de disolucidon de los
componentes anadidos (64,94).

Una vez formado el hidrogel bifase de agarosa éste presenta una
tendencia a conservar sus propiedades aungue se vuelva a
calentar, también conocido como fendmeno de histéresis (92).
Caracteristica esta ufilizada en la segunda fase de sintetizacion del
hidrogel final para anadirle la proteina férrica, ovoalbUumina Fe3+,
mediante un sistema mecdnico de cizallamiento con las variables
categdricas de preparacion indicadas en la tabla 24.

La ovoalbUmina férrica anadida debe emular el comportamiento
de la ferritina en el higado, tabla 5, formando un hidrogel semi-IPN
por entrecruzamiento de la red del hidrogel bifase con la red de la
proteina ovoalbUmina anadida. Quedando constituido el hidrogel
semi-IPN final mediante interacciones fisicas de ambas redes, que
aseguren que el hierro introducido con la ovoalbUmina se mantiene
en su forma Fes3*,
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La ferritina es una importante proteina globular en forma de
casquete hueco, donde se almacena el hierro en su interior,
formando un nucleo mineral inorgdnico de formula [Fe(OH)]s
[FeO(H2PO4)], denominado normalmente ferrinidrita, en el cual los
iones de Fed* se encuentran coordinados con iones O%. De esta
estructura, el 10% corresponde a iones Fed* coordinados con 5 iones
Oz cada uno y un grupo fosfato. La mayor parte de los grupos
fosfatos se encuentran en la parte externa de la estructura cristalina
y son ufilizados para unir de forma covalente el mineral con las
cadenas laterales carboxiladas de los residuos del interior de la
proteina, figura 38, (95).

Ferrihidrita Feritina
[Fe(OH)]; [FeO(HPO,)]

Figura 38 Estructura del ntcleo mineral de hierro que se forma en el interior de la ferritina (95).

Para dar respuesta al cuarto objetivo especifico, indicado en el
apartado de hipdtesis y objetivos, y para corroborar las
interacciones fisicas enfre los componentes anadidos al hidrogel, se
realiza la caracterizacién de este Ultimo. Ademds, se comprueba la
estabilidd del fantoma orgdnico con una elaboraciéon
estandarizada.
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La complejidad de la determinacion de las interacciones entre
los compuestos de un hidrogel, también llamada elucidaciéon
estructural, es tal que se requiere la utilizacion de distintas técnicas
complementarias para su determinacion (96).

Se exponen a continuacion los hallazgos fruto de los cinco
ensayos de caracterizacion realizados, a los hidrogeles en sus
diferentes concentraciones.

Caracterizacion del Hidrogel

Del andlisis global de los FTIR realizados, figuras 14, 15, 16y 17, se
concluye que no se produce ninguna desviacion de las bandas de
tension caracteristicas de cada uno de los principales grupos
funcionales de los compuestos afadidos. Unicamente se observa
una disminuciéon de las bandas de tensidon del grupo funcional —OH,
debido a la disminucion del grado de polimerizacion del hidrogel de
agarosa por la incorporacion del triglicérido.

Estos resultados indican que no hay interaccion quimica entre los
compuestos utilizados para formar el hidrogel.

Del andlisis de las curvas DSC, figura 19, que representan la
interaccion de la grasa con el hidrogel de agarosa, en sus distintas
concentraciones, se concluye que al ir anadiendo triglicérido al
hidrogel se necesita mds temperatura para poder cambiar de fase,
lo que indica una buena interaccidn entre ambos componentes.

De la figura 20, curvas DSC que representan la interaccion del
compuesto de hierro con el hidrogel de agarosa, en sus distintas
concentraciones, se observa un aumento de la temperatura pico y
del flujo de calor, a medida que se anade el compuesto férrico, lo
que muestra una muy buena interaccion entre el hidrogel de
agarosa y la ovoalbUmina.

Si se andliza la variacion de las curvas DSC segin se anaden
ambas componentes al hidrogel de agarosa, figuras 21 y 22, a
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medida que se incorpora hierro, se observa una falta de espacio del
hidrogel formado con los tres componentes. Esta falta de espacio
viene representada por las variaciones de la temperatura del pico
endotérmico segun se anade el triglicérido a altas concentraciones
de hierro anadido.

Del estudio morfoldgico realizado a los tubos D1 [0 ml grasa, 600
mgr Fed*] y D4 [20ml grasa, 600 mgr Fed*], se observa que la
superficie del hidrogel es densa, compacta y lisa, debido a la
formacién de una capa de piel caracteristica de los hidrogeles
semi-IPN (88).

Respecto al ferrimanitol ovoaloUmina anadido, figura 23, se
observa un entrecruzamiento uniforme con el hidrogel de agarosa,
con dreas y distribucion homogénea en forma laminar, asi como la
apariciéon de valles de hierro anclados, lo que indica que no hay
interaccidn quimica entre ambos componentes, Unicamente un
entrecruzamiento entre la proteina ovoalbumina y el hidrogel de
agarosa. Todo ello indica la buena interacciéon fisica entre la
agarosa polimerizada y la ovoalbUmina de hierro.

Asi mismo, este entrecruzamiento uniforme observado, con una
distribucidon homogénea en forma laminar de la ovoalbUmina en el
polimero de agarosa, valida el sistema mecdnico de cizalladura
utilizado para disolver los compuestos. El uso de sistemas mecdanicos
de rotacién o extrusion fisica favorece la ultra homogeneizacién de
los hidrogeles (97).

Al anadir grasa al hidrogel formado, figura 24, se comprueba la
aparicién de emulsiones, lo que muestra el cardcter hidrofébico de
ambos elementos. También se observa una distribucidén no
homogénea del triglicérido, lo que corrobora lo detectado en los
ensayos de calorimetria, esto es, que al ir anadiendo grasa a la red
polimérica de la agarosa se presentan impedimentos de espacio
para los hidrogeles con concentraciones elevadas de hierro.
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De la medicion de la senal media de agua medida por RM,
hidratacién del hidrogel, se comprueba la estabilidad del hidrogel
en las siete mediciones realizadas durante 4 anos (p=n.s.), figura 25.

Se excluye la octava medicidén por considerarse un error de
lectura de esta senal por RM, ya que la medicién de las senales CHH
y FF por RM, figuras 28 y 30 respectivamente, presentan datos
concordantes en la octava medicidon con el resto de mediciones
realizadas en el tiempo, para cada una de estas senales.
Excluyendo esta octava medicidon, se continia obteniendo una
estabilidad estadisticamente no significativa mejorada (p=n.s.).

Asi mismo, se comprueba que el porcentaje de agua medio
medido por RM aumenta al aumentar la cantidad de agua
anadida para formar los distintos hidrogeles.

Para determinar si este porcentaje de agua medido por RM es
suficiente para crear un tamano de red reticulada que permita al
hidrogel albergar los dos componentes, el hierro y la grasa, se mide
el pH de los hidrogeles antes y después de su gelificacion.

El tamano de la malla del hidrogel, es la distancia entre puntos de
reticulacion de la red polimerizada y es una medida del espacio
disponible entre la macromolécula polimerizada para entrecruzarse
con ofras cadenas o albergar en su interior otras macromoléculas.
Este tamano de malla se ve influenciado por la temperatura y el pH
final del hidrogel e indica la densidad de reticulacion del hidrogel
(64).

Las mediciones de pH readlizadas a los tubos de hidrogel del
fantoma orgdnico muestran que, a medida que aumenta la
concentracién de los compuestos anadidos, la densidad de
reticulacion del polimero es mayor, ya que el pH va virando hacia
valores de pH alcalino. Lo que indica un menor espacio en el interior
de la red polimérica del hidrogel, que se relaciona con la falta de
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espacio del friglicérido, detectada en el ensayo de DSC para
concentraciones elevadas de hierro.

Analizados los resultados de todos los ensayos de caracterizacion
realizados, se concluye que se ha cumplido el cuarto objetivo
especifico, conocer como interacciona la red polimérica reticulada
formada del hidrogel final disenado donde se acomoda el hierro, en
su forma Fe3* y el triglicérido, con las siguientes caracteristicas:

e El elemento polimerizante seleccionado para formar
hidrogeles con uniones secundarias, muestra la
capacidad de reorganizarse para poder contener la
ovoalbumina Fe3* y el triglicérido anadidos, en diferentes
concentraciones, sin interacciones quimicas, ensayos FTIR.

e No se producen interacciones quimicas entre el polimero
de agarosa y los dos compuestos anadidos, la
ovoalbumina férrica y el triglicérido, ensayos FTIR.

e Las uniones secundarias que generan el entrecruzamiento
de la molécula de ovoalbUumina y el encapsulamiento del
triglicérido, es buena en ambos componentes, ensayo
DSC y SEM.

e Lo agarosa presenta un comportamiento viscolastico,
siendo capaz de adaptar el tamano de la red polimérica
a las diferentes cantidades de componentes anadidas.
Detectdndose un problema de espacio con el triglicérido
en la red polimérica para niveles altos de hierro, ensayos
DSC y SEM.

e Los hidrogeles formados son estables, repetibles y con una
elaboracién estandarizada, ensayos de hidratacion vy
medicidon del pH.

e El hidrogel presenta una distribucidn homogénea que
asegura la ausencia de aire en su interior, ensayos SEM.

100



Discusion

Tras lo cual, se exponen a continuacién los hallazgos del
comportamiento del material por RM, para simular al Higado por RM
con sobrecarga de hierro y grasa.

Resultados de la RM

El Fantoma orgdnico construido, en base a un diseno matricial de
hidrogel de agarosa con diferentes concentraciones de hierro y
grasa, figura 26, muestra tener una variaciéon proporcional y lineal
enfre la concentracion de grasa medida por RM vy la real o
preparada para sobrecargas normales o moderadas de hierro en el
higado, tabla 8. Es decir, para valores altos y muy altos de hierro, la
media de grasa medida por RM subestima la cantidad real o
anadida.

Esta conclusion estd en linea con lo observado en el ensayo de
calorimetria, donde se evidencia que para concentraciones de
hierro elevadas la grasa en sus distintas concentraciones presentaba
problemas de espacio.

En la fase de diseno del soporte del Fantoma orgdnico se tiene
en cuenta su geometria para que pueda ser infroducido en una
bobina de cuerpo integrado de RM. Evitando asi interferencias de
senales externas al campo y consiguiendo un campo magnético
homogeneizado.

Asi mismo, se ha mantenido una distancia para todos los tubos de
11 mm al fondo del soporte y una distribucién equidistante entre los
mMismos, para corregir variaciones del campo magnético.

Por todo lo indicado anteriormente, se concluye que se cumple
el tercer objetivo especifico para sobrecargas combinadas
normales o moderadas, ya que el diseno matricial de
concentraciones de hierro y grasa, permite evaluar y establecer una
correspondencia con las sobrecargas normales y moderadas de
hierro con grasa en el higado por RM.
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Una vez evaluada la correspondencia por RM de las sobrecargas
anadidas al Fantoma orgdnico, se comprueba la estabilidad en el
tiempo de los hidrogeles formados a través de las distintas senales
obtenidas por RM, quinto objetivo especifico, concluyéndose que el
compuesto disenado es estable durante al menos 4 anos.

Las senales T2*, CHH y FF, figura 27, 28 y 30, analizadas muestran
una similitud no significativa en el tiempo y cada una de las senales
medidas por RM aumentan proporcionalmente al aumentar la
cantidad de hierro vy triglicérido anadido, respectivamente.

Respecto a la senal media de grasa se detectan errores de
lectura en la primera y octava medicion. Excluyendo la primera
medicion del estudio se obtiene una similitud no significativa en el
tiempo. La cuantificacién FF, o senal FF, se obtiene de forma
automdatica por la mdaqguina de RM a partir de la senal de agua y de
grasa, por lo tanto, si no se hubieran producido errores de lectura en
alguno de sus valores, no se hubiera obtenido una similitud no
significativa en el fiempo de esta senal. Es decir, la similitud no
significativa de la senal FF en el tiempo confirma los errores de
lectura detectados en algunas de las mediciones de grasa y agua.

Una vez comprobado que los hidrogeles de agarosa del Fantoma
orgdnico presentan un buen comportamiento solo para valores
normales y moderados de hierro con grasa, se decide realizar la
estimaciéon por separado, de cada una de las sobrecargas de hierro
y grasa, con diferentes métodos de cuantificacion.

En el caso de los tubos de hidrogel con sobrecarga férrica, se
comparan las estimaciones de CHH obtenidas por el método
Osatek SEDIA (30), con los métodos de Relaxometria T2* de Wood
(36) y de Garbowski (37), sexto objetivo especifico. Presentando
ambos métodos una muy buena correlacidén r2=0.99 y r2=0.98,
respectivamente, figura 31y 32.
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Los valores de concentracion de hierro medidos en los tubos,
figura 31, estdn comprendidos entre 12 y 214 umol Fe/gr segun el
método Osatek-SEDIA y entre 34 y 283 umol Fe/gr segun el método
de Wood. Y para el método de Garbowski entre 39,3 y 351,71 umol
Fe/gr. Por lo tanto, mediante estos métodos estamos cuantificando
CHH en todo el rango de hemocromatosis, tabla 8.

Para finalizar la validacion de los hidrogeles formados con
sobrecarga férrica, se analiza la capacidad para remedar el
funcionamiento del higado respecto al contenido de hierro de los
pacientes, séptimo objetivo especifico. Se comparan con los mismos
métodos que se han utilizado para los tubos de hidrogel con
sobrecarga férrica, Wood y Garbowski, presentando ambos
métodos una buena correlacion r2=0.90 y r2=0.89, respectivamente,
figura 34 y 35.

En los 41 pacientes estudiados por RM los niveles de
concentracion de hierro estdn enfre 5,6 y 213 ymol Fe/gr con el
método Osatek-SEDIA, entre 17 y 282 umol Fe/gr con el método de
Wood y para el método de Garbowski entre 18 y 300 umol Fe/gr. Es
decir, a fravés de los diferentes métodos estamos cuantificando la
CHH de todo el rango de hemocromatosis, tabla 8.

Este alto nivel de correlacion demuestra que los hidrogeles de
agarosa con diferentes concenfraciones de  ferrimanitol
ovoalbumina reproducen el comportamiento de los pacientes con
diferentes niveles de CHH en estos métodos de cuantificacion de la
sobrecarga de hierro por RM.

Desde el punto de vista del comportamiento del hidrogel con
sobrecarga férrica disenado, se concluye que esta alta correlacion
obtenida, entre diferentes métodos de RM, es debida a la
incorporacién del Fe3* a través de la proteina ovoalbUming,
asegurdndose asi la no oxidacion del hierro férrico por contacto con
el hidrogel de agarosa y su estabilidad durante al menos 4 anos.
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Y por tanto se puede decir que el Fantoma orgdnico disenado
puede Uutilizarse para comparar la reproducibilidad de nuevos
métodos de cdiculo de la concentraciéon de hierro, todavia no
validados sin recurrir a la biopsia hepdtica.

En el caso de los tubos de hidrogel con sobrecarga grasa, se
comparan las estimaciones de FF, de los 4 ftubos del fantoma
orgdnico que no tienen concentracién de hierro (tabla 7),
obtenidas por RM a fravés de la secuencia PDFF con el valor de
medicion biogquimica de triglicéridos o método Folch (18) de cada
tubo, sexto objetivo especifico. Presentando una muy buena
correlacion r2=0.99, figura 33.

Los valores de FF medidos en los tubos, figura 33, estdn
comprendidos entre 2,1 y 368,8 umol Triglicéridos/gr segun el
metodo Folch y entre 0% y 37,25% segun la secuencia PDFF de RM.
Mediante ambos métodos estamos cuantificando FF en todo el
rango de esteatosis, tabla 9.

Para finalizar la validacién de los hidrogeles formados con
sobrecarga grasa, séptimo objetivo especifico, se analiza la
capacidad para remedar el funcionamiento del higado respecto al
contenido de grasa de los pacientes con los mismos métodos que
se han utilizado para los tubos de hidrogel con sobrecarga grasa,
secuencia PDFF de RM y método Folch. Presentando ambos
métodos una buena correlacién r2=0.84, figura 36.

En los 129 pacientes estudiados por RM los niveles de
concentracion de grasa estdn enfre 8 y 275 umol Triglicéridos/gr con
el método de Folch y entre 1,8% y 44,9% con la secuencia PDFF de
RM. A tfravés de ambos métodos estamos cuantificando la FF en
todo el rango de esteatosis, tabla 9.

Este alto nivel de correlacion demuestra que los hidrogeles de
agarosa con diferentes concentraciones de manteca de oca
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reproducen el comportamiento de los pacientes con diferentes
niveles de FF mediante la secuencia PDFF de RM.

Y por tanto se puede considerar que el Fantoma orgdnico
disenado puede utilizarse para comparar la reproducibilidad de
nuevos métodos de cdiculo de la concenfracidén de grasa sin
recurrir a la mediciéon bioquimica de la biopsia o método Folch.

Desde el punto de vista del diseno del hidrogel, se puede concluir
que el hidrogel bifase construido a partir de agar como fase acuosa
y manteca de oca como fase apolar es capaz de emular el
comportamiento de la grasa del higado por RM. Esto se debe a que
las formulaciones a base de bigel combinan las ventajas de las
formulaciones bifdsicas (emulsiones) y la estabilidad inherente de las
formulaciones a base de gel (92).
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. La construccidon de fantomas, para reproducir el
comportamiento del higado humano por RM, mediante la
utilizacién de higado triturado no ha resultado vdlida debido a
la generacion de adire que se infroduce en la mezcla y que
origina susceptibilidad magnética incontrolable.

. Hidrogeles semi-IPN formados a partir del bigel de agarosa con
emulsiones de grasa al cual se le ahade la ovoalbumina de
hierro, son factibles para reproducir el comportamiento de los
tejidos del higado con sobrecarga férrica, grasa o sobrecargas
combinadas normales o moderadas, por RM.

. La incorporacion de la sobrecarga férrica mediante la
proteina ovoalbUumina, en el hidrogel del Fantoma orgdnico,
asegura que las cantidades de hierro (Fed*) anadidas no se
oxidan y proporcionan similares concentraciones de hierro
medidas por RM.

. El hidrogel disenado para el fantoma orgdnico, presenta
durante 4 anos estabilidad para reproducir por RM el
comportamiento de sobrecarga de hierro y grasa.

. Existe una correlacion positiva muy alta entre la estimacién de
concentracién de hierro medida en el Fantoma orgdnico,
mediante el método Osatek SEDIA y los métodos de Wood vy
Garboski.

. El Fantoma orgdnico disefnado es capaz de remedar el
funcionamiento del higado con sobrecarga de hierro de los
pacientes, a fravés de su cuantificacién mediante los métodos
Osatek SEDIA, Wood y Garboski.

. Existe una correlacion positiva muy alta entre la estimacion de
concentracién de grasa medida mediante la secuencia PDFF
de RM y el método bioguimico o Folch.
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8. EI Fantoma orgdnico disenado es capaz de remedar el
funcionamiento del higado con sobrecarga de grasa de los
pacientes, a fravés de la cuantificacion de FF mediante la
secuencia PDFF de RM.

Lineas futuras de trabajo

El desarrollo de nuevos hidrogeles, profundizando en el estudio de
variables como las relacionadas con la cadena polimérica (longitud
0 peso molecular de la unidad repetitiva) y las relacionados con los
enlaces cruzados (peso molecular entre dos enlaces cruzados o
tamano de la malla), ayudaria a mejorar su estructura para remedar
por RM el comportamiento del higado humano con sobrecarga de
hierro y grasa simultdneamente.

El desarrollo de esta Tesis se ha basado en la utilizacion de
maquinas RM de 1,5 Tesla por su amplia disponibilidad en los centros
de RM vy por la disponibilidad de datos de cuantificacién de grasa y
hierro de pacientes validados, en estudios previos, mediante
biopsias. Se cree que en el futuro estas maquinas serdn
paulatinamente sustituidas por maquinas 3 Tesla por lo cual es
necesario realizar nuevos estudios de validacion.

El fantoma orgdnico validado en esta tesis permitird adaptar de
manera fiable a mdquinas de 3 teslas los modelos de cdlculo de la
concentracién de hierro y grasa hepdtica previomente validados a
1,5 Teslas.
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Anexos

Comparacion del contenido medio de hierro real del Fantoma
bioloégico con la concentracion medida por RM.

Fantoma biolégico 1

Comparacion t-Student pareada

ttest Fe True == RatioC_if Fantoma ==1
Paired t test

Variable Obs Mean sStd. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
Fe True 8 70 17.32051 48.98979 29.04351 110.9565
RatioC_ 8 151.5 18.39352 52.02472 108.0062 194.9938

diff 8 -81.5 4.602018 13.01647 -92.38204 -70.61796
mean (diff) = mean(Fe True - RatioC ) t = -17.7096
Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 7
Ha: mean(diff) < 0 Ha: mean(diff) != 0 Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t|) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Modelo de regresion lineal.

regress Fe True RatioC if Fantoma==

Source | SS df MS Number of obs = 8
————————————— el e D DL F(l, 6) = 90.97
Model | 15760.4983 1 15760.4983 Prob > F = 0.0001
Residual | 1039.50174 9 173.25029 R-squared = 0.9381
————————————— Fomm e Adj R-squared = 0.9278
Total | 16800 7 2400 Root MSE = 13.162

Fe True | Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]
_____________ +______________________________________________________
RatioC_ | .9120659 .0956265 9.54 0.000 .6780763 1.146055
_cons | -68.17798 15.21649 -4.48 0.004 -105.4114 -30.94458
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Anexos

Fantoma biolégico 2

Comparacion t-Student pareada

ttest Fe True == RatioC if Fantoma ==

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
Fe True 12 161.6667 50.35982 174.4515 50.825446 272.5079
RatioC 12 121.0358 20.30244 70.3297 76.3504 165.7211

diff 12 40.63091 38.84135 134.5504 -44.85832 126.1201

mean (diff) = mean(Fe True - RatioC ) t = 1.04061
Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 11
Ha: mean(diff) < 0 Ha: mean(diff) !'= 0 Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T|] > |t]) = 0.3180 Pr(T > t) = 0.1590
Modelo de regresion lineal.
regress Fe True RatioC 1if Fantoma==
Source | SS df MS Number of obs = 12
————————————— Fm F(1l, 10) = 9.83
Model | 165932.483 1 165932.483 Prob > F = 0.0106
Residual | 168834.183 10 16883.4183 R-squared = 0.4957
————————————— Fomm e Adj R-squared = 0.4452
Total | 334766.667 11 30433.3333 Root MSE = 129.94
Fe True | Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]
_____________ +______________________________________________________
RatioC_ | 1.746347 .5570512 3.13 0.011 .5051599 2.987535
cons | -49.7038 77.15457 -0.64 0.534 -221.6149 122.2073
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Fantoma biolégico 3

Comparacion t-Student pareada

ttest Fe True == RatioC if Fantoma

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
Fe True 8 70 17.32051 48.98979 29.04351 110.9565
RatioC 8 122.6916 18.61257 52.6443 78.67988 166.7034

diff 8 -52.69162 2.916771 8.249873 -59.58868 -45.79455
mean (diff) = mean(Fe True - RatioC ) t = -18.0651
Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 7
Ha: mean(diff) < O Ha: mean(diff) != 0 Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000
Modelo de regresion lineal.
regress Fe True RatioC if Fantoma==
Source | SS df MS Number of obs = 8
————————————— o F(l, 6) = 278.37
Model | 16445.5378 1 16445.5378 Prob > F = 0.0000
Residual | 354.462157 6 59.0770262 R-squared = 0.9789
————————————— Fomm e Adj R-squared = 0.9754
Total | 16800 7 2400 Root MSE = 7.6862
Fe True | Coef Std. Err. t P>t [95% Conf. Intervall]
_____________ +______________________________________________________
RatioC | .9207116 .0551835 16.68 0.000 .7856826 1.055741
_cons | -42.9636 7.295543 -5.89 0.001 -60.81515 -25.11205
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Fantoma biolégico 4

Comparacion t-Student pareada

ttest Fe True == RatioC if Fantoma ==

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
Fe True 10 94 21.09239 66.69999 46.2857 141.7143
RatioC 10 145.3123 19.667 62.19252 100.8224 189.8021

diff 10 -51.31228 5.48794 17.3476 -63.72201 -38.90255
mean (diff) = mean(Fe True - RatioC ) t = -9.3537
Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 9
Ha: mean(diff) < 0 Ha: mean(diff) !'= 0 Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T|] > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Modelo de regresion lineal.

regress Fe True RatioC if Fantoma==

Source | SS df MS Number of obs = 10
————————————— t-——————————————————————— F (1, 8) = 112.29
Model | 37377.1645 1 37377.1645 Prob > F = 0.0000
Residual | 2662.83554 8 332.854443 R-squared = 0.9335
————————————— +--—-----------—-—----—-—-  Adj R-squared = 0.9252
Total | 40040 9 4448.88889 Root MSE = 18.244

Fe True | Coef. Std. Err. t P>\t [95% Conf. Intervall]
_____________ +______________________________________________________
RatioC | 1.0362 .097784 10.60 0.000 .8107101 1.261691
_cons | -56.57265 15.33582 -3.69 0.006 -91.9371 -21.2082
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Variabilidad de la concentracion de hierro estimado por RM entre
los diferentes Fantomas biologicos

Modelo de regresion lineal.

regress RatioC Fe True if NumTubo <9

Model

83999.0255
20098.571

1
30

31

83999.0255
669.952368

3357.98698

Number of obs
30)
Prob > F

F(1,

1.118028
43.95545

11.20
5.26

R-squared =

Adj R-squared =

Root MSE =
P>t [95% Conf.
0.000 .9141116
0.000 26.89462

.0998475
8.353844

1.321943
61.01627

Variacion de las sehales por RM en el Fantoma organico.

Senal Media Agua

Modelo estadistico de efectos mixtos.

. mixed MediaUra Time Ura True

Mixed-effects ML regression

Number of obs =
Wald chi2 (2) =
Prob > chi2 =

192
17.67
0.0001

-26.76248
9.258154
-3527.163

54.04075
25.81789
-436.5582

[95% Conf.

Interval]

__________________________ B R A N e A e N e e

Log likelihood = -1517.3268
MediaUra Coef Std. Err z
Time | 13.63914 20.61345 0.6
Ura True | 17.53802 4.2245 4.1
cons | -1981.86 788.434 -2.5
Random-effects Parameters Estimate
var (Residual) 428313.5

P> z|
6 0.508
5 0.000
1 0.012
Std. Err.
43714.57

350660.1

523163.2
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mixed MediaUra Time Ura True if Time<8

Mixed-effects ML regression Number of obs = 168
Wald chi2(2) = 111.60

Log likelihood = -1161.7876 Prob > chi2 = 0.0000
MediaUra | Coef Std. Err z P>|z| [95% Conf. Intervall]
__________ +_________________________________________________________
Time | -17.89732 9.405879 -1.90 0.057 -36.3325 .537862

Ura True | 17.48417 1.682575 10.39 0.000 14.18638 20.78195
cons | -1877.288 314.1057 -5.98 0.000 -2492.924 -1261.652

Random-effects Parameters | Estimate Std. Err. [95% Conf. Interval]
___________________________ +________________________________________
var (Residual) | 59452.21 6486.768 48005.87 73627.78

Senal T2*

Modelo estadistico de efectos mixtos.

mixed MediaT2S Time Fe True

Mixed-effects ML regression Number of obs = 192
Wald chi2 (2) = 330.83

Log likelihood = -581.74958 Prob > chi2 = 0.0000
MediaT2S | Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
_____________ +______________________________________________________
Time | .383631 .1577325 2.43 0.015 .0744809 .692781

Fe True [-.0190728 .0010581 -18.03 0.000 -.0211466 -.0169989
_cons | 15.9564 .9562026 16.69 0.000 14.08228 17.83052
Random-effects Parameters | Estimate Std. Err. [95% Conf. Interval]
___________________________ +________________________________________

var (Residual) | 25.07859 2.559573 20.53183 30.63222
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mixed MediaT2S Time Fe True if Time<8

Mixed-effects ML regression Number of obs = 168
Wald chi2 (2) = 364.18

Log likelihood = -469.74115 Prob > chi2 = 0.0000
MediaT2S | Coef. Std. Err. Z P>|z| [95% Conf. Interval]
_____________ o
Time | -.1072173 .1528972 -0.70 0.483 -.4068903 .1924558

Fe True | -.0170735 .0008953 -19.07 0.000 -.0188282 -.0153188
_cons | 16.42929 .81727 20.10 0.000 14.82747 18.03111
Random-effects Parameters | Estimate Std. Err. [95% Conf. Interval]
__________________________ o
var (Residual) | 15.70972 1.714071 12.68512 19.45549

Concentracion de Hierro Hepatico (CHH)

Modelo estadistico de efectos mixtos.

mixed RatioDPT2 Time Fe True

Mixed-effects ML regression Number of obs = 191
Wald chi2(2) = 303.48

Log likelihood = -978.49812 Prob > chi2 = 0.0000
RatioDPT2 | Coef Std. Err Z P> z| [95% Conf. Interval]
____________ +_______________________________________________________
Time | -2.157711 1.287166 -1.68 0.094 -4.680509 .3650872

Fe True | .1498078 .0086302 17.36 0.000 .1328929 .1667228
cons | 26.11261 7.754734 3.37 0.001 10.91361 41.31161

Random-effects Parameters Estimate Std. Err. [95% Conf. Interval]
__________________________ +_________________________________________
var (Residual) | 1649.416 168.7829 1349.67 2015.732
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Sefial Media de grasa

Modelo estadistico de efectos mixtos.

mixed MediaGrasa Time G true

Mixed-effects ML regression Number of obs 192
Wald chi2 (2) = 1015.87
Log likelihood = -1100.9869 Prob > chi2 0.0000
MediaGrasa_ | Coef Std. Err 4 P>|z| [95% Conf. Interval]
____________ +_______________________________________________________
Time | -5.46131 2.357275 =-2.32 0.021 -10.08148 -.841135
G true | 15.35687 .4830977 31.79 0.000 14.41002 16.30373
cons | 56.65506 13.93586 4.07 0.000 29.34127 83.96885
Random-effects Parameters| Estimate Std. Err [95% Conf. Interval]
_________________________ +__________________________________________
var (Residual) | 5601.2 571.6701 4585.701 6841.581

mixed MediaGrasa Time G true if Time<7
Mixed-effects ML regression Number of obs = 144
Wald chi2 (2) = 892.32
Log likelihood = -821.57403 Prob > chiz2 = 0.0000
MediaGrasa | Coef Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
_____________ +______________________________________________________
Time | -8.678571 3.547735 -2.45 0.014 -15.632 -1.725139
G true | 16.13389 .5419255 29.77 0.000 15.07173 17.19604
cons | 53.72083 16.03037 3.35 0.001 22.30188 85.13978
Random-effects Parameters | Estimate Std.Err. [95% Conf. Interval]
__________________________ +_________________________________________
var (Residual) |  5286.298 622.9962 4196.01 6659.884

130



Anexos

mixed MediaGrasa Time G true if Time>l1

Mixed-effects ML regression Number of obs = 168
Wald chi2 (2) = 1068.98

Log likelihood = -946.4869 Prob > chi2 = 0.0000
MediaGrasa_ | Coef. Std. Err. =z P>|z| [95% Conf. Interval]
_____________ +______________________________________________________
Time | -4.286458 2.611129 -1.64 0.101 -9.404178 .8312614

G true | 15.2525 .467093 32.65 0.000 14.33701 16.16799

cons | 51.17158 15.71024 3.26 0.001 20.38008 81.96307
Random-effects Parameters | Estimate Std. Err. [95% Conf. Interval]
__________________________ +_________________________________________
var (Residual) | 4581.694 499.9038 3699.58 5674.137

Concentracion de Grasa Hepatica (FF)

Modelo estadistico de efectos mixtos.

mixed MediaFF Time FF true

Mixed-effects ML regression Number of obs = 192
Wald chi2 (2) = 1511.33

Log likelihood = -584.94371 Prob > chi2 = 0.0000
MediaFF | Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
___________ +________________________________________________________
Time | -.25687 .1603785 -1.60 0.109 -.5712062 .0574661

FF true | 2.553354 .0657356 38.84 0.000 2.424515 2.682194
cons |-3.327314 .9481342 -3.51 0.000 -5.185623 -1.469005
Random-effects Parameters | Estimate Std. Err. [95% Conf. Interval]

__________________________ +_________________________________________
var (Residual) | 25.92704 2.646168 21.22646 31.66857

131



Anexos

Correlacion de la concentracion de hierro y grasa por RM medida

en el Fantoma orgdnico, por diferentes métodos de RM.

Comparacion RM de Osatek SEDIA y de Wood

Modelo de correlacion-regresion lineal bivariante

-> etiqueta = 1
Source | SS df MS Number of obs 8
——————————— mm e F(1, 6) = 749.13
Model | 44653.8527 1 44653.8527 Prob > F = 0.0000
Residual | 357.647331 59.6078884 R-squared 0.9921
——————————— +---------------------——-----  Adj R-squared = 0.9907
Total | 45011.5 7 6430.21429 Root MSE = 7.7206
umolg | Coef. Std. Err. T P>t [95% Conf. Intervall]
___________ +________________________________________________________
Constate | .8640604 .0315694 27.37 0.000 .7868128 .9413079
_cons | -22.76897 5.830698 -3.91 0.008 -37.03617 -8.501767

Comparacion RM de Osatek SEDIA y de Garbowski
Modelo de correlacidn-regresion lineal bivariante

-> etiqueta = 1
Source | SS df MS Number of obs = 8
——————————— fmm———— e ————— F (1, ©0) = 366.61
Model | 44286.706 1 44286.706 Prob > F = 0.0000
Residual [724.793995 6 120.798999 R-squared = 0.9839
——————————— +------------------—-———————--  Adj R-squared = 0.9812
Total | 45011.5 7 6430.21429 Root MSE 10.991
umolg | Coef Std. Err t P>|t] [95% Conf. Interval]
—_———— ————— + ________________________________________________________
Truncation | .6753704 .0352726 19.15 0.000 .5890615 .7616792
_cons |-23.05353 8.3403%94 -2.76 0.033 -43.46173 -2.645317
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Comparacion RM secuencia PDFF y método Folch

Modelo de correlacidn-regresion lineal bivariante

regress Folch meanFF

Source | SS df MS Number of obs = 4
——————————— t———————————————————————————— F (1, 2) = 2919.21
Model | 77052.8998 1 77052.8998 Prob > F = 0.0003
Residual | 52.7901595 2 26.3950798 R-squared = 0.9993
——————————— +-----------------------——---- Adj R-squared = 0.9990
Total | 77105.69 3 25701.8967 Root MSE = 5.1376
Folch | Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Intervall]
___________ +________________________________________________________
meanFF | 10.03518 .1857342 54.03 0.000 9.236026 10.83433
_cons | -10.36466 4.841283 -2.14 0.166 -31.19502 10.4657

Correlaciéon de la concentracion de hierro y grasa por RM medida
en pacientes, por diferentes métodos de RM.

Pacientes hierro entre Osatek y Wood

Modelo de correlacidn-regresion lineal bivariante

by etiqueta, sort : regress umolg Constate

Source | SS df MS Number of obs = 41
————————— o F(1, 39) = 357.24
Model | 75602.3078 1 75602.3078 Prob > F = 0.0000
Residual | 8253.62468 39 211.631402 R-squared = 0.9016
————————— bt Adj R-squared = 0.8991
Total | 83855.9325 40 2096.39831 Root MSE = 14.548
umolg | Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Intervall]
_________ +__________________________________________________________
Constate | .6972158 .0368884 18.90 0.000 .622602 .7718296
_cons |-6.418748 3.817182 -1.68 0.101 -14.13973 1.302232
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Pacientes hierro entre Osatek y Garbowski

Modelo de correlacidon-regresion lineal bivariante

. by etiqueta

Model

.7816187

, sort regress umolg Truncation
0
SS df MS Number of obs
——————————————————————————— F(l, 39) =
75046.8149 1 75046.8149 Prob > F =
8809.11756 39 225.874809 R-squared =
——————————————————————————— Adj R-squared =
83855.9325 40 2096.39831 Root MSE
| Coef Std. Err t P>t | [95% Conf
__________ +________________________________________________________
| .7035475 .0385977 18.23 0.000 .6254763
| -14.3911 4.312711 -3.34 0.002 -23.11438

-5.667821

Pacientes con grasa entre secuencia PDFF de RM y método Folch

Modelo de correlacion-regresion lineal bivariante

regress Folch MediaFF 1 if Pax ==

Source

Model
Residual

MediaFF 1

128
656.66
0.0000
0.8390
0.8377
22.563

4.944327

| SS df MS Number of obs
Fmm e F(l, 126)

| 334309.101 1 334309.101 Prob > F

| 64147.4977 126 509.107125 R-squared

Fom Adj R-squared

| 398456.599 127 3137.45354 Root MSE

| Coef Std. Err. t P>t [95% Conf

_____________ +______________________________________________________

| 4.589865 .1791143 25.63 0.000 4.235403

| =5.16023 4.063838 -1.27 0.206 -13.20245

_cons

2.881986
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